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IZOLACIJA, IDENTIFIKACIJA | MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA
UZROCNIKA TUBERKULOZE GOVEDA U VOJVODINI

REZIME

Cilj istrazivanja bio je da se izvr$i izolacija, identifikacija i molekularna
karakterizacija, uzro¢nika tuberkuloze goveda u Vojvodini, kao i ispitivanje osetljivosti
izolovanih sojeva na odabrane antituberkulozne antibiotike koji se koriste za terapiju
tuberkuloze ljudi u nasoj zemlji. Pored toga cilj istrazivanja bilo je i uporedno
ispitivanje osetljivosti i specifi¢nosti y-1FN testa u dijagnostici tuberkuloze sa klasi¢nim
mikrobioloskim metodama izolacije i identifikacije uzro¢nika. Kona¢no, na osnovu
ispitivanja raSirenosti, incidencije 1 prevalencije oboljenja u zapatima cilj je bila i izrada
aktuelne epizootioloske karte rasSirenosti tuberkuloze goveda u Vojvodini.

Za izolaciju bakterija MTB-kompleksa kori$¢eni su uzorci tkiva (pluéa i limfni
¢vorovi) 49 goveda koja su prilikom izvodenja komparativnog tuberkulinskog ili y-IFN
testa imala pozitivnu reakciju. Kod 40 od ovih grla prilikom patomorfoloskog pregleda
na liniji klanja, bile su ustanovljene promene koje mogu ukazivati na tuberkulozu.
Bakterije MTB-kompleksa uspesno su izolovane iz uzoraka tkiva 19 goveda, dok je
nalaz acidorezistentnih bakterija ustanovljen direktnom mikroskopijom u uzorcima
limfnih ¢vorova kod jo§ 3 grla, ali izolacija nije uspela usled kontaminacije. Na osnovu
klasi¢nih bakterioloskih metoda, izgleda i rasta kolonija, kao i primenom standardnih
biohemijskih testova identifikacije, svi izolati su tipizovani u vrstu M. bovis.

Na osetljivost prema izoniazidu, streptomicinu, etambutolu i rifampicinu,
antituberkuloticima prve linije koji se u naSoj zemlji koriste za le¢enje ljudi obolelih od
tuberkuloze, standardnom metodom proporcija, ispitano je 5 reprezentativnih izolata.
Izolati su bili poreklom od goveda iz pet razli¢itih zapata lociranih u naseljima na
teritoriji 5 opstina, od kojih su 4 u Juznobackom i 1 u Sremskom okrugu. Ustanovljena
je osetljivost izolata na sve ispitivane antituberkulotike, odnosno ni u jednom slucaju
nije utvrdena pojava rezistencije.

Metodom PCR spoligotipizacije u cilju molekularne karakterizacije i
genotipizacije bakterija M.tuberculosis kompleksa ispitano je 18 izolata mikobakterija
kod kojih je proces ekstrakcije DNK bio uspesan. Rezultati molekularne karakterizacije

odnosno spoligotipizacije izolovanih mikobakterija pokazuju odsustvo spejsera 1 i niza



spejsera od 3 sve do 16, kao i spejsera 28 $to je karakteristicno za Mycobacterium
caprae. Odsustvo spejsera 28 i niza spejsera od 39 do 43, kod svih izolata ukazuje na
pripadnost istom klasteru. Automatskom analizom binarnog koda dobijenih izolata u
dve najvece baze podataka ustanovljeno je da se radi o spoligotipu SB 0418 odnosno ST
647, koji po rasirenosti predstavlja dominantni klaster Mycobacterium caprae u srednje
evropskim drzavama.

Uporedno ispitivanje komparativnog tuberkulinskog testa i in vitro y-IFN testa,
izvrSeno je na 71 grlu goveda iz 25 zapata lociranih u Juznobackom i Sremskom okrugu
kod kojih je prilikom izvodenja monotesta ustanovljena pozitivna ili sumnjiva reakcija.
Rezultati ispitivanja su na osnovu izra¢unate Kappa-statisticke vrednosti pokazali
srednju saglasnost dva testa, dok je ispitivanje osetljivosti y-IFN testa u odnosu na post
mortem potvrdene slucajeve tuberkuloze, iznosilo 90%.

U radu je prikazana i epizootioloska situacija tuberkuloze goveda u Vojvodini za
period od prethodnih Sest godina. Narocito je detaljno analizirana incidencija i
prevalencija oboljenja u delovima JuZnobackog okruga, u kojima su ustanovljena ZariSta
sa endemski prisutnom tuberkulozom goveda. Na osnovu rezultata istrazivanja

napravljena je aktuelna epizootioloska karta tuberkuloze goveda u Vojvodini.

Kljuéne reCi: tuberkuloza goveda, izolacija, MTB-kompleks, spoligotipizacija,

antibiotska osetljivost, y-IFN test, epizootioloska karta
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF CAUSATIVE AGENT OF BOVINE
TUBERCULOSIS IN VOJVODINA REGION

SUMMARY

The aim of this research was isolation, genotyping and molecular
characterization of the causative agent of cattle tuberculosis in the province of
Vojvodina, as well as evaluation of susceptibility for isolated zoonotic MTB-complex
bacteria towards a panel of selected anti-tuberculosis drugs used in tuberculosis
treatment for humans in our country. Additionally, the goal of the research was to
estimate sensitivity of y-IFN test for tuberculosis diagnosis in cattle compared to
standard microbiological methods of the isolation or histopathological identification of
lesions. Finally, based on the animal incidence and herd prevalence per year, the
objective was to create the actual epizootiological map of disease occurrence in
Vojvodina province.

For the isolation of MTB-complex bacteria tissue samples (lung and lymph
nodes) from 49 test positive cattle on single comparative tuberculin test were used.
During the post mortem examination at the abattoir, visible lesions were present in 40
animals. MTB-complex bacteria were successfully isolated from the pathological
material of 19 bovines, while direct microscopic examination of lymph node smears
yielded positive result for acid fast bacteria, in additional three animals, but the isolation
failed due to contamination or other reasons. Based on the classic bacteriological
methods, growth characteristics, colony morphology and biochemical tests all isolates
were designated as M. bovis species.

PCR-based spoligotyping, was performed on 18 MTB-complex isolates
following successful DNA extraction, and a single spoligotype pattern was identified.
The results of the molecular characterization, revealed the absence of spacer 1, spacer
region 3-16, as well as spacer 28, in all isolates, a characteristic pattern for
Mycobacterium caprae. The absence of spacer 28 and spacer region 39-43 suggests that
all isolates belong to single cluster. Automated analysis of the binary code of the
submitted spoligotype patterns in two largest online databases came out with identifier



number SB 0418 and ST 647 respectively, which represents the predominant
Mycobacterium caprae cluster in Central-European countries.

Following the standard proportion method, we evaluated the susceptibility of 5
representative M.caprae isolates towards isoniazid, streptomycin, ethambutol and
rifampicin, the first-line drugs used in our country for human tuberculosis treatment.
Isolates were obtained from cattle originating from five different herds located on the
territory of 5 municipalities, 4 of which were included in the South Backa region and 1
in Srem region. All isolates of M. caprae were successfully submitted to conventional
susceptibility testing for the four antibiotics and none was resistant against any of the
drugs tested.

Diagnostic testing in parallel, using single comparative cervical test and y-IFN
test was conducted in 71 bovine animal distributed in 25 herds from South Backa and
Srem region. All animals previously tested positive or inconclusive on single
intradermal tuberculin test. The interpretation of the estimated kappa statistics for two
compared tests, showed a k-index of 0,48 that represents a moderate agreement of the
two tests, while the estimated sensitivity of y-1FN test based on confirmed post mortem
tuberculosis was 90%.

In this study the epizootiological situation of the cattle tuberculosis in VVojvodina
in the last six years was evaluated. The animal incidence and herd prevalence of disease
in the South Backa region, where the natural foci of infection were detected, was
presented in more detail and over a longer period, spanning 10 years. Finally, the actual
epizootiological map of the cattle tuberculosis presentation in Vojvodina region was
generated.

Keywords: bovine tuberculosis, isolation, spoligotyping, M.caprae, antibiotic
susceptibility, y-1FN test, epizootiological map
Major Field of Study: Clinical veterinary medicine

Special Field of Study: Infectious diseases of animals and epizootiology

UDK number: 636.2:616.24-002.5:614.91



REZIME .. e e e e e s e e e e a e e e s e e e |
SUMMOARY ettt ettt e sttt r e be st et e re et et e nenreeens 11
L UVOD ettt ettt E e bRttt et 1
2. PREGLED LITERATURE ...ttt sttt 4
2.1, ISEOFTJAL DOIESTE ... bbb 4
A =1 {10 ] (oo - USSR 7
2.3. Epizootiologija tuberkuloze gOVEda ..........cccccveieeiieiieiiece e 14
2.3.1. PrenoSenje infekcije sa goveda na [jude .........cccoeviiiiiiiiiiii 17
2.3.2. PrenoSenje infekcije sa ljudi na goveda ........cccooveviiiiiiiiii 23
2.3.3. PrenoSenje infekcije sa divljih Zivotinja na goveda i [jude .........cccccoocvviiiiiiiiiiniennnn, 23
2.4. Patogeneza bolesti i patomorfoloSke promene ..........cccocoevveiiiiiienienieeee e 25
2.4. 1. PALOGENEZA ....veveeieeteiieeste ettt ettt b bbbt 27
2.4.2. PatomorfoloSKE PrOMENE ........ceoiuveiiiiiiiieiiiie et 36
2.5. Kontrola i eradikacija tuberkuloze goveda ...........cccccovevieiiiiiiiecce e 39
2.6. Dijagnostika tUDEIKUIOZE .........c.ooovieiie e 45
2.6.1. Intradermalni tuberkulinsKi teST ..o 47
2.6.2. GAMA INTEITEION TEST ..oiiieieieieeee bbb 56
2.6.3. Seroloska dijagnoStiKa .........cccveieeiiiiiiieii e 63
2.6.4. Ostali pomocni dijagnostiCki tEStOVI .....ccveviirieriiirierieisie et 65
2.6.5. Bakterioloska kultivacija 1 izolacija uzro€nika ..........ccccvviiiiiiiniiii 66
2.6.6. Molekularne metode dijagnOStiKe .........ccociieiiiiiiiiiireeee e 67
2.8.6.1. PCR ..ottt ettt et ne s 68
N I €T aTo 1] o] - Vo | - PSPPSR 68
2.7. Molekularna epidemiologija tuberkuloze ... 74
3. CILI I ZADACIT RADA oottt e e eaee e nrae e e rae e 78
4. MATERIJAL I METODE ....oooi ettt ane e 80
A1 MATERIJAL oottt sttt et ne bt ne et 80
O |V 1< (o [ ST SRUSP PSR 83
4.2.1. TUDEIKUNNIZACIA ..oveiviieieiieiee e bbb 83
4.2.2. PatomorfoloSki pregled ..o 84

4.2.3. PatohistoloSki pregled ... 85



4.2.4. Izolacija i bakterioloska identifikacija mikobakterija ..........c.ccocooeiiniiiiiiiicee, 85

4.2.5. Ispitivanje osetljivosti izolata na antituberkulotike ... 86
4.2.6. Ekstrakcija i priprema DNK ..o 87
S o o] [0 T (] ] 4= Tox | - USSR 87
4.2.8. Mycobacterium bovis gama INterferon teSt ............cocvviriiinieieier e 90
4.2.9. Obrada signala dobijenih spoligotipizaCijom ..........c.ccoceviiieiieieieie e 91
4.2.10. Statisticka obrada podataka ...........cccccieiiiiiiiiiiiii s 92
B  REZULTATI bbbttt 93
5.1.1. Rezultati direktnog mikroskopskog pregleda i izolacije mikobakterija ..................... 93
5.1.2. Rezultati molekularne identifikacije izolata iz MTB-kompleksa metodom

] 010] [0 T (] ] 4= o] | -SSR OSPSURSS 95
5.1.3. Rezultati patomorfoloskog pregleda goveda na liniji klanja ...........cccccoevivninieinnn, 101
5.1.4. Rezultati patohistoloSkog pregleda ..., 102

5.2. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih mikobakterija na odabrane
ANTITUDEIKUIOTIKE ... e 103
5.3. Rezultati dijagnostickog ispitivanja goveda primenom intradermalnog
komparativnog cervikalnog testa i gama interferon testa i njihovog poredenja ................. 103

5.3.1. Rezultati ispitivanja osetljivosti gama interferon testa kod goveda sa potvrdenom

dijagnozom tuberkuloze klasi¢nim metodama dijagnostike ............ccoccevveveienenencnennnnnnn 107
5.4. Rezultati ispitivanja incidencije i prevalencije tuberkuloze goveda u Vojvodini ........ 109

5.4.1. Rezultati ispitivanja incidencije i prevalencije tuberkuloze goveda u Juznobackom

okrugu u periodu 2006-2015g00INE ......ccveiiiitiriiriiriieieeeeie e 112
5.4.2. Rezultati ispitivanja raSirenosti prevalencije tuberkuloze goveda u Sremskom

okrugu u periodu 2006-2015 gOUINE .......eoiviiiiieiieiie e 136
B. DISKIUSIIA ..ottt s bt s et st et s e et et e ne e s neens 139
6.1. Utvrdivanje prisustva, izolacija i bakterioloska identifikacija uzro¢nika tuberkuloze

0 [01Y =T - TSROSO 139
6.2. Molekularna karakterizacija dobijenih izolata MTB-kompleksa kod goveda u

V0] 1Yol |10 PR UROPRTRPRN 144
6.3. Ispitivanje osetljivosti M.caprae na odabrane antituberkulotike .............c.cccoevvrvenen. 148

6.4. Ante mortem dijagnostika tuberkuloze goveda primenom komparativne

tuberkulinizacije i gama interferon testa i Njinovo vrednovanje ..........ccccccvevvenieninnieeniene 151



6.5. Ispitivanje incidencije, prevalencije i epizootiologije tuberkuloze goveda u

WOJVOUINT .ttt bbb bbbt bt b et e et et nb e bt nnenne s 155
T ZAKLIUCCI ..ottt n st 164
8. LITERATURA ..ottt tes sttt ne s st 166
9. PRILOG-FOTO DOKUMENTACIJA ..ottt 190
BIOGRAFIJIA ...ttt sttt CXCIlI
BIBLIOGRAFIJA ..ottt sen st CXCIV
IZJAVA O AUTORSTVU ..ottt teeeseeseesesses st sssasssanes s s sensnes CXCV
IZJAVA O ISTOVETNOSTI STAMPANE I ELEKTRONSKE VERZIJE

DOKTORSKOG RADA .....oovieeeeeeeeseetesee st CXCVI

IZJAVA O KORISCENJIU ..o oo er et eren e CXCVIli



1. UvOD

Pojam ,tuberkuloza® oznaCava klinicku ili patolosku dijagnozu koja se po
opsteprihvac¢enim kriterijumima odnosi na klinicki manifestne promene 1 lezije
uzrokovane bakterijama svrstanim u Mycobacterium tuberculosis kompleks. Dva
najznacajnija Clana ovog kompleksa su M. bovis i M. tuberculosis, koji iako na
genetskom nivou dele 99,95% podudarnosti, pokazuju u nekim aspektima znacajne
bioloske razlike. M. bovis je najuniverzalniji patogen medu mikobakterijama,
"kosmopolita" sa najSirim spektrom prijemcivih vrsta zivotinja, ukljucujuci i ljude, kod
kojih uzrokuje hroni¢no progresivno oboljenje.

Gotovo ¢itav vek organizovano i sistematsko suzbijanje tuberkuloze goveda
zaokuplja paznju istrazivaCa, farmera, veterinara i razlicitih drzavnih organa. Uprkos
ulozenim naporima i znatnim finansijskim sredstvima, potpuna eradikacija tuberkuloze
u populaciji goveda pokazala se kao teSko dostizan cilj. Tako i danas u mnogim
zemljama Sirom sveta, tuberkuloza goveda, koza i farmski gajenih jelena nanosi velike
ekonomske gubitke ovim granama stoCarstva, a poslednjih godina prevalencija
zarazenih zapata goveda u Evropi pokazuje tendenciju rasta.

Oboljenje ima veliki socio-ekonomski znacaj u zemljama pogodenim
epidemijom, ugrozava javno zdravlje, angazuje znacajne materijalne resurse, ometa i
ograniava slobodnu trgovinu 1 promet Zivotinjama 1 animalnim proizvodima.
Oskudnost podataka o prevalenciji M.bovis, M.caprae i drugih zoonoznih mikobakterija
kod obolelih ljudi, umanjuje moguc¢nost da se pouzdano proceni i kvantifikuje
antropozoonozni rizik, naroCito u zemljama u razvoju. Pre Siroke primene pasterizacije
mleka, smatra se da je izmedu 20-40% slucCajeva tuberkuloze ljudi bilo posledica
infekcije vrstom M.bovis, najé¢esce usled konzumacije termic¢ki neobradenog mleka i
mle¢nih proizvoda. Mnogi pokazatelji upozoravaju da ¢e u kontekstu pandemije HIV
infekcije, zoonozna tuberkuloza predstavljati sve vecu pretnju za zdravlje ljudi, narocito
u delovima sveta gde je enzootski prisutna kod domacih ili divljih Zivotinja, koje su u
bliskom kontaktu sa ljudima. Sa druge strane, Mycobacterium tuberculosis osnovni
etioloSki uzro¢nik tuberkuloze ljudi, ¢ije otkric¢e je Robert Koh objavio 24. marta 1882.
godine, i na pragu 21. veka, predstavlja pojedina¢no najznacajniji infektivni agens u

pogledu morbiditeta i mortaliteta kod ljudi. Smatra se da je ovom bakterijom zarazena



jedna trec¢ina svetske populacije, a svake godine registruje se izmedu 10 i 12 miliona
novoobolelih ljudi, od kojih oko 2 miliona podlegne infekciji. lako se infekcija
uglavnom odrzava u klinicki latentnom stanju, razli¢iti faktori koji dovode do
imunodeficijencije utiu na rasplamsavanje sistemskog oboljenja, koje bez
blagovremene i adekvatne terapije Cesto zavrSava fatalno. Poseban problem predstavlja
razvoj multirezistentnih sojeva, otpornih na veliki broj antituberkulotika, $to je narocito
karakteristi¢no za sojeve M.bovis izolovane iz obolelih ljudi.

Napori da se zaustavi pandemija tuberkuloze nekada oznacavane i kao ,bela
smrt“, ¢ine se odavno. Jo§ pocetkom 20. veka Calmette i Guerin su od atenuiranog
M.bovis BCG soja, napravili vakcinu, koja je prvi put oralno aplikovana novorodenom
detetu 1921. godine. Do danas, vakcinu pripremljenu od ovog soja primilo je vise od
dve miljjarde ljudi Sirom sveta. Iako se pokazala korisnom u spre¢avanju razvoja
mikobakterijskog meningitisa, efikasnost u prevenciji nastanka pluéne tuberkuloze
ostala je kontroverzna, te se zbog toga u nekim drzavama kao, npr. u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (SAD) vakcinacija gotovo i ne primenjuje. Dakle, uprkos
dostupnosti savremenih dijagnostickih procedura, terapije 1 profilakse, tuberkuloza je
daleko od iskorenjene i zaboravljene bolesti, naprotiv.

Saradnja 1 zajedniCka istraZivanja u rasvetljavanju razli¢itih aspekata infekcije
kao $to su: izuCavanje biologije 1 interakcije mikroorganizma i domacina, razvoj novih
vakcina i dijagnostikuma, konvencionalna i molekularna epidemiologija i
epizootiologija tuberkuloze, istrazivaa iz oblasti veterinarske medicine i razli€itih
biomedicinskih grana u okviru koncepta Jedinstvenog zdravlja (One Health Concept)
nameéu se kao neophodna za kontrolu i suzbijanje ovog oboljenja zajednickog
Zivotinjama 1 ljudima.

Iako su mnoge drzave ¢lanice Evropske Unije i SAD, stekle status zvani¢no
slobodnih od tuberkuloze goveda, u ve¢ini zemalja u razvoju u kojima nema programa
kontrole, ona je endemski prisutna i raSirena u razlicitom obimu. Ponovno probudeno
interesovanje za tuberkulozu goveda, koje je uzrokovano porastom incidencije i
prevalencije infekcije u pojedinim razvijenim zemljama, kao i stalnim povec¢anjem broja
ljudi obolelih od TBC Sirom sveta, dovelo je do novih otkri¢a u oblasti molekularne
epidemiologije, etiologije 1 patogeneze ovog oboljenja. Primenom razlicitih

molekularnih metoda dijagnostike i kreiranjem medunarodnih baza podataka, moguce je



pratiti globalnu filogeografiju MTB-kompleksa, analizirati medusobnu povezanost
pojedinih zariSta i puteve kako intra tako i interspecijskog Sirenja infekcije i porediti
podatke na evolutivnom filogenetskom stablu.

Iako je epizootiolosku situaciju u pogledu tuberkuloze goveda u Srbiji moguce
oceniti kao relativno povoljnu, usled postojanja ZzariSta tuberkuloze u pojedinim
regionima, program kontrole i suzbijanja iako modifikovan, mora biti nastavljen, a

sticanje statusa drzave slobodne od tuberkuloze goveda definisano kao krajnji cilj.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. ISTORIJAT BOLESTI

Tuberkuloza je veoma stara bolest i pratilac ¢oveCanstva jo§ od najranijeg
vremena. U Bibliji su dati opisi dve mikobakterijske infekcije, lepre i tuberkuloze, koje
su uzrokovale smrt i dovodile do znacajne patnje i straha onda$njih ljudi. U Staroj
Grckoj Hipokrat, Platon i Aretus opisuju pulmonalnu tuberkulozu oznacavajuéi bolest
kao "phthisis", pri cemu Hipokrat primecuje da najces¢e obolevaju ljudi u dobi od 18-35
godina (Daniel, 2006). Podaci dobijeni razli¢itim metodama genotipizacije ukazuju da
su moderni sojevi MTB-kompleksa evoluirali od zajedni¢nog ancestralnog pretka pre
oko 20.000-15.000 godina (Sreevatsan i sar., 1997). Pre vise od jednog veka, 1882.
godine Robert Koh objavio je otkrice mikroorganizma Kkoji uzrokuje tuberkulozu,
verujuéi u poéetku da postoji samo jedan tip ,,TB bacila“. Medutim, americki istrazivac¢
Teobald Smit je 1898. godine proucavajuéi izolate poreklom od obolelih ljudi i goveda
primetio izvesne razlike. Zato ih je nazvao govedi I humani soj tuberkuloznog bacila,
pri tome naglaSavaju¢i da ovi sojevi nisu strogo ograniceni na domacine iz kojih su
izolovani. Nesto kasnije, 1901. godine, Robert Koh na osnovu ograni¢enih informacija,
iznosi misljenje da su ljudi gotovo potpuno rezistentni na uzro¢nika bovine tuberkuloze
I ukazuje da nije potrebno preduzimati nikakve mere prevencije. Ovakav stav usled
velikog autoriteta koji je Koh uzivao imao je znaCajne negativne posledice na
otpocinjanje programa iskorenjivanja tuberkuloze goveda (Grange, 2001). Na sre¢u, ova
hipoteza ipak nije prihva¢ena bez rezerve, pa u Engleskoj osnivaju Kraljevsku Komisiju
eksperata 1901. godine, sa ciljem da istrazi povezanost izmedu tuberkuloze goveda i
pojave bolesti kod ljudi. Komisija kona¢no 1911. godine, donosi zakljucak da se
tuberkuloza moze preneti sa zivotinja na ljude i da je M.bovis ¢est uzrocnik tuberkuloze
kod dece, koja se manifestovala kao cervikalna limfadenopatija ili tuberkulozni
meningitis, dok je pojava pulmonalne tuberkuloze bila retka, osim u ruralnim
sredinama, gde su ljudi bili u neposrednom dodiru sa govedima (Grange i Yates 1994).
Ipak, bilo je potrebno da prode vise od 25 godina do pocetka prvog dobrovoljnog
programa kontrole i eradikacije tuberkuloze goveda u Evropi. Tokom 30-tih godina 20.
veka kod oko 40% zaklanih goveda u Velikoj Britaniji, pregledom trupova ustanovljene

su tuberkulozne promene, a 0,5% muznih krava mlekom je izlu¢ivalo uzro¢nika bolesti



(Francis 1947). U SAD se istorijska perspektiva sagledavanja zoonoznog potencijala
uzro¢nika tuberkuloze goveda razlikovala od evropskog pristupa. Posle otkrica
Teobalda Smita, 1898. godine zvani¢no je objavljen rizik od prenoSenja tuberkuloze
putem mleka i drugih proizvoda inficiranih Zivotinja. Objekti za drzanje goveda, klanice
I mlekare, proglasene su riziénim mestima od znacaja za javno zdravlje, a promet mleka
I mesa poreklom od inficiranih grla bio je zabranjen (Bezos i sar.,2014b). Kontrola i
suzbijanje tuberkuloze goveda u SAD zvani¢no zapoc¢inju 1917. godine (Rodwell i sar.,
2010). Najstariji dokazi o tuberkulozi ljudi uzrokovanoj sa M. bovis pronadeni su
prilikom ispitivanja mumija u Juznom Sibiru koje poticu iz Bronzanog doba, oko 2000.
godina pre nove ere (Taylor i sar., 2007). Pred kraj 19. veka tuberkuloza je bila najveéi
zdravstveni problem u Evropi, pogadaju¢i stanovni$tvo u velikim gradovima i
industrijskim centrima, pri ¢emu je stepen morbiditeta iznosio gotovo 100%. U vreme
otkrica bacila tuberkuloze Koh je bio veoma optimistican u pogledu perspektive
potpune eradikacije tuberkuloze. Nazalost, optimizam je bio preuranjen i tuberkuloza do
danas ostaje najsmrtonosnija zarazna bolest sa gotovo 9 miliona novoobolelih ljudi,
registrovanih svake godine od kojih dva miliona podlegne infekciji (Kaufmann i
Schaible, 2005).

Na desetom Medunarodnom kongresu lekara koji je odrzan u Berlinu 1890.
godine pred vise od 5000 u€esnika, Koh je objavio da je pronaSao sastojak koji sprecava
napredovanje tuberkuloze kod zamoraca, i nazvao ga tuberkulin. On je ustanovio da
inficirane osobe reaguju drugacije u odnosu na zdrave iz kontrolne grupe kada im se
lokalno aplikuju niske doze tuberkulina. Dok su inficirane osobe na mestu aplikacije
razvijale specificnu reakciju, kod zdravih ljudi je ona izostajala. Koh je ingeniozno
shvatio da sastojak koji je aplikovao ne deluje direktno na mikobakterije, nego stimuliSe
¢elije organizma i predvideo dijagnosticku vrednost testa. Ovo otkrice je predstavljalo
zaCetak dijagnosticke upotrebe testa kasne preosetljivosti koji se i danas koristi za
otkrivanje tuberkuloznih ljudi. Koh nije samo tvorac ovog testa nego i jedna od prvih
osoba koja je pokazala pozitivnu reakciju. Ubrzo posle ove objave veterinari u Danskoj
su zapoceli sa testiranjem goveda aplikacijom tuberkulina (Daniel 2006).

Povezanosti tuberkuloze ljudi 1 pojave bolesti hroni¢nog mrsavljenja goveda
dugo je bila poznata, a u 19. veku Carmichael je ukazao da je scrofula (tuberkulozna

cervikalna limfadenopatija) kod dece povezana sa konzumacijom kravljeg mleka. U



mnogim industrijalizovanim zemljama, borba protiv tuberkuloze goveda zapocela je jos
krajem 19. veka, pri ¢emu se kontrola dugo zasnivala na klinickom pregledu goveda
koji su wrSili veterinari u cilju otkrivanja grla sa simptomima tuberkuloze,
bakterioloSkom pregledu uzoraka mleka 1 dobrovoljnom klanju obolelih Zivotinja
(Bezos 1 sar.,2014b). Testiranje zasnovano na intradermalnom, supkutanom ili
sistemskom aplikovanju tuberkulina radeno je u retkim situacijama (Snider, 1982;
Monaghan i sar., 1994). Finska je bila prva drzava na svetu koja je pred sam kraj 19.
veka zapocela tuberkulinizaciju goveda u cilju suzbijanja i iskorenjivanja tuberkuloze.
Prvi obavezujué¢i program iskorenjivanja tuberkuloze goveda zasnovan na
tuberkulinizaciji 1 uklanjanju pozitivnih grla uz pla¢anje kompenzacija i kontrolu
kretanja, zapocet je u Velikoj Britaniji 1950. godine (Francis, 1958). U bivSoj SFRJ sa

sistematskom kontrolom i suzbijanjem tuberkuloze goveda zapocelo se 1946. godine.



2.2ETIOLOGIJA

M.bovis i M.caprae su male, nepokretne Stapicaste bakterije duzine 1-4pum, ne
stvaraju spore ni kapsule, a karakteriSu se prisustvom vostane mikoli¢ne kiseline u
¢elijskom zidu, koja ih Stiti od fagocitne aktivnosti makrofaga i odgovorna je za
acidorezistenciju i bojenje po Ziehl-Neelsen-u. Mikroorganizmi su gram pozitivni,
aerobni ili mikroaerofilni i pri primarnoj izolaciji najbolje rastu na obogacenim
podlogama na temperaturi od 37°C. M.bovis najbolje raste na podlogama sa piruvatom,
a bez glicerola, negativan je na niacin, osetljiv na izoniazid, THC, para-aminosalicilnu
kiselinu i neotetrazolium (Gormley i sar.,2014).

Taksonomija i nomenklatura uzro¢nika tuberkuloze Coveka i drugih vrsta sisara,
heterogene grupe sojeva ili vrsta mikobakterija danas klasifikovanih u tzv.
Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTB-kompleks), predstavlja izvor konfuzije
ve¢ vise od jednog veka (Gartner, 2001). Jo§ 1970. godine predlozena je klasifikacija u
dve vrste: Mycobacterium bovis i Mycobacterium tuberculosis koje su neposredno
nakon toga i unete u Listu odobrenih naziva bakterija (Karlsson i Lessel, 1970). Obe
vrste su podjednako virulentne za zamorce, ali je M.bovis znatno patogeniji za zeCeve
koje ubija za 30-60 dana od inokulacije uz pojavu milijarnih ili kazeoznih lezija na
plu¢ima, slezini, jetri i drugim organima (Grange i Yates, 1994). Podela na ove dve
vrste nije oStro razgranicena, pa se pojavljuju i1 sojevi koji se po osobinama mogu
smestiti negde u sredinu i svrstavaju se u Mycobacterium africanum klaster. Pojedini
sojevi M. bovis izolovani iz svinja, macaka, foka, koza i dr. razlikuju se u nekim
aspektima od tipi¢nih govedih izolata. Tokom 1977. godine u Regionalnoj laboratoriji
za tuberkulozu jugoisto¢ne Engleske u Dulvicu ustanovljen je sistem za diferencijaciju i
razvrstavanje razli¢itih sojeva unutar M. tuberculosis komleksa. Ovaj sistem je i danas u
upotrebi 1 preporucen je od Svetske zdravstvene organizacije. Klasifikacija uzro¢nika
izvrSena je na osnovu biohemijskih, kulturelnih osobina i osetljivosti na pojedine
antituberkulozne lekove. Na ovaj nacin razlikuju se Mycobacterium tuberculosis sa dva
tipa «klasi¢ni» i «Azijski», Mycobacterium africanum tipl i tip 2, Mycobacterium bovis
“klasi¢éni “ i «BCG» (de la Rua Domenech 2006b). Ipak, treba naglasiti da ne postoji
jednostavan i opste pihvacen set fenotipskih osobina, za determinaciju M.africanum, ali

opsti stav vecine istrazivaca je da se sojevi koji nemaju jasno izrazene «klasi¢ney



fenotipske osobine M.tuberculosis ili M.bovis, na neki nacin proizvoljno oznacavaju kao
M.africanum (Mostowy i sar., 2002). Brosch i sar., (2002) i Garnier i sar.,(2003),
navode da se MTB- kompleks sastoji od grupe acido-alkoholno rezistentnih
mikroorganizama koji su medusobno tesno povezani, a pojavljuju se kao uzrocnici
oboljenja kako ljudi tako i razli¢itih vrsta zivotinja. Podela na vrste zasniva se
prvenstveno na afinitetu prema pojedinim domacdinima i molekularnoj filogenetici. U
ovaj kompleks se ubraja pet “klasi¢nih® vrsta: M. tuberculosis (sensu stricto) koji je
uzro¢nik oboljenja prvenstveno ljudi i primata a veoma retko drugih vrsta zivotinja
(pasa, macaka, svinja, goveda, divljih zivotinja i ptica), Mycobacterium bovis
najznacajniji uzro¢nik tuberkuloze goveda i drugih vrsta iz porodice Bovidae, ali takode
1 Sirokog spektra razli¢itih vrsta domacih i divljih Zivotinja ukljucujuéi 1 Coveka,
Bacillus Calmette-Guirin (BCG) vakcinalni soj poreklom od Mycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum koji predstavlja veoma heterogenu skupinu sojeva koji se
pojavljuju kao uzro¢nici humane tuberkuloze u Africi, i Mycobacterium microti
ustanovljen prvenstveno kod glodara, ali sporadi¢no 1 drugih zivotinjskih vrsta; macaka,
svinja i lama. Sve mikobakterije koje su klasifikovane u MTB-kompleks poseduju
identicnu 16S rRNK sekvencu 1 99,9% homologije na nivou genoma (Sreevatsan i sar.,
1997). Filogenetske analize ukazuju da bi sve ¢lanove MTB-kompleksa trebalo smatrati
podvrstama ili sojevima jedne vrste (M.tuberculosis), koji su adaptirani na razli¢ite
domacine (Brosch i sar., 2002). Prema tome, najpravilnije bi bilo na osnovu
molekularno-genetskih kriterijumima ove mikobakterije oznacavati kao M.tuberculosis
subsp. tuberculosis; M.tuberculosis subsp. bovis itd. Uzimajuéi u obzir znacaj
tuberkuloze kako u humanoj tako i veterinarskoj medicini, kao i znatne razlike u
epidemiologiji 1 epizootiologiji, patologiji 1 antibiotskoj rezistenciji, postojeca
klasifikacija €ini se korisnom i opravdanom te su zadrZani stari pojedinacni nazivi (de la
Rua Domenech, 2006b). Postoje podaci da su se pojedini autori i ranije zalagali da se
razli¢iti ¢lanovi MTB kompleksa smatraju varijetetima ili podvrstama M. tuberculosis
(Collins 1 sar., 1982), a da je podela uzro¢nika na pet razlicitih vrsta zapravo vestacka i
posledica velikog interesovanja koje je vladalo za uzro¢nika tuberkuloze kroz ¢itavu
istoriju medicine (Frothingham i sar., 1998).

Smatra se da su svi sojevi ili vrste potekli od zajednickog progenitora koji je u

najteSnjoj vezi sa savremenim M.canetti. Genetska ispitivanja danas postoje¢ih sojeva



M.canetti i drugih mikobakterija sa glatkim kolonijama vrSena na uzorcima iz Isto¢ne
Afrike, ukazuju da je poslednji zajednicki predak ove medusobno srodne, ali ipak
veoma divergentne grupe mikobakterija, postojao pre oko 3 miliona godina (Gutierez i
sar., 2005; Taylor i sar., 2007). Supply i sar., (2013) analizom celokupnog genoma 5
reprezentativnih izolata M.canetti ustanovili su izrazenu sklonost ka rekombinacijama i
znatno veéi genom u odnosu na M.tuberculosis i predlozili evolucioni scenario po
kojem je M.tuberculosis evoluirao iz pula ancestralnih tuberkoluznih bacila sa glatkim
kolonijama, pojacavaju¢i tokom vremena sopstvenu virulenciju. lako je pri
eksperimentalnoj infekciji miSeva ustanovljena manja virulencija M.canetti u odnosu na
M.tuberculosis (Supply i sar., 2013), ¢ini se da tuberkuloza ljudi uzrokovana sa
M.canetti postaje narastaju¢i problem u drzavama Roga Afrike, a pravi domadin,
odnosno rezervoar u kome se glatki tuberkulozni bacil u prirodi odrzava do sada nije
ustanovljen (Rodrigez-Campos i sar.,2014).

Razvojem razliitih metoda molekularne genotipizacije u poslednjim
decenijama, doslo je do identifikacije novih vrsta i sojeva unutar MTB-kompleksa, $to
je neminovno unelo odredene korekcije u dotadaSnje razumevanje etiologije
tuberkuloze. Prema Rodrigez-Campos i sar., (2014) sada se u MTB-kompleks ubrajaju
Mycobacterium tuberculosis,Mycobacterium bovis,M. bovis Bacillus Calmette i Guérin,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium  canettii,
Mycobacterium pinnipedii i Mycobacterium caprae, a od nedavno predlozeno je da se
uvrste joS dva specificna Clana; oriks bacil uzro¢nik tuberkuloze africkog bivola i
antilopa za koga je preporucen naziv Mycobacterium orygis i patogena mikobakterija
izolovana iz mungosa Mycobacterium mungi. Sve ove razlicite vrste ili ekotipove
moguce je diferencirati na osnovu njihovih kulturelnih, biohemijskih ili molekularnih
karakteristika. Sojevi, odnosno vrste unutar MTB-kompleksa imaju visoko klonalnu
strukturu populacije, sa veoma malo ili potpunim odsustvom rekombinacije odnosno
izmene hromozomalne DNK medu vrstama (Hershberg i sar., 2008). MTB-kompleks, u
principu treba smatrati familijom "ekotipova" veoma srodnih i usko povezanih
mikobakterija, pri ¢emu je svaki ekotip adaptiran na odredenu vrstu domacina ili grupu
vrsta, ali ni inter-specijsko prenoSenje nije retkost (Michel i sar., 2010). M. bovis je
intracelularni patogen koji parazitira unutar makrofaga i drugih ¢elija monocitnog tipa;

lako su M.bovis i M.tuberculosis genetski veoma srodni, sa poklapanjem genetskog



koda od 99,9%, medu njima ipak postoje signifikantne razlike u pogledu virulentnosti i
Sirine spektra potencijalnih domacina. M.bovis koji je glavni uzrocnik tuberkuloze
goveda 1 drugih farmskih zivotinja ima mnogo S$iri spektar potencijalnih domacina, 1
moze se odrzavati i perzistirati u zatvorenoj populaciji razli¢itih zivotinjskih vrsta i u
odsustvu primarnih domaéina- goveda (de Lisle i sar., 2001). U Velikoj Britaniji i
Irskoj, jazavac (Meles meles), je domacin u kome se infekcija nezavisno odrzava
(Griffin i sar., 2005) pa neki istrazivaéi ¢ak smatraju da je u danasnje vreme M.bovis na
britanskim ostrvima, pre svega infekcija jazavaca sa kojih se onda ponovo vrac¢a na
goveda (Sheridan, 2011). Sumirajuéi rezultate velikog broja autora, Rodrigez-Campos i
sar., (2014) navode da je do sada M.bovis infekcija ustanovljena kod goveda, ljudi i
drugih primata, bivola, razli¢itih vrsta antilopa, pasa, macaka, svinja, ovaca, koza, i
itavog niza razlicitih vrsta divljih Zivotinja ukljucujuci i foke. Zapravo, svi kopneni
sisari su u odredenom stepenu prijemcivi za infekciju, u zavisnosti od infektivne doze,
urodene otpornosti, predominantnog imunoloskog obrasca, razvoja patoloskog procesa,
nacina drZanja i bioekoloskih uslova (Morris i sar., 1994). U odredenim epizootioloskim
situacijama i pojedinim regionima sveta, tuberkuloza goveda moze prvenstveno biti
posledica infekcije nekim drugim uzro¢nikom, najée$¢e sa M. caprae i M. africanum.
Bliska filogenetska povezanost M.africanum sa animalnim izolatima budi sumnje u
postojanje zoonoznog rezervoara, ali iako je uzro¢nik sporadi¢no izolovan i1z obolelih
majmuna 1 goveda nema c¢vrstih dokaza o njegovom zoonoznom poreklu (Rodrigez-
Campos i sar., 2014). Opisani su i retki slucajevi tuberkuloze goveda uzrokovani
vrstama M. microti i M. pinnipedii (Collins 2011). Kada se iskljuce infekcije Zivotinja u
zoo vrtovima, ¢ini se da M.pinnipedii prvenstveno izaziva bolest kod morskih sisara u
Juznoj hemisferi (Rodrigez-Campos i sar., 2014). Tuberkuloza goveda moze biti
uzrokovana i sa M. tuberculosis, $to je naroCito izrazeno u drzavama sa visokom
prevalencijom tuberkuloze kod ljudi (Ruettger i sar., 2012; Du i sar.,2011). Prvi opis i
taksonomsku studiju “neuobicajenog® ¢lana M. tuberculosis kompleksa prvobitno
nazvanog M. tuberculosis subsp. caprae, a kasnije M. bovis subsp. caprae dali su
Aranaz 1 sar., (1999). Mikobakterije koje su izolovane iz patoloskog materijala
poreklom od koza imale su jasno izrazene kulturelne, genetske i epizootioloske
karakteristike koje su ih izdvajale od ostalih*klasi¢nih“ ¢lanova kompleksa. Sojevi koji

su prvobitno izolovani iz koza, pokazivali su genetske karakteristike koje se ne sre¢u
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kod drugih izolata M.bovis. Metodom spoligotipizacije ustanovljeno je da im nedostaju
karakteristi¢ni spejseri 1, 3-16 i 28, a da poseduju divlji tip alela pirazinamidaza pncA
gena, §to je karakteristicno za M.tuberculosis (Prodinger i sar., 2002), uz specificnu
kombinaciju polimorfizma u pseudogenu oxyR, katalaza (katG), i giraza (gyrA i gyrf)
genima (Rodrigez-Campos i sar., 2014). Nedavno je opisan i specifican polimorfizam u
lepA genu (Reddington i sar., 2011).

EtioloSki najznacajniji uzrocnici tuberkuloze domacih Zzivotinja M.bovis i
M.caprae, su zoonozni agensi koji dovode do infekcije ljudi izazivajuéi razlicite
klinicke manifestacije (Romero i sar., 2007). Infekcija goveda vrstom M.caprae rasirena
je u Srednjoj Evropi, a sem kod goveda bakterija je izolovana iz patoloskog materijala
poreklom od ljudi, jelena, svinja, lisica, divljih svinja i kamila (Erler i sar., 2004;
Prodinger i sar., 2005, Schiller i sar., 2010b).

Dugo je opstajala pretpostavka da tuberkuloza ljudi zapravo ima zoonozno
poreklo, i da je M.tuberculosis evoluirao od M.bovis adaptirajuc¢i se na ¢oveka kao
domacina, pre 10.000-15.000 godina, u vreme domestifikacije goveda (Sreevatsan i sar.,
1997). Medutim, analize genskih delecija, razli¢itih sojeva mikobakterija ¢lanova MTB-
kompleksa, iz 30 razlic¢itih zemalja, kao i nedavno sekvenciranje celokupnog genoma
M.bovis pokazali su da je on manji od genoma M.tuberculosis (Garnier i sar., 2003;
Brosch i sar., 2002). Po svoj prilici M.bovis je kona¢ni ¢lan zasebne linije mikobakterija
u koju jos spadaju M.microti i M.africanum. Za ovu grupu sojeva karakteristian je
gubitak RD9 regiona (eng. region of difference), za kojim su sledile i delecije RD7,
RD8 i RD11 (Haddad i sar.,2004). Sa druge strane, savremeni sojevi M.tuberculosis
¢ine zasebnu liniju koja se pojavila pre oko 35.000 godina, i bila prisutna u populaciji
ljudi, pre pojave M.bovis linije i stoga su filogenetski blizi zajednickom MTB-kompleks
progenitoru. Na osnovu opsirnih genetskih ispitivanja i poredenja genskih delecija u
genomima pojedinih mikobakterija iz MTB-kompleksa, Cini se izvesnim da je humani
tip bacila, prethodio formama izolovanim iz goveda, koza, foka i glodara (Brosch i sar.,
2002). Nedavnim molekularnim ispitivanjem uzoraka mikobakterijske DNK dobijenih
iz fosila bizona starih vise od 17.000 godina, ustanovljen je spoligotipni obrazac koji je
mnogo blizi M.tuberculosis i M.africanum nego M.bovis, $to moze ukazivati da se ova
vrsta u to vreme jo§ nije pojavila, ¢ime se dodatno potkrepljuju rezultati prethodnih

istrazivanja o evolutivhom razvoju pojedinih sojeva (Smith i sar., 2009).
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Distribucija genomskih delecija ukazuje da danasnji M.bovis, nije evolutivni
prekurzor M.tuberculosis na filogenetskom stablu, i suprotstavlja se ranije
rasprostranjenom misljenju da je do Sirenja tuberkuloze u populaciji ljudi doslo nakon
domestifikacije goveda (Smith, 2012). Sli¢ne rezultate iznose Mostowy i sar., (2002)
koji navode da RD regioni prisutni u M.tuberculosis H37 Rv, koji nedostaju u
virulentnim M.bovis sojevima, ukazuju na filogenetsku evoluciju ¢lanova MTB-
kompleksa, te da se uzrocnik tuberkuloze ljudi ranije javio od mikobakterija izolovanih
iz glodara, foka, goveda i koza. Intenzivno prouc¢avanje DNK homologije pojedinih
sojeva otkrilo je 95-100% YO DNK podudarnosti izmedu pojedinih ¢lanova kompleksa,
Sto moze implicirati da svi ¢lanovi tuberkuloznog kompleksa zapravo pripadaju istoj
vrsti. Sa druge strane, molekularna analiza DNK sekvenci rpoB, katG, rpsL i gyrA gena
pokazala je veoma izraZzenu osobenost bakterija ¢lanova Mycobacterium tuberculosis
kompleksa (van Soolingen i sar.,2001). Identifikacija pojedinih ¢lanova MTB-
kompleksa pre uvodenja molekularnih metoda, zasnivala se tradicionalno na
kulturelnim osobinama izolata, odnosno karakteristikama rasta bakterija na podlogama
(stvaranje pigmenta, izgled i brzina rasta kolonija) kao i na biohemijskim testovima.
Razlicite tehnike genotipizacije koje su razvijene za analizu pojedinih ¢lanova MTB-
kompleksa, u velikoj meri su proSirile i1 olakSale razumevanje filogenetskog razvoja 1
postale nezaobilazno orude u proucavanju epidemiologije tuberkuloze (Gormley i sar.,
2014). DR (eng. direct repeat) region koji je bio predmet intenzivnog ispitivanja
metodom spoligotipizacije u molekularno-epidemioloske svrhe, moze biti izvor korisnih
informacija i u proucavanju populacione genetike (Rodrigez-Campos i sar.,2014). Sa
druge strane, delecije u RD regionu su jednosmerni evolucioni dogadaji i jednom
izgubljeni delovi nikada se viSe ne stiu, pa ove informacije imaju znaaja za
filogenetski scenario i rekonstrukciju evolutivnog razvoja MTB-kompleks bakterija
(Brosch i sar., 2002). Stoga je proucavanje RD regiona u mnogome doprinelo
rekonstrukciji evolucionog procesa u okviru bakterija MTB-kompleksa i omogucilo
definisanje odredenih klonalnih grupa unutar kompleksa, koje su prilagodene pojedinim
vrstama domacina. Jasne razlike u spoligotipnom obrascu, tzv. spoligotipni potpis mogu
biti upotrebljene kao indikatori odredenih linija, odnosno klastera u okviru vrsta

M.tuberculosis, M. bovis i M.caprae (Smith, 2012).
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Slika 1. Filogenetski razvoj MTB-kompleks bakterija na osnovu prisustva/odsustva
regiona razlikovanja (eng.regions of difference RD) i pojedinacnog nukleotidnog
polimorfizma (SNPs).
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Siva polja oznacavaju deleciju RD regiona, bele kucice oznacavaju SNPs , a brojevi
oznacavaju poziciju mutacije na nukleotidu (n) ili kodonu reprezentativnog gena (c).
Brojevi u zagradama pored oznaCavaju gubitak spejsera na spoligotipnom obrascu.
Slika je preuzeta iz rada:Rodriguez-Campos Sabrina i sar.: Overview and phylogeny of
Mycobacterium tuberculosis complex organisms: Implications for diagnostics and
legislation of bovine tuberculosis Research in Veterinary Science 97 (2014) S5-S19
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2.3. EPIZOOTIOLOGIJA TUBERKULOZE GOVEDA

Tuberkuloza goveda rasprostranjena je Sirom sveta kod razli¢itih vrsta bovida, a
Sirenje je najverovatnije posledica kretanja i prometa domacih goveda (Smith, 2012).
Uvoz zivih zivotinja je najvazniji put za unoSenje zarazne bolesti u drzave ili regione
koji su slobodni od infekcije. Holandija iako zvani¢no slobodna od tuberkuloze goveda
od 1999. godine, u poslednjih 15 godina suoc¢avala se sa Cestim unosom tuberkuloze
uvozom goveda kako iz drzava EU koje nisu zvani¢no slobodne od tuberkuloze, tako i
onih koje imaju status zvani¢no slobodnih (de Vos i sar.,2015).

Prema informacijama dostupnim u bazi podataka OIE-a, 128 od 155 drzava
sveta prijavilo je prisustvo infekcije sa M.bovis i/ili pojavu klini¢ki manifestne bolesti
kod goveda ili drugih vrsta bovida tokom perioda od 2005. do 2008. godine

http://www.oie.int/wahis/public.php?page=-home. Tuberkuloza goveda, prvenstveno

uzrokovana sa M. bovis, a u znatno manjem obimu sa M.caprae, endemski je prisutna u
mnogim evropskim drzavama i nanosi velike ekonomske gubitke stocarskoj
proizvodnji. U poslednjim godinama u Evropskoj uniji, ukupna prevalencija
tuberkuloze goveda raste kako u drzavama koje su stekle status zvani¢no slobodnih od
tuberkuloze, tako 1 u drZzavama c¢lanicama u kojima se sprovode razli€iti programi
eradikacije (Schiller i sar., 2011). Tokom 2007. godine 0,57% stada goveda bila su
pozitivna na tuberkulozu, dok je 2006. taj procenat iznosio 0.48%. Najnepovoljnija
situacija je trenutno u Velikoj Britaniji i Irskoj, gde je tuberkulozom inficirano 4,37
odnosno 3,27% zapata goveda, a prevalencija nastavlja da raste, uprkos intenzivnim
merama kontrole, uzrokujuéi materijalnu Stetu koja se procenjuje na 108 miliona funti
(Defra, 2009). Poseban problem predstavlja reaktivacija ZzariSta iako su preduzete
pojacane mere nadzora i kontrole, pa se tako u roku od 12 meseci po okoncanju prve
epizode infekcije, u 23% zapata registruju novi sluéajevi, dok se ta brojka u periodu od
24 meseca povecava na 38% zapata. Ovoj pojavi u velikoj meri doprinosi nedovoljna
osetljivost tuberkulinskog testa, reaktivacija latentne infekcije kod nekih zivotinja kao i
duze zadrzavanje u zapatu grla sa sumnjivom ili nedovoljno jasnom tuberkulinskom
reakcijom (Karolemeas i sar.,2012.).

Tuberkuloza goveda rasprostranjena je Sirom Africkog kontinenta, ali su

intenzitet infekcije i prevalencija u veéini drzava nedovoljno poznati usled ekonomskih
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ograni¢enja, nerazvijene veterinarske infrastrukture i nepostojanja mera kontrole
(Michel i sar., 2010). U Nemackoj je u periodu izmedu 1995. i 2008., registrovano 119
zarista tuberkuloze goveda, ali se taj broj u poslednje vreme povecava, pa ih je tako u
2007. godini bilo 12, a tokom 2008. ustanovljena su 23 nova zarista. Kao najznacajniji
faktor u Sirenju tuberkuloze identifikovana je trgovina zivim govedima. Genotipizacija
izolata jasno je potvrdila medusobnu povezanost 12 od ukupno 23 identifikovana Zarista
u 2008 godini (Schiller i sar., 2011).

Prema istrazivanjima koja je za vladu Velike Britanije izvrSio Komitet za
ispitivanje sto¢nih zaraza tokom 30-tih godina proslog veka, vise od 40% goveda u
Engleskoj i Velsu bilo je inficirano sa M.bovis, a 0,5% je imalo tuberkulozni mastitis. U
istom periodu oko 2500 ljudi godisnje umiralo je od posledica infekcije uzro¢nikom
zoonozne tuberkuloze (Francis 1947). U Svajcarskoj poéetkom 50-tih godina proslog
veka kada je i uvedena obavezna kontrola tuberkuloze goveda, prevalencija na nivou
zapata iznosila je oko 25%, dok je istovremeno, oko 10% slucajeva tuberkuloze ljudi
bilo uzrokovano sa M.bovis. Od 1980. godine preslo se na pasivni nadzor u klanicama, i
otkrivani su samo pojedina¢ni sluéajevi, koji su u odredenom broju bili, posledica
reaktivacije starih infekcija kod ljudi i kasnijeg Sirenja na goveda (Schiller i sar., 2011).

U Spaniji tokom 1997. godine tuberkuloza je ustanovljena kod 1,26% goveda iz
nacionalnog stada, a koja poticu iz ukupno 4,56% od svih registrovanih zapata (Anon
1998). Prevalencija inficiranih zapata je u stabilnom padu sa 4,3% u 1999 godini na
1,8% u 2004 godini. U Ceskoj republici pojava tuberkuloze goveda izazvane vrstom
M.bovis u periodu 1990-1999. bila je sporadi¢na, a broj inficiranih grla ni jedne godine
nije prelazio 0,04% ukupnog broja registrovanih zivotinja. Medu izolatima dominirale
su mikobakterije iz M.avium kompleksa i atipicne mikobakterije. U ovom periodu
otkriveno je ukupno 7 ZariSta, od ¢ega je pet bilo u zapatima sa vise od 10 goveda, dok
su 2 bila u manjim zapatima. Svi inficirani zapati eliminisani su u vremenskom periodu
od nekoliko meseci od postavljanja prvobitne dijagnoze. U svim slucajevima inficiranih
goveda, M.bovis je izolovana iz pluca ili bronhijalnih limfnih ¢vorova na kojima su bile
vidljive tuberkulozne lezije, dok je kod jedne muzne krave potvrdeno prisustvo
uzro¢nika u mleku (Pavlik i sar.,2002).

U Australiji, SAD, Evropi, delu Juzne Amerike 1 Kubi, strategija obaveznog

testiranja i uklanjanja inficiranih goveda rezultirala je skoro potpunim iskorenjivanjem
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tuberkuloze. U pogledu statusa u odnosu na tuberkulozu goveda, drzave ¢lanice EU
mogu biti klasifikovane na dva nacina; kao zvani¢no slobodne (eng. tuberculosis
officially free TBOF) ili drzave koje nisu slobodne od tuberkuloze goveda.
EpizootoloSka situacija kada je u pitanju tuberkuloza goveda nije ista u pojedinim
drzavama ¢lanicama i u velikoj meri oslikava razlike u nac¢inu drzanja goveda koje je
prilagodeno razli¢itim geografsko-klimatskim uslovima. Najve¢i broj inficiranih jedinki
i zapata registrovan je u Irskoj i Severnoj Irskoj, gde je prevalencija na nivou zapata
7,3%, pri ¢emu je 2003. godine uklonjeno 16.000 tuberkulin pozitivnih goveda iz 3000
zapata, dok je situacija u juznim delovima Evrope varijabilna (Reviriego Gordejo i
Vermeersch, 2006). U pojedinim regionima Italije koji nisu zvani¢no slobodni od
tuberkuloze i pored implementacije programa eradikacije tuberkuloze, kofinansiranih od
strane EU, primecuje se porast broja inficiranih zapata, pa je u pogledu statusa u odnosu
na prisustvo tuberkuloze goveda, u Italiji izvrSena regionalizacija (Schiller i sar., 2011).
U vedini zemalja ¢lanica EU, izuzev Velike Britanije, epizootioloska situacija u pogledu
tuberkuloze goveda je uglavhom povoljna. Broj zapata goveda koji se nalaze pod
razli¢itim stepenom restrikcije zbog prisustva tuberkuloze u Velikoj Britaniji 2004
godine iznosio je 5,66% od ukupnog broja, Sto je mala razlika u odnosu na prethodnu
godinu kada je bilo 5,65% inficiranih zapata. Medutim, incidencija tuberkuloznih zapata
goveda pokazuje negativan rast, i broj novoinficiranih stada porastao je sa 3220 u 2003
na 3339 u 2004 godini, sa glavnim ZariStem u Zapadnoj Engleskoj i Velsu, ali sa
tendencijom laganog Sirenja i na druge delove zemlje. Tako je tokom 2004 godine
ukupno 5263 zapata goveda bilo pod razli¢itim nivoom restrikcije usled izbijanja
tuberkuloze, pri ¢emu nije bilo bitne razlike medu zapatima tovnih 1 mle¢nih goveda.
Zbog visoke incidencije tuberkuloze u nacionalnom stadu goveda, Velika Britanija je
jedna od retkih zemalja Zapadne Evrope koja nema status zvani¢no slobodne od
tuberkuloze goveda prema vazeéim EU standardima (de la Rua-Domenech i sar.,
2006a), pa ovo oboljenje i danas predstavlja jedan od glavnih zdravstvenih problema u
govedarstvu. Tokom 2007. godine u Velikoj Britaniji je otkriveno 4172 novoinficiranih
zapata, pri ¢emu su direktni troSkovi implementacije programa suzbijanja tuberkuloze
1znosili ukupno nesto vise od 58 miliona funti (Defra, 2009).

Pojedine drzave ¢lanice EU ili regioni, nakon visedecenijskog sprovodenja

programa suzbijanja i eradikacije tuberkuloze goveda, zvani¢no su stekle status
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slobodnih od tuberkuloze, npr. Danska 1980., Holandija 1995., Nemacka i Luksemburg
1997., Austrija i neki regioni u Italiji 1999., Francuska 2001. i Belgija 2003. Godine.
Neke drzave su posle uspesno implementiranih nacionalnih programa eradikacije
tuberkuloze, stekle status zvani¢no slobodnih u momentu priklju¢enja EU: Finska i
Svedska 1995., Ceska 2004. (Reviriego Gordejo i Vermeersch, 2006). Jedinstvena
politika EU u pogledu iskorenjivanja tuberkuloze goveda, zasniva se na dva osnovna
principa: drzave clanice su odgovorne za iskorenjivanje tuberkuloze na sopstvenoj
teritoriji, uz finansijsku podrsku Unije, a konacno iskorenjivanje tuberkuloze goveda u
EU mora biti krajnji cilj, Sto drzave ¢lanice moraju imati kao definisanu strategiju.

U populaciji goveda glavni put Sirenja M.bovis infekcije je putem inhalacije
aerosola koji nastaju pri kasljanju i kijanju zarazenih jedinki ili preko kontaminiranih
Cestica prasine. Moguce je i indirektno Sirenje infekcije preko kontaminiranih pasnjaka,
hrane, vode 1 razli¢itih predmeta i opreme (Cousins 2001; Neill i sar, 1994).
Eksperimentalna ispitivanja na govedima pokazala su da je za nastanak infekcije i
razvoj patoloskih promena dovoljna jedna CFU (Colony forming Unit odnosno 6-10
bacila) M.bovis, unesena intratrahealno (Dean i sar., 2005). Infekcija alimentarnim
putem, desava se znatno rede i potrebna je mnogostruko veca infektivna doza (Neill i
sar., 2001). Pod prirodnim uslovima M. bovis moZe se preneti sa goveda na razliCite
druge vrste domacih i divljih Zivotinja 1 obrnuto, zatim sa Zivotinja na ¢oveka i1 znatno

rede sa Coveka na Zivotinje ili sa ¢oveka na ¢oveka (Collins 2001).

2.3.1. PrenosSenje infekcije sa goveda na ljude

Prvi dokazi o zoonoznom Kkarakteru tuberkuloze goveda poticu jos iz
praistorijskog perioda. Ispitivanjem mumija, koje datiraju iz Gvozdenog doba,
pronadenih u JuZznom Sibiru, na kojima su uocCene promene karakteristitne za
tuberkulozu kostiju (Potova bolest) primenom savremenih metoda genotipizacije, kao
uzro¢nik oboljenja identifikovan je M.bovis (Taylor i sar., 2007).
Infekcija ljudi sa M.bovis, u drugoj polovini 20. veka, bila je retka pojava u visoko
industrijalizovanim zemljama. Prema podacima iz 1977 godine, od 1632 bakterioloski
potvrdena slucaja tuberkuloze, u jugoisto¢noj Engleskoj, u 20 (1,2%) uzrocnik je bio
M.bovis (Grange i Yates, 1994). Ipak treba imati u vidu da kod pojave tuberkuloze ljudi

koja se u drzavama ¢lanicama EU obavezno prijavljuje naj¢esce nije specificirano koja
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vrsta iz MTB-kompleksa je uzro¢nik (Reviriego Gordejo i Vermeersch, 2006). Postoje
dve osnovne poteSko¢e na koje se nailazi pri pokuSaju ustanovljavanja stvarne
incidencije i prevalencije infekcije ljudi vrstom M.bovis i drugim zoonoznim
mikobakterijama. Jedna lezi u ¢injenici da infekcija ljudi bilo kojim mikroorganizmom
iz MTB-kompleksa, ne mora nuzno dovesti i do klini¢kih manifestacija oboljenja, a
druga da se u vecini laboratorija u slucaju pojave oboljenja ne radi rutinska
diferencijacija uzro¢nika MTB-kompleksa (de la Rua-Domenech, 2006b). Istrazivanja
koja su vrSili Wedlock 1 sar., (2002) pokazala su da je 30% dece sa klinickom
prezentacijom tuberkuloze, duz americko—meksickog grani¢nog pojasa inficirano
vrstom M.bovis. Situacija se nije mnogo promenila tokom naredne decenije, pa Rodwell
i sar., (2010) navode da daleko najveci broj M.bovis izolata poreklom od obolelih ljudi u
Kaliforniji ima spoligotipni obrazac, koji se sre¢e samo kod goveda u Meksiku.
Epidemioloska istrazivanja pokazuju da je glavni put prenosenja infekcije konzumiranje
posebne vrste mekog sira queso fresco, koji se proizvodi od nepasterizovanog kravljeg
mleka, i ilegalno unosi u Ameriku.

Terapijski protokol kod vecine pacijenata ne zavisi od precizne identifikacije
uzro¢nog agensa, pa se mali broj laboratorija i medicinskih centara opredeljuje za
diferencijaciju izmedu M.bovis, M.caprae i M.tuberculosis §to zahteva vreme i sredstva.
Ipak ne treba izgubiti iz vida da je veéina sojeva M.bovis, prirodno rezistentna na
pirazinamid, pa upotreba ovog antituberkulotika prve linije, nije indikovana u slucaju
sumnje na zoonoznu tuberkulozu (Parreiras i sar., 2004).

U zemljama u razvoju a naroito drzavama Treéeg sveta, mere suzbijanja
tuberkuloze goveda na principima testiranja i obaveznog uklanjanja obolelih grla se
retko gde primenjuju, i vecina stada goveda je gotovo bez ikakve kontrole. Novija
istrazivanja pokazuju da je oboljenje raSireno u Africi, u Egiptu oko 6,5% slucajeva
pluc¢ne tuberkuloze uzrokovano je sa M.bovis, u Nigeriji 3,9%, a u Tanzaniji postoji
pozitivna korelacija izmedu pojave ekstrapulmonalne tuberkuloze ljudi i broja stoke u
pojedinim regionima drzave (Cosivi i sar., 1998; Michel i sar.,2010). U Juznoj Americi
prose¢no 2% slucajeva pluéne 1 oko 8% tuberkuloze sa ekstrapulmonalnom
lokalizacijom uzrokovano je sa M.bovis, s tim da su procenti vi§i u regionima sa
intenzivnom govedarskom proizvodnjom. De Kantor i sar., (2008) izvesStavaju da su

samo Cetiri Latinoameri¢ke drzave prijavile bakterioloski potvrdene sluc¢ajeve zoonozne
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tuberkuloze kod ljudi. Najveci broj slucajeva odnosio se na Argentinu gde je prosecno
broj infekcija ljudi sa M.bovis u odnosu na M.tuberculosis u periodu 2000-2006. godine,
varirao izmedu 0,35-1%, u zavisnosti od regiona. Medutim, autori isticu da ovo ne
oslikava pravo stanje stvari, jer se u vecini drzava ne radi rutinski bakterioloska
kultivacija, a naro¢ito ne na podlogama koje sadrze piruvat, §to dovodi do potcenjivanja
problema.

Neki autori iznose pretpostavke da se M.bovis moze smatrati uzro¢nikom
tuberkuloze u 10-15% pacijenata od 7-10 miliona novo dijagnostikovanih slu¢ajeva u
zemljama Treceg sveta tokom 2000. godine (Ashford i sar.,2001). Nedavna istrazivanja
Moonan-a i sar.,(2009) ukazuju da je od 11.860 izolata dobijenih od pacijenata u SAD,
genotipskom analizom kod 165 (1,4%) ljudi ustanovljena infekcija sa M.bovis. U
Meksiku gde je veoma raSirena konzumacija termicki neobradenog mleka i mle¢nih
proizvoda, Perez-Guerrero i sar., (2008) ustanovili su da je kod 13,8% pacijenata sa
klini¢kom tuberkulozom uzroc¢nik identifikovan kao M.bovis.

Cestice aerosola koje nastaju tokom obrade trupova zaklanih tuberkuloznih
goveda, predstavljaju znatan rizik za infekciju klani¢nih radnika. U Australiji od 3000
klani¢nih radnika petoro je obolelo tokom perioda od dve godine (Jensen 1952).
Uzimaju¢i u obzir ucestalost pojave govede tuberkuoze kod klani¢nih radnika u
Australiji, grupa istrazivaca predlagala je da se oboljenje uvrsti u profesionalni rizik.
Kao glavni put infekcije navode inhalaciju infektivnog aerosola pri ¢emu se razvija
plué¢na tuberkuloza (Robinson i sar.,1988). Kod aerogeno inficiranih ljudi razvija se
pluéna tuberkuloza koju je nemoguce klinicki razlikovati od tuberkuloze uzrokovane sa
M.tuberculosis, dok se pri konzumaciji mleka infekcija odvija preko tonzila ili crevne
sluzokoze, Sto dovodi do uveéanja cervikalnih i mezenterijalnih limfnih ¢vorova
ponekad uz formiranje abscesa. Diseminacija uzro¢nika iz primarnog kompleksa putem
krvi za posledicu ima pojavu izolovane organske tuberkuloze kostiju, bubrega, zglobova
i mozdanih ovojnica (Grange, 2001). lako retko, infekcija ljudi moguca je i preko
ozleda na kozi, $to je nekada bio profesionalni rizik ljudi u klani¢noj preradi, a lokalne
promene koje su se razvijale nazvane su ,kasapske bradavice®. Do infekcije ljudi sa
M.bovis gotovo u svim sluéajevima dolazi inhalacijom infektivnih aerosola ili
konzumacijom mleka 1 mle¢nih proizvoda kontaminiranih uzro¢nikom. Najvec¢em riziku

od inhalacione infekcije izlozeni su ljudi koji svakodnevno dolaze u dodir sa inficiranim
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zivotinjama, kao $to su klanicni radnici, farmeri, veterinari, lovci, ¢uvari u zoo vrtovima
i sl. U radovima veceg broja autora prikazani su slucajevi koji ukazuju da je bovini tip
tuberkuloze najces¢e profesionalno oboljenje, a da je izloZenost kontaminiranom
aerosolu naj¢es¢i put Sirenja infekcije (Cousins i Dawson, 1999; Dalovisio i sar., 1992,
Sauret i sar.,1992). Medutim, Torgerson i Torgerson, (2009) smatraju da trend opadanja
broja slucajeva zoonozne tuberkuloze kod ljudi, uprkos znacajnom porastu broja
obolelih goveda potvrduje hipotezu da je tuberkuloza goveda oboljenje koje se prenosi
prvenstveno alimentarnim putem, naj¢es¢e preko mleka, $to je u razvijenim zemljama
onemogucéeno nakon uvodenja obavezne pasterizacije. Oni ukazuju da je i pre uvodenja
programa obaveznog suzbijanja tuberkuloze goveda, bilo vrlo malo dokaza o
prenoSenju tuberkuloze sa goveda na ljude putem aerosola.

Do infekcije moze do¢i i per os preko zaprljanih ruku, nakon rada sa inficiranim
Zivotinjama ili trupovima. Konzumiranje sirovog ili nedovoljno termicki obradenog
mesa inficiranih goveda, predstavlja izuzetno mali rizik za nastanak infekcije kod ljudi
u razvijenim zemljama (de la Rua- Domenech, 2006b).

Zbirni podaci za period 1997-2003., pokazuju da je 31% registrovanih slucajeva
tuberkuloze ljudi u EU, gde se kao uzro¢nik javlja M. bovis, ustanovljeno u Velikoj
Britaniji; to je jedna od drzava €lanica sa najviSom prevalencijom tuberkuloze goveda.
Ipak, sa privodenjem kraju programa eradikacije tuberkuloze kod goveda goveda, doslo
je do naglog pada incidencije humane tuberkuloze uzrokovane sa M.bovis.
Najocigledniji je bio drasti¢ni pad broja dece obolele od tuberkuloznog cervikalnog
limfadenitisa, §to je bila naj¢eS¢a manifestacija primarne tuberkuloze uzrokovane
konzumacijom inficiranog mleka. Uprkos ponovnom rastu broja inficiranih goveda u
Velikoj Britaniji od sredine 80-tih godina 20. veka, broj klinicki obolelih ljudi sa
bakterioloski potvrdenom infekcijom vrstom M.bovis u Engleskoj se od devedesetih na
ovamo krece u rasponu od 0,5-1,5% svih dijagnostikovanih slu¢ajeva. Glavni razlog za
to su obavezna pasterizacija mleka, redovno testiranje i brzo uklanjanje tuberkuloznih
goveda (de la Rua-Domenech, 2006b). Medutim, goveda nisu jedini izvor infekcije
M.bovis za ljude. Tako su zabelezeni slucajevi infekcije ljudi od strane farmski
uzgajanih jelena, foka, koza, bivola, svinja, zivotinja iz zoovrtova itd. (Rodrigez-

Campos i sar., 2014).
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Na osnovu klinickih manifestacija, radioloskih i patomorfoloskih karakteristika,
nije moguce razlikovati tuberkulozu uzrokovanu sa M.bovis ili M.tuberculosis. Zbog
nacina inficiranja M.bovis nesto ¢eSc¢e uzrokuje ekstrapulmonalnu tuberkulozu (Griffith,
2014).

Siroko je rasprostranjena, ali nedokazana pretpostavka da je M.bovis, slabije
virulentan za ljude u odnosu na M.tuberculosis. Razlike u virulenciji mogu se ogledati u
tezini klinickog oboljenja, odnosu broja inficiranih prema broju obolelih, incidenciji
Sirenja uzro¢nika sa coveka na Coveka i verovatnoc¢i endogene reaktivacije godinama ili
decenijama nakon inicijalne infekcije (Grange, 2001). Veoma je tesko kvantifikovati i
obezbediti precizne informacije o navedenim odnosima, ali postoje miSljenja da
infekcija bovinim tipom uzroénika tuberkuloze ne samo da rede dovodi do pojave
oboljenja kod ljudi, nego ima i znacajan imunizujuci efekat u spre¢avanju oboljenja
uzrokovanog sa M.tuberculosis. Tako u prilog navedenom, Rey i sar., 1977. navode da
je incidencija pulmonalne tuberkuloze u populaciji ljudi pet puta veca u delovima
Burkine Faso u kojima se retko javlja tuberkuloza goveda, u odnosu na delove ove
drzave u kojima je tuberkuloza goveda raSirena. Autori smatraju da je konzumiranje
inficiranog mleka dovelo do prirodne imunizacije. Na drugom kraju sveta u zemljama
Skandinavije, doslo je do privremenog povecanja morbiditeta i mortaliteta ljudi od
tuberkuloze koje se poklapalo sa zavrSetkom iskorenjivanja tuberkuloze kod goveda
(Sjogren i Sutherland 1978). Veoma je malo dostupnih informacija o prevalenciji
asimptomatske (latentne) infekcije izazvane sa M.bovis u populaciji ljudi, mada postoje
indicije koje ukazuju da infekcija retko progredira u klini¢ki manifestnu bolest (de la
Rua-Domenech 2006b). Smatra se da se prenoSenje M.bovis sa Coveka na Coveka,
desava u retkim situacijama, koje su najCeS¢e povezane sa stanjima imunoloskog
deficita. Povecana prijemc¢ivost HIV  pozitivnih pacijenata na infekciju
mikobakterijama, moze dovesti do promene, pa je realno ocekivati da ljudi od ,,slepe
ulice®, postanu rezervoar u kome se M.bovis odrzava i nezavisno §iri. PrenoSenje
M.bovis medu HIV pozitivnim pacijentima opisano je od strane veceg broja istrazivaca i
naj¢eS¢e je povezano sa razvojem MDR sojeva (eng.multi drug resistent MDR)
(Guerrero 1 sar., 1997; Samper 1 sar., 2007). Intrabolni¢ke epidemije uzrokovane MDR
sojevima M.bovis i prenosenje infekcije medu imunokompetentnim pacijentima opisane

su u Spaniji i Italiji (Gutierrez i sar, 1997).
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Osim goveda, kao potencijalni izvor infekcije za ljude javljaju se i farmski
uzgajani jeleni, koze, bivoli, a od divljih sisara oposumi, feretke, vodeni bivoli, antilope,
jeleni 1 bizon. PrenoSenje infekcije sa drugih Zivotinja osim goveda na ljude javlja se
samo sporadi¢no (de la Rua-Domenech 2006b). U literaturi iako oskudni, postoje
podaci o infekciji ljudi u Kanadi koji su radili na depopulaciji tuberkuloznog zapata
jelena (Liss i sar.,1994). Na Novom Zelandu zabelezeno je nekoliko slucajeva kutane
tuberkuloze kod ljudi koji su uéestvovali u hvatanju inficiranih oposuma (Gallagher i
sar., 1998).

Kod svih ostalih zivotinjskih vrsta infekcija sa M.bovis ima samoograni¢avajuci
karakter 1 javlja se samo dok je u ekosistemu prisutna zivotinjska vrsta u kojoj se
infekcija prirodno odrzava. Ovakve vrste oznaCavaju se kao ,,spill over i ustvari
predstavljaju slepi kolosek infekcije (de Lisle i sar., 2001). Incidencija pojavljivanja i
razmere patoloSkog procesa ukazuju da ove vrste nemaju znacajnu ulogu u daljem
sirenju infekcije. Primer su ovce i konji koji obolevaju izuzetno retko i mogu se smatrati
slepom ulicom za mikobakterije. Pojedine Zivotinjske vrste iz ove grupe mogu imati
ulogu u amplifikaciji infekcije, pa se tako ovde ubrajaju kamile, psi, macke, svinje,
divlje svinje i koze, jer u slucaju infekcije mogu biti izvor zaraze za druge zivotinje i
coveka (de la Rua-Domenech, 2006b). Tuberkuloza pluca ili diseminovana tuberkuloza
kod pasa 1 macaka, predstavlja potencijalni rizik za infekciju, u slucajevima kada se
vlasnici odluce da ih leCe umesto da ih eutanaziraju (Monies i sar.,2000). Koze su
veoma prijeméive za M.bovis i obolevaju kako od pluéne tuberkuloze, tako i od
tuberkuloznog mastita, uz izlu¢ivanje velikog broja uzro¢nika mlekom. U Spaniji su
opisani slu¢ajevi oboljevanja ljudi koji su bili u kontaktu sa kozama inficiranim sa
M.bovis (Aranaz i sar., 1999). Infekcija ljudi vrstom M.caprae registrovana je u svim
Srednje Evropskim drzavama u kojima je ovaj uzro¢nik dominantno prisutan u
populaciji goveda (Prodinger i sar.,2005). Interesovanje za ovog patogena raste od
momenta otkri¢a, 1 do sad je izolovan iz tuberkuloznih lezija, goveda, koza, svinja,
divljaci i coveka. Smatra se da je oko trecina ljudi obolelih od zoonozne tuberkuloze u
Nemackoj inficirana sa M.caprae (Erler i sar.,2004). Zoonozno prenosSenje pre svega sa
goveda i koza, ¢ini se da je glavni izvor infekcije za Coveka, jer do sada ne postoje jasni
dokazi o prenoSenju uzrocnika direkto sa Coveka na coveka. Smatra se da se incidencija

infekcije sa M.caprae u populaciji ljudi kre¢e oko 0,3% od ukupno obolelih od
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tuberkuloze, pri ¢emu je gotovo potpuno ograni¢ena na Evropu u kojoj je ona
najprisutnija (Nebrada i sar., 2016). Diirr i sar., (2013) u svojim istrazivanjima uocili su
izrazitu povezanost zoonozne tuberkuloze sa ekstrapulmonalnom lokalizacijom lezija, u
poredenju sa tuberkulozom uzrokovanom sa M.tuberculosis, pri ¢emu su ustanovili da
su najéesce zahvaceni limfni ¢vorovi, genitalni i urinarni organi. Rizik od zoonoznog
prenoSenja tuberkuloze veéi je u nerazvijenim zemljama, usled raSirenosti infekcije u
populaciji goveda, ali i drugih vrsta Zivotinja, odsustva pasterizacije mleka, razliitih
lokalnih kulturnih navika koje ukljuc¢uju suzivot sa zivotinjama, siromastva povezanog

sa pothranjenosc¢u i visoke prevalencije HIV infekcije (Michel i sar., 2010).

2.3.2. PrenoSenje infekcije sa ljudi na goveda

Ljudi kod kojih je prisutna aktivna tuberkuloza uzrokovana vrstom M. bovis,
mogu inficirati goveda, koja nakon toga daju pozitivnu reakciju na tuberkulinskom
testu, a infekcija moze napredovati ka klinickom razvoju bolesti. Do infekcije goveda
najcesce dolazi aerogenim putem (Du i sar., 2010, Collins i Grange 1987), medutim u
literaturi je opisan slucaj farmera sa genitourinarnom tuberkulozom izazvanom vrstom
M.bovis koji je Sirio infekciju na goveda uriniranjem u Stali. Zabelezeno je, da je na ovaj
pomalo bizaran nacin, farmer inficirao 48 goveda u 4 razli¢ita zapata (Schliesser, 1974).
Wedlock i sar., (2002) navode da u svetlu svetske pandemije izazvane HIV virusom,
postoji zabrinutost zbog rastu¢e mogucnosti da ljudi koinficirani virusom HIV-a i
M.bovis budu izvor za unoSenje infekcije u populaciju goveda. Medutim, novija
istrazivanja pokazuju da je i M.tuberculosis primarni uzroénik tuberkuloze ljudi opisan
kao Cest uzro¢nik tuberkuloze goveda u Kini (Du 1 sar., 2011). Ruetger i sar., (2012),
ustanovili su infekciju kod goveda u Ukrajini uzrokovanu vrstom M. tuberculosis tip

Peking naglasavajuéi antropozoonozni karakter infekcije.

2.3.3. PrenoSenje infekcije sa divljih Zivotinja na goveda i ljude

Infekcija sa Mycobacterium bovis prisutna je kod razli¢itih divljih zivotinja u
Evropi, SAD, Africi i Novom Zelandu. U odredenim delovima sveta pojedine vrste
divljih zivotinja imaju ulogu rezervoara, a manifestacija i tok infekcije nisu isti kod svih
(Corner, 2006). Tuberkuloza divlja¢i moze imati 1 znafaj za javno zdravlje posto
inficirane Zivotinje mogu predstavljati izvor infekcije za Coveka. Prema Morris i

Pfeiffer,1995., divlje Zivotinje se na osnovu dinamike infekcije u populaciji mogu
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klasifikovati u dve grupe: rezervoari odnosno vrste u kojima se infekcija odrzava i
slucajni domacini. U prvoj grupi infekcija perzistira i $iri se sSamo intraspecijski, dok je
u drugoj za odrzavanje infekcije neophodno ponovno unoSenje uzro¢nika putem neke
druge zivotinjske vrste. Ipak, Sirenje infekcije sa slucajnih domacina na domace
zivotinje moguce je u izvesnim sluc¢ajevima. Utvrdivanje kojoj grupi pripada neka vrsta
divljac¢i je znaCajno sa aspekta sagledavanja potreba za kontrolom i suzbijanjem
infekcije u populaciji kao 1 za predvidanje toka 1 perzistencije infekcije u populaciji
nakon uklanjanja tuberkulozne jedinke. Na Sirenje i prenosenje infekcije unutar grupe
divljih zZivotinja kao i izmedu razliitih vrsta Zivotinja, znacajnu ulogu imaju sledeci
faktori: putevi intraspecijskog prenosenja, anatomska lokalizacija patoloskih promena,
struktura 1 tip lezija, nacin na koji se uzro¢nik izlu€uje 1 koli¢ina, putevi infekcije
goveda 1 minimalna infektivna doza za svaki pojedinacni put prenoSenja (Sheridan,
2011).

Kao primer slucajnog domacina u kome se infekcija nemoze samostalno
odrzavati bez povremene reintrodukcije mogu se uzeti divlje svinje. Prema
istrazivanjima Corner-a (2006), u populaciji divljih svinja u Severnoj Australiji
prevalencija infekcije bila je visoka, a ipak ova vrsta zivotinja nije imala znac¢ajnu ulogu
u epizootiologiji tuberkuloze goveda jer svinje nisu izlu¢ivale signifikantne koli¢ine
uzro¢nika. Ranija istrazivanja istog autora sprovedena tokom sedamdesetih godina
proslog veka, ukazivala su da je u pojedinim oblastima prevalencija tuberkuloze u
populaciji divljih svinja bila i preko 40%, pri ¢emu je do infekcije najverovatnije
dolazilo nakon ingestije ostataka uginulih inficiranih goveda ili bivola. Istrazivanja koja
je sproveo 20-tak godina kasnije (Mclnerney i sar., 1995) pokazala su da je kod
neznatnog broja svinja ustanovljena generalizovana infekcija, a lezije su najcesce bile
ograni¢ene na submandibularne limfne ¢vorove, nisu bile ve¢e od 1-2 mm u dijametru
dobro inkapsulirane i sa malim brojem mikobakterija. Na osnovu ovoga, autori
zaklju€uju da je divlja svinja u Australiji slu¢ajni domacin 1 ,,slepa ulica® u Sirenju
infekcije. Epizootiologija, patogeneza i distribucija patomorfoloskih promena kod
bivola identicna je onoj kod goveda i gotovo iskljucivo se vezuje za respiratorni put
prenoSenja. Kod kuna tuberkulozne promene se najceS¢e nalaze na mezenterijalnim
limfnim ¢vorovima, pri ¢emu su one makroskopski vidljive kod malog broja inficiranih

jedinki. Lezije na respiratornim organima se sreCu izuzetno retko, a kune izlucuju
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uzro¢nika preko fecesa. Da li se kune mogu smatrati vrstom za odrzavanje ili se radi o
slu¢ajnom odnosno krajnjem domacinu, nije jo§ uvek sasvim razjasnjeno. Tuberkulozne
lezije kod virdzinijskog jelena povezane su sa gornjim i donjim delovima respiratornog
trakta i limfnim ¢vorovima glave pri ¢emu su prvenstveno zahvaceni medijalni
retrofaringealni limfni ¢vorovi (O’Brien i sar., 2001). Ovo navodi na zakljucak da se
infekcija u populaciji jelenske divlja¢i $iri putem aerosola, iako pod odredenim
specificnim okolnostima do infekcije moze do¢i i1 peroralno. Ponovna pojava
tuberkuloze kod goveda u americkoj saveznoj drzavi Micigen koja se nakon izvrSene
eradikacije smatrala slobodnom, povezuje se sa odrzavanjem uzro¢nika u grupama
jelena kao rezervoara. Medutim, studija koju su sproveli DeLiberto i sar., (2004) o
ponasanju goveda i jelena na pasi, otkrila je da su direktni kontakti izmedu njih izuzetno
retki. Sa druge strane istrazivanja brojnih autora (Schmitt i sar.,2002; Bruning-Fann i
sar., 2001) potvrdila su prisustvo infekcije M. bovis kod 16 razlicitih vrsta divljaci, ali ni
kod jedne nisu ustanovljene patomorfoloske promene koje bi ukazale da one
predstavljaju izvor zaraze za goveda. Zakljucak je da je nacin na koji se infekcija $iri iz
grupa jelena na goveda zasad nerazjasnjen. Medutim, kao prepreku potpunom
eliminisanju tuberkuloze goveda u Austriji 1 Nemackoj Schiller i sar. (2011), navode
visok procenat inficiranih jelena koji u Alpima dele iste pasnjake sa govedima, dok u
Velikoj Britaniji i Irskoj kao glavni uzrok za porast incidencije tuberkuloze goveda
smatraju rasirenost infekcije u populaciji jazavaca (preko 65% inficiranih jedinki) koji
borave na pasnjacima i u kojima se infekcija odrzava i $iri nezavisno od goveda (More i
sar., 2007; Sheridan 2011).

Veliki broj razlicitih vrsta divljih Zivotinja je uklju¢en u epizootiologiju
tuberkuloze goveda, S$to treba uzeti u obzir pri izradi strategije suzbijanja i
iskorenjivanja (Phillips i sar., 2003). U mediteranskim zemljama divlja svinja
predstavlja vazan rezervoar infekcije (Gortazar 1 sar., 2011), dok ve¢i broj autora
(Garnett i sar., 2005;Griffin i sar., 2005;Sheridan 2011) ukazuje na ulogu jazavca u
odrZzavanju infekcije 1 Sirenju na goveda u Velikoj Britaniji 1 Irskoj. U ovim drzavama u
cilju spre¢avanja Sirenja infekcije i pojave novih ZzariSta, pokuSava se sa masovnim
uniStavanjem jazavaca u ugroZzenim podrucjima, iako pojedina naucna istrazivanja
ukazuju na neefikasnost ovakvih programa (Gallagher 2005; More i sar.,2007), ili se

radi na uvodenju oralne vakcinacije populacije jazavaca protiv tuberkuloze (Sheridan

25



2011). Velika paznja istrazivaca uklju¢enih u suzbijanje tuberkuloze goveda Sirom
sveta, poklanja se razvoju vakcina za divlje zivotinje. Ove vakcine morale bi da
znacajno smanje izluCivanje i spreCe Sirenje infekcije, medu jedinkama ciljne vrste
rezervoara (Fitzgerald i Kaneene 2012).

U Austriji, Prodinger i sar. (2002), su upotrebom molekularnih metoda
genotipizacije ustanovili da je uzro¢nik tuberkuloze kod pet ispitivanih jelena u periodu
od 1994-2002., bila M.caprae $to je prva potvrda prisustva infekcije divljih Zivotinja
ovom vrstom u Austriji. Infekcija istim uzro¢nikom potvrdena je kod ljudi i goveda.
Inficirani jeleni odstreljeni su u krugu od 20 km u odnosu na farmu na kojoj su se
nalazila obolela goveda. U delovima Austrije duz granice sa Nemackom i Svajcarskom,
smesten je znacajan broj jedinki crvenog jelena, u kojoj se tuberkuloza uzrokovana sa
M.caprae endemski odrzava ( Schiller i sar., 2011). Kada se infekcija jednom unese i
uspostavi u populaciji divljih Zivotinja, bez obzira koji ¢e se metod kontrole odabrati,
treba ocekivati da ¢e se infekcija odrzavati u duzem vremenskom periodu. U svakom
sluaju tuberkuloza goveda ostaje znacajno oboljenje kako goveda, tako i1 divljaci i
eventualna kontrola i iskorenjivanje infekcije ostaje projekat za decenije koje dolaze
(Fitzgerald i Kaneene 2012).

26



2.4. PATOGENEZA BOLESTI I PATOMORFOLOSKE PROMENE

2.4.1. Patogeneza

Patogeneza i1 imunologija tuberkuloze goveda nikada nije proucavana sa istim
intenzitetom kao tuberkuloza ljudi. Najveé¢i deo interesovanja za imunoloski odgovor
goveda na infekciju bakterijama iz MTB-kompleksa, odnosio se pre svega na prakti¢ni
aspekt, odnosno na vrednovanje dijagnosti¢ke upotrebljivosti imunoloske reakcije (Neill
i sar.,2001). Patogeneza i patologija humane tuberkuloze kao i pojedinih vrsta
laboratorijskih zivotinja koje se koriste kao modeli, mnogo su bolje razjasnjeni od
patogeneze i toka bolesti kod domacih Zivotinja. Zato je Cesto neophodna, ekstrapolacija
rezultata istrazivanja sprovedenih na genetski modifikovanim miSevima, kojima
nedostaju neke celijske linije 1 specificni citokini, ili rezultata dobijenih proucavanjem
oboljenja kod ljudi (Cassidy, 2006). Klinicka slika i patomorfoloske promene mogu se
upadljivo razlikovati medu pojedinim inficiranim jedinkama. Kao i kod ljudi,
tuberkulozni proces kod goveda predstavlja kompleksnu interakciju izmedu uzroc¢nika,
imunoloskih mehanizama 1 genetske predispozicije domacina i bio-ekoloskih uslova
spoljasnje sredine. Kompleksna grada mikobakterija, koja je povezana sa njihovom
virulencijom, prvenstveno se vezuje za svojstva celijskog zida, u kome klju¢nu ulogu
imaju sulfolipidi, mikozidi i lipoarabinomanan, koji pospeSuju intracelularni
parazitizam i inhibiraju aktivaciju makrofaga (Pollock i Neill 2002). Postoji veliki broj
puteva Sirenja tuberkuloze u zapatima goveda. Pre svega, to je horizontalni put
prenoSenja, inhalacijom i ingestijom M.bovis direktno sa inficiranih Zivotinja ili
indirektno preko kontaminiranih paSnjaka, pojila 1 inficirane opreme. Moguca je 1
vertikalna transmisija, ali se kongenitalne i alimentarne infekcije putem ingestije
kontaminiranog mleka retko sre¢u u drzavama gde se sprovodi program eradikacije.
Opste je prihvacen koncept da do infekcije sa M.bovis dolazi nakon udisanja
infektivnog aerosola, moguée cak i jedne jedine CFU (Pollock i Neill 2002).
Dominantna pojava tuberkuloznih lezija u respiratornom traktu goveda inficiranih
prirodnim putem, navela je prve istrazivace na zakljucak da se infekcija prenosi putem
udisanja kontaminiranog aerosola (Francis 1947). Utemeljenost ovakvih zakljucaka bila
je potvrdena kasnije, eksperimentalnim radom veceg broja autora (Collins i Grange,

1983, Rodger i sar., 2007), pri ¢emu je minimalna infektivna doza bila 1000 puta manja
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za respiratorni u odnosu na alimentarni put. Rezultati istrazivanja i drugih timova
naucnika (Neill i sar.,1992; Cassidy i sar.,1998; Liebana i sar., 2008), potvrduju da je
respiratorni trakt najvazniji primarni lokus infekcije, jer i direktna inokulacija uzroc¢nika
kao 1 kontaktna infekcija dovode do pojave lezija koje su u najvecoj meri ograni¢ene na
respiratorne organe. Kod prirodno inficiranih goveda, tuberkulozne lezije najéesce su
lokalizovane u dorzo-kaudalnim delovima pluca, uglavnom u blizini pleure (Francis
1947; Dungworth i sar.,1993). Medutim Rodgers i sar., (2007) kod eksperimentalno
inficirane teladi, ustanovili su ravnomernu distribuciju tuberkuloznih lezija u svim
plu¢nim lobusima i pripadaju¢im limfnim ¢vorovima. Ipak, autori zakljucuju da se u
prirodnim uslovima infekcije, pri patomorfoloskom pregledu ovako ravnomerna
distribucija tuberkuloznih lezija retko srece. Infektivne Cestice aerosola dospevaju do
alveola, gde bacili bivaju fagocitovani od strane makrofaga, kada zapocinje niz
povezanih interakcija razli¢itih populacija ¢elija imunoloskog sistema, kako urodenog
tako i1 steCenog imuniteta unutar zahvacenog tkiva ili pripadajuc¢eg limfnog Cvora.
Novija istrazivanja pokazuju da do infekcije kod goveda moze do¢i i1 preko tonzila, Sto
namece zakljucak da tacan put infekcije nije u potpunosti razjasnjen. Liebana 1 sar.,
(2008) takode navode da su nakon patomorfoloSkog pregleda 400 goveda iz 242
inficirana zapata, tuberkulozne promene prvenstveno bile prisutne u organima grudne
duplje, Sto potvrduje da je aerogeni put dominantan nacin Sirenja infekcije. Medutim,
relativno Cest nalaz promena na mezenterijalnim limfnim ¢vorovima, kao i limfnim
¢vorovima glave upucuje i na moguénost oralne infekcije u prirodnim uslovima. Rizik
od Sirenja infekcije u zapatu goveda prvenstveno zavisi od intenziteta rasejavanja
uzro¢nika od strane inficiranih grla. Iako se bacili tuberkuloze mogu izlucivati putem
urina, mleka i fecesa, smatra se da je ovakav put Sirenja od malog znac¢aja u razvijenim
zemljama, gde dominira Sirenje infekcije aerosolom. Prisustvo bakterija u fecesu,
najverovatnije je posledica iskaSljavanja i gutanja sputuma sa mikobakterijama
poreklom iz respiratornog trakta (Neill i sar., 2001). Prilikom eksperimentalne infekcije
intranazalna inokulacija visokim dozama uzro¢nika, za posledicu ima brz razvoj
infekcije sa izrazenim patoloSkim lezijama, kod gotovo svih ovako zaraZenih Zivotinja.
Sa smanjivanjem doze inokulata, smanjuje se i procenat obolelih zivotinja, kao i
intenzitet patoloskih promena (Cassidy 1998). Infektivna doza ima uticaj i na razvoj

imunoloske reakcije, tako Sto su viSe doze povezane sa stimulacijom celijski
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posredovanog imuniteta, koji se razvija u toku nekoliko nedelja, ali i brzom pojavom
cirkuliSucih antitela. Izlaganje malim dozama uzro¢nika dovodi do postepenijeg razvoja
¢elijski posredovanog imunoloSkog odgovora, dok je humoralni imunitet odsutan ili
jedva merljiv (Pollock i Neill 2002). Ipak, rezultati novijih istrazivanja, pokazuju da je
pri ekperimentalnoj infekciji jednom jedinom CFU, moguce izazvati infekciju koja
potpuno reflektuje patoloski proces pod prirodnim uslovima. Razvoj granulomatoznih
lezija je identi¢an, kao u slucaju infekcije sa znatno viSim eksperimentalnim dozama
(1000 CFU) tokom istog vremenskog perioda. Kod goveda inficiranih jednom
infektivnom c¢esticom, razvoj granulomatoznih promena, nekroze i kazeizacije na
plu¢ima i limfnim ¢vorovima je potpun, a infektivna doza nije imala nikakav uticaj ni
na stimulaciju sinteze y-IFN. Stoga, Johnson i sar., (2007) zakljuuju da infekcija
goveda malim dozama M.bovis uzrokuje patoloske promene koje se ne razlikuju od onih
nastalih pri eksperimentalnoj inokulaciji visokih doza patogena. lako virulencija i
koli¢ina infektivnog agensa igraju znacajnu ulogu u progresiji infekcije i razmerama
patoloSkog procesa i drugi faktori mogu imati uticaja na tok infekcije. Tako Doherty i
sar., (1996) navode da je kod goveda izloZenih deficitarnoj ishrani ustanovljen znatno
manji broj odredenih subpopulacija T-limfocita, Sto moze ukazivati na oslabljenu
otpornost pothranjenih Zivotinja. Sli¢na zapazanja iznose 1 Griffin 1 Dolan (1995), koji
su ustanovili povecan broj novih slucajeva tuberkuloze u zapatima goveda na oskudnoj
ispasi, bez mineralno-vitaminskih dodataka. Sa druge strane, Costello i sar., (1998) nisu
utvrdili vezu izmedu deficitarne ishrane i ucestalosti rasejavanja uzro¢nika i infekcije
goveda sa M.bovis. Istrazivanja veceg broja autora pokazala su da se izluCivanje
bakterija posle eksperimentalne infekcije, u pocetku deSava kontinuirano, da bi u
kasnijem toku infekcije postalo intermitentno, pri cemu je za uspostavljanje infekcije
potrebna mala koli¢ina vijabilnih bakterija, 5x10° CFU kada se bakterije u
eksperimentalnim uslovima unesu intratrahealno (Neill i sar.,1988). Niske doze M.bovis
mogu inicirati infekciju, ukoliko su unete na pravi nacin, pri ¢emu je oboljenje obicno
ogranieno na respiratorni trakt. Iako inficirana goveda mogu rasejavati uzrocnike
M.bovis i tako predstavljati izvor zaraze za druga goveda, u vecem broju istrazivanja
ustanovljen je nizak nivo Sirenja infekcije. Pojava infekcije u zapatima goveda u Velikoj
Britaniji u 34% slu€ajeva ograni¢ena je na pojedinacna grla, Sto ukazuje da ona ne

predstavljaju veliki rizik za Sirenje infekcije na ostale jedinke u bliskom kontaktu. Neki
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aspekti patogeneze tuberkuloze goveda i dalje ostaju nedovoljno razjasnjeni, ukljucujuci
i glavni put prenoSenja, infektivnu dozu i duzinu inkubacionog perioda (Liebana i
sar.,2008). Ishod izlaganja goveda virulentnom M.bovis moze biti viSestruk; neke
jedinke ostaju neinficirane bilo usled urodenih ili steCenih imunolo$kih mehanizama i
najc¢esce bivaju nereaktivne prilikom tuberkulinskog testiranja. Medutim, neke od ovih
zivotinja uprkos uspes$noj rezistenciji na infekciju, prolaze proces senzibilizacije i
reaguju na tuberkulin usled jakog T-celijski indukovanog imunoloskog odgovora. Kod
drugih goveda nakon izlaganja patogenim mikobakterijama dolazi do uspostavljanja
infekcije 1 progresije oboljenja, i ovakva grla najeS¢e reaguju pozitivno na
tuberkulinizaciji. Ipak, neka od ovih grla kasnije mogu postati anergi¢na i nereaktivna
na tuberkulin. Na kraju, u odredenom broju sluc¢ajeva pod dejstvom imunoloskih
mehanizama, infekcija ostaje ograniCena i opstaje u latentnom stanju bez progresije.
Najveci broj goveda izlozenih patogenoj M.bovis ima sposobnost da spreéi infekciju ili
da je u velikoj meri ogranici, verovatno u stadijumu latencije. Ovo ima veliki znacaj u
sprovodenju programa kontrole i1 eradikacije bolesti, i u odredenoj meri moze objasniti
izostanak vidljivih patomorfoloskih promena kod test pozitivnih goveda, kao i
neuspesnu izolaciju uzro¢nika. Sa druge strane, u slucaju tuberkulin negativnih grla sa
latentnom infekcijom, nakon duzeg perioda moze do¢i do reaktivacije infekcije 1
diseminacije uzro¢nika, ¢ime je mozda moguce objasniti iznenadnu pojavu oboljenja u
nekim zapatima bez jasne epizootiolo§ke povezanosti odnosno utvrdenog puta unosenja
infekcije (Pollock 1 Neill 2002). Tipicno mali broj pozitivnih reaktora u zapatima
goveda, moze biti posledica izlaganja subinfektivnim dozama uzro¢nika i uspes$noj
eliminaciji infekcije. Cassidy (2008), razmatrajuci rezultate istraZivanja Liebana 1 sar.,
(2008) koji su ustanovili da kod zna¢ajnog broja tuberkulin pozitivnih reaktora (55,5%),
nakon klanja nije moguce ustanoviti patomorfoloske promene niti izolovati M.bovis,
naglaSava mogucnost da se zapravo radi o Zivotinjama koje su uspeSno eliminisale
infekciju, ali ostale rezidualno senzibilisane. Kada govedo dode u kontakt sa M.bovis
mnogo faktora uti¢e na dalji razvoj infekcije i njen ishod. Od vitalne je vazZnosti
razumevanje ovih imunoloskih mehanizama, jer neke jedinke iako inficirane visokim
dozama infektivnog uzro¢nika, ne podlegnu bolesti, 1 uspesno ogranice patoloski proces
na mali broj lezija u respiratornom traktu (Liebana i sar., 2008). Uloga makrofaga u

patogenezi bolesti je donekle paradoksalna, s jedne strane oni su glavna meta

30



intracelularnog parazitizma mikobakterija i njihovog odrzavanja pri latentnoj infekciji, a
opet predstavljaju klju¢ne Celije u kontroli i eliminaciji mikobakterija. lako makrofagi,
unutar fagozoma koji se obrazuju nakon ingestije mikobakterija, omogucuju
prezivljavanje i replikaciju bacila, sa druge strane predstavljaju i klju¢ni faktor za razvoj
zaStitnog imuniteta (Wedlock 1 sar., 2002). Ocigledno je da ova inicijalna interakcija
izmedu mikobakterija i makrofaga predstavlja najznacajniji dogadaj koji u velikoj meri
odreduje dalji tok 1 sam ishod infekcije. I druge ¢elije imunoloskog sistema su uklju¢ene
u inicijalnu reakciju na infekciju mikobakterijama: NK-¢elije sintetiSu gama interferon,
a Cassidy i sar., (2006) ustanovili su prisustvo velikog broja neutrofila i njihovu
pojacanu aktivnost, koja je naroito bila izrazena u inicijalnoj fazi nastanka
tuberkuloznih lezija i formiranja granuloma, kod eksperimentalno inficiranih zamoraca,
miSeva, teladi 1 pacova. Primarna uloga T-Celija je lu€enje citokina, kao Sto su y-IFN,
TNF i drugi, koji imaju veliki broj uloga, od kojih je jedna od najznacajnijih aktivacija
makrofaga. Antigeni mikobakterija veoma brzo bivaju obradeni i prezentovani od strane
glavnog kompleksa histokompatibilnosti makrofaga (MHC), §to dovodi do aktivacije
mikobakterija-specifiénih CD4'T limfocita. Istrazivanja na miSevima pokazala su da je
za razvoj protektivnog imuniteta protiv mikobakterija podjednako vazna uloga CD4" i
CD8" T limfocita. Subpopulacija tzv. ,,neuobi¢ajenih T éelija, kao $to su yd T celije,
CD1 i off T ¢éelije nije dovoljno razjasnjena i njihova uloga verovatno varira kod
razli¢itih zivotinjskih vrsta (Waters 1 sar.,2014). Kod prezivara je ustanovljena visa
koncentracija cirkulisu¢ih yo T celija, $to moze ukazivati na njihovu znacajnu ulogu u
zaStiti od tuberkuloze. Kod goveda se yo T ¢elije, pojavljuju u velikom broju u ranom
stadijumu infekcije (Cassidy 1 sar., 2001), alveolarni makrofagi oslobadaju
mikobakterijalne glikolipide, ne-proteinske antigene koji aktiviraju pomenutu lozu T
¢elija. Ispitivanja periferne krvi otkrivaju sloZeni sled interakcija u kojima ucestvuju yd
T ¢Celije, CD4" i CD8" T ¢éelije kod infekcije vrstom M.bovis (Pollock i sar., 1996),
ukazuju¢i da veliki broj razli¢itih subpopulacija T ¢elija ima ulogu u razvoju
imunoloske reakcije prema uzro¢niku tuberkuloze, ali da njihov znacaj u kontroli
infekcije moze biti razli¢it kod pojedinih zivotinjskih vrsta. Najznacajnija komponenta
imunoloskog odgovora na infekciju MTB-kompleks bakterijama je produkcija y-IFN od
strane T-helper i CD4+ T ¢elija. Stecena imunodeficijencija koja pogada CD4+ T-Celije
I IL-12/IFN- /STAT1 signalne puteve kod HIV pozitivnih pacijenata rezultira mnogo
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tezim klini¢kim tokom bolesti (Cooper i Torrado, 2012). Generalno, uloga T-¢elija ide u
dva pravca; mogu da stimuliSu mikrobicidnu aktivnost makrofaga ili da po potrebi
liziraju inficirane makrofage. Grada samog granuloma sprecava Sirenje mikobakterija,
tako S$to infektivno jezgro okruzuju viSestruki slojevi neinficiranih makrofaga,
dzinovskih ¢elija i1 fibroznog tkiva rasporedenih u obliku koncentricnih krugova
(Saunders 1 Cooper, 2000). Unutar granuloma odvijaju se kompleksne i dinamicne
interakcije makrofaga, T-helper Celija, sinteza razli¢itih citokina kao i aktivnost samih
mikobakterija, $to sve utice na konacan izgled i1 gradu granuloma. Jedan od ishoda ovih
interakcija moze biti 1 kazeozna nekroza, sa mineralizacijom tuberkuloznog Zarista,
prac¢ena regresijom (Cassidy, 2006). Sa druge strane, aktivirane Y'6-celije i NK celije
predstavljaju dodatni nespecificni okida¢ za razvoj nekroze direktnim uticajem na
makrofage ili izluCivanjem razli¢itih vrsta citokina, kao S$to su y-IFN i TNF
(Dannenberg, 1999). v-IEN je od presudnog znacaja za aktivaciju fagocitne funkcije
makrofaga (Waters i sar.,2014); proizvode ga i oslobadaju Th1 CD4" éelije. Thl klon
proliferira pod uticajem IL 12 i IL18, dok Th2 ¢elije oslobadaju IL4 koji stimuliSe
humoralni imunoloski odgovor. Znacaj Thl vy-IFN odgovora na razvoj zaStitnog
imuniteta kod goveda, pokazao se prilikom ispitivanja vakcina, kada su vakcine koje
snazno stimuliSu sintezu velike koli¢ine y-IFN imale protektivno dejstvo, dok one koje
stimuliSu sintezu antitela nisu (Wedlock i sar., 2000). U procesu nastanka nekroze,
zapazeno je nakupljanje Y'8-¢elija i T-limfocita u ranoj fazi formiranja mikobakterijskih
lezija kod teladi i miSeva (Cassidy i sar., 2001), a dokazana je i njihova sposobnost da u
in vitro uslovima liziraju makrofage inficirane mikobakterijama (Dieli i sar., 2000).
CD8" T ¢celije goveda inficiranih vrstom M.bovis, kao odgovor na mikobakterijske
antigene, oslobadaju y-IFN, ali takode i direktno kontrolisu replikaciju mikobakterija
putem granulizina i liziranja inficiranih makrofaga, omogucuju¢i da oslobodene
mikobakterije preuzmu mnogo efikasnije dendriticne celije (Liebana i sar., 2000).
Aktivirani makrofagi imaju sposobnost da snizavanjem pH u fagozomima, izloZe
mikobakterije letalnom dejstvu nascentnog kiseonika i azotnih produkata (Wedlock i
sar.,, 2002). Autofagija je najznacajniji intracelularni mehanizam uniStavanja
fagocitovanih mikobakterija od strane ¢elija monocitno-makrofagne loze, i regulisan je
velikim brojem razli¢itih regulatornih molekula kao §to su PI3 kinaza, CaMKII i

kalcijumovim jonima. Postoje dokazi da virulentne mikobakterije mogu inhibirati
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proces autofagije u inficiranoj ¢eliji, te na taj nacin preziveti i uspostaviti latentnu
infekciju pri ¢emu mikobakterije opstaju unutar fagozoma u razli¢itim stupnjevima
razvoja i maturacije (Chandra i sar., 2011). Sa druge strane, kod nekih Zivotinjskih
vrsta, kod kojih su T-¢elije rasporedene kruzno oko centralnog jezgra u kome se nalaze
makrofagi, nekroza je znatno izrazenija. U razvoju nekroze, kao i kasnijoj regresiji ili
Sirenju granuloma, ¢ini se da presudnu ulogu ima odredena kombinacija, odnosno
,profil izlucenih citokina. Narociti znacaj ima TNF-a, koji unutar nastalih lezija moze
imati dvojak efekat. S jedne strane, TNF-a ima centralnu ulogu u strukturnoj
organizaciji granuloma deluju¢i na endotelijalne ¢elije i lokalnu mrezu hemokina, dok
sa druge strane, prevelika koli¢ina oslobodenog TNF-a, ili prisustvo izmenjenih
citokina kao §to je IL 4, unutar lezija moze pokrenuti masivnu ¢elijsku nekrozu (Waters
i sar., 2014). Kontinuirana proizvodnja i oslobadanje TNF-a dovodi do neprestane
aktivacije makrofaga 1 njihovog nagomilavanja u granulomu, S§to rezultira
konsolidacijom plu¢nog tkiva i smanjenjem njegove funkcije. Tako imunoloski odgovor
na infekciju mikobakterijama moze poprimiti patoloski ili zastitni karakter (Wedlock i
sar. 2002). Turner i sar., (2003) prilikom eksperimentalne infekcije zamoraca, ustanovili
su znacaj prirodno urodenog imuniteta u razvoju nekroze, pri ¢emu veliku ulogu u
nastanku primarnih lezija imaju brza aktivacija 1 masivan prodor makrofaga i
granulocita, a koji se javljaju 1 pre odgovora steCenog imuniteta. Razmatrajuc¢i da li
nekroza zapo€inje primarno kao pasivan ili aktivan dogadaj, Orme (1998), iznosi
misljenje da je nastanak nekroze pre rezultat neuspeha u aktivaciji makrofaga, nego
posledica stimulacije i razaranja makrofaga od strane aktiviranih T-limfocita
(Dannenberg i Rook 1994). U prilog navedenom, Orme (1998) isti¢e Cinjenicu da je
pojava nekroze minimalna u tuberkuloznim lezijama u kojima su T-limfociti i
makrofagi u bliskom kontaktu, §to je sluaj u granulomima miseva, gde zrakasti
infiltrati T-Celija prodiru izmedu centralno postavljenih makrofaga i lu¢enjem y-IFN i
drugih citokina, aktiviraju makrofage i spre¢avaju njihovu nekrozu. Ostaje da se rasvetli
zasto u nekim lezijama dominira Th-2 ¢elijski ,,profil“ citokina koji uslovljava
povecanu osetljivost na TNF-a, mada se ova pojava mozda moZze povezati sa velikom
koli¢inom prisutnih antigena (Welsh 1 sar., 2005) ili gubitkom Th-1 ¢elija 1 njihovih
citokina tokom procesa selektivne apoptoze (Seah i Rook, 2001). Apoptoza T-¢elija i

makrofaga predstavlja vazan dogadaj koji se javlja unutar tuberkuloznih granuloma
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coveka (Fayyazi i sar., 2000) i laboratorijskih miSeva (Mohan i sar., 2001). Keane i
sar.,(1997) ustanovili su da je oko 70% c¢elija lociranih na periferiji aktivnih
tuberkuloznih lezija kod inficiranih ljudi bilo u procesu apoptoze, dok Fayyazi i
sar.,(2000) isticu da proces apoptoze T-Celija i makrofaga u velikoj meri doprinosi
ograniavanju Sirenja lezija. Ukoliko imunoloski sistem uspe da uspostavi efikasnu
kontrolu nad infekcijom, 90-95% antigen-specificnih T-Celija podleze apoptozi,
ostavljaju¢i mali broj ¢elija pamcenja (Waters 1 sar.2014). U zavisnosti koja ¢elijska
loza dominantno podleze procesu apoptoze, ovaj proces moze imati povoljan ili
nepovoljan uticaj na mogucnost granuloma da kontroliSe proliferaciju mikobakterija.
Dok je apoptoza inficiranih makrofaga, koji predstavljaju svojevrsno ,,skloniste” za
mikobakterije i njihovo uklanjanje deo odbrambene strategije makroorganizma,
apoptoza pojedinih linija T-¢elija unutar tuberkuloznih lezija slabi imunoloski odgovor
domacina i1 doprinosi reaktivaciji oboljenja (Keane i sar., 2000). Eksperimentalni
rezultati na ¢elijskim modelima u in vitro uslovima pokazali su da je apoptoza efikasniji
proces od nekroze u eliminaciji intracelularnih bakterija (Fratazzi i sar., 1997), jer se
apoptozom istovremeno uniStava hromozomski materijal kako makrofaga tako i
prisutnih mikobakterija. Sposobnost razli¢itih sojeva M. tuberculosis da u in vitro
uslovima blokiraju proces apoptoze makrofaga u pozitivnoj je korelaciji sa njihovom
virulencijom (Keane 1 sar., 2000). Apoptoza Celija unutar lezija, slicno nekrozi pod
direktim je uticajem ,,koktela® citokina, a pre svega TNF-a (Keane i sar., 1997). lako
uloga apoptoze kod prirodno inficiranih goveda nije razjasnjena, Gutierrez-Pabello i
sar., (2002) u in vitro uslovima ustanovili su apoptozu makrofaga goveda inficiranih
vrstom M. bovis. Migracija i priliv makrofaga u granulome diktirani su koli¢inom i
vrstom citokina prisutnih u lezijama i odrazavaju trenutno stanje u odnosu domacina i
mikroorganizma. Smatra se da pojava likvefakcije unutar tuberkuloznih lezija ljudi i
stvaranje kaverni, znacajno doprinosi Sirenju tuberkuloze, jer povecava infektivnost i
omogucava nastanak viSestruko rezistentnih sojeva (Kaplan 1 sar., 2003). Iako nije
sasvim poznato Sta je okida¢ za pokretanje mehanizma likvefakcije, neki istrazivaci
(Van Crevel i sar.,2000) smatraju da pretezna zastupljenost citokina koje izlucuju Th-2
¢elije, kao $to je IL-4 a koji aktiviraju metaloproteinaze, dovodi do razmekSavanja
¢vrste kazeozne mase. Krajnji rezultat ovog procesa je nastanak Supljina Cije povrSine

postaju permeabilne za masivnu proliferaciju i prodor mikobakterija, te njihovu
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mutagenezu, $to naroCito vazi za kaverne koje se direktno naslanjaju na vazdusne
puteve (Kaplan i sar. 2003). Cini se da odsustvo CD4+ i CD8 ¢Celija i veéi parcijalni
pritisak kiseonika u ovim lokusima pospeSuju eksponencijalno umnoZzavanje
mikobakterija i njihovo izlu¢ivanje u spoljasnju sredinu preko respiratornih puteva.
Detaljna patohistoloSka ispitivanja pluénih lezija ljudi obolelih od tuberkuloze
(Dannenberg i sar., 1999), ukazala su na znatnu heterogenost grade granuloma i
prisutnih citokina, medu razli¢itim individuama, $to je verovatno povezano sa staro$¢u
procesa 1 pojavom aktivacije. Ova istrazivanja ukazuju da je tuberkuloza ustvari
posledica neprekidnog procesa infekcije, posledicnog stvaranja granuloma, nekroze,
likvefakcije, prskanja kaverni i rasejavanja mikobakterija (Fenhalls i sar.,2002), pri
¢emu se svaka lezija ponaSa kao samostalna mikrocelina, koja podleze procesu
progresije ili regresije nezavisno od procesa koji se odvijaju u susednim lezijama.
Dannenberg i sar. (1999), zato tuberkulozu opisuju kao ,lokalno* oboljenje, da bi
naglasili heterogenost lezija koja je verovatno uslovljena koli¢inom prisutnih
mikobakterija, kao i lokalnom aktivno$¢éu makrofaga i senzibilisanih T-Celija. U
mnogim aspektima imunoloski odgovor goveda identian je onom kod ljudi, §to ne
iznenaduje uzimajuéi u obzir genetsku podudarnost uzro€nika (99,95% na nivou
nukleotida), 1 dugotrajnu zajedni¢ku evoluciju domacin/patogen interakcijskih odnosa
(Waters i sar., 2014). Jo$ jedna od funkcija T-Celija u zastiti organizma od razvoja
tuberkuloznog procesa je i njihova sposobnost da liziraju makrofage inficirane
mikobakterijama.

Poznato je da pod odredenim uslovima u uznapredovalim i generalizovanim
slu¢ajevima tuberkuloze, moze doé¢i do pojave anergije. Kod ovakvih jedinki izostaje
merljiv ¢elijski posredovan imunoloski odgovor, odnosno Zivotinje ne reaguju na
tuberkulinski test, iako mogu posedovati visok titar cirkuliSuc¢ih antitela (Neill 1 sar.,
1994). Smatra se da do sinteze antitela dolazi u uznapredovalim stadijumima infekcije, a
njihova uloga nije od velikog znacaja u razvoju protektivnog imuniteta protiv
intracelularnih bakterija (Pollock i1 Neill 2002). Kada je invazija mikobakterija uspesno
zaustavljena i1 ograni¢ena imunoloskim mehanizmima domacina, infekcija moze preci u
stanje ,,latencije® 1 perzistirati godinama, bez progresije. Za razliku od coveka uloga
latencije se retko razmatra u kontekstu tuberkuloze goveda, ali moZe imati ogroman

epizootioloski znacaj u dinamici odrzavanja i Sirenja infekcije usled reaktivacije
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(Pollock i Neill, 2002). Procene su da je gotovo jedna trecina svetske populacije
inficirana u dormantnoj formi nekom od mikobakterija iz MTB-kompleksa (Brudey i
sar.,2006), pri ¢emu ovi ljudi nemaju klini¢ke znake oboljenja niti Sire infekciju. Na
infekciju u ovim slu¢ajevima najce$¢e ukazuju pozitivna tuberkulinska reakcija i nalaz
starih lezija na plu¢ima. U delovima sveta gde je niska prevalencija tuberkuloze, ovakvi
pacijenti imaju vaznu ulogu u Sirenju tuberkuloze, kada dode do reaktivacije oboljenja u
poznoj starosti ili usled imunosupresije (Cassidy, 2006). Do koje mere se ovaj model
latencije 1 reaktivacije moze primeniti na goveda i druge vrste Zivotinja, nije sasvim
jasno, ali da se sli¢an proces odvija u populaciji goveda navode neki autori (Pollock i
Neil 2002). Novija istrazivanja u kojima je registrovano prisustvo goveda sa pozitivnom
tuberkulinskom reakcijom 1 y-IFN testom, a bez vidljivih patomorfoloskih promena, ili
su iz organa izolovane mikobakterije u odsustvu lezija dodatno potvrduju postojanje
latencije kod goveda. Evidentno je da prisustvo ovakvih jedinki analogno kao u slu¢aju
latentne infekcije ljudi, u velikoj meri otezava eradikaciju TB putem reaktivacije i

diseminovanja uzro¢nika (Cassidy 2008).

2.4.2. Patomorfoloske promene

Pre uvodenja programa suzbijanja i1 eradikacije tuberkuloze, kod goveda je bila
Cesta pojava diseminovane ili pulmonalne tuberkuloze pri ¢emu su lezije zahvatale
veliki deo pluéa. Danas, u vecini zemalja u kojima se sprovodi obavezna
tuberkulinizacija goveda uz veterinarsko-sanitarni pregled mesa na liniji Kklanja,
promene se mnogo CeS¢e srecu na limfnim ¢vorovima respiratornog trakta, nego u
samom plu¢nom parenhimu (Corner 1994). U proslosti, poteSkoce u pronalazenju sitnih
lezija u pluénom tkivu u odnosu na bolju vizuelizaciju istih u bronhijalnim,
medijastinalnim 1 cervikalnim limfnim ¢vorovima, navele su neke istraZivace da
pretpostave kako Zivotinje sa promenama samo na limfnim c¢vorovima, imaju
»zatvorenu‘ tuberkulozu 1 nemaju epizootioloskog znacaja u Sirenju infekcije. Medutim,
Mcllroy 1 sar., (1986) patohistoloSkim ispitivanjem velikog broja iseCaka pluca test
pozitivnih goveda bez makroskopski uoc€ljivih promena, kod 70% ispitivanih zivotinja
ustanovili su lezije karakteristicne za tuberkulozu. Pri ovome treba uzeti u obzir da se
infekcija iz limfnih ¢vorova u odredenom momentu, moze proSiriti na pluéno tkivo,

migracijom mikobakterija putem eferentnih limfnih sudova, ductus thoracicus-a i preko
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desnog srca prodreti u pluénu cirkulaciju. Stoga, sva goveda sa tuberkuloznim lezijama
na limfnim ¢vorovima respiratornog trakta treba smatrati potencijalnim izvorom zaraze
za druge zivotinje i ¢oveka (Dannenberg i sar., 1999). Kod goveda tuberkuloza je
najces¢e lokalizovana na plu¢ima, a makroskopske lezije karakteriSu se otvrdnu¢em
pluénog tkiva, koje je u tim delovima potpuno bezvazdusno i velikim delom izgubljene
strukture, pretvoreno u sirastu masu-kazeum (LaloSevi¢ i sar., 2011). Tuberkulozne
lezije Cesto se mogu naé¢i u limfnim ¢vorovima gornjih partija respiratornog trakta
prirodno inficiranih goveda. U vise odvojenih studija, kod 26-32% inficiranih jedinki
lezije su ustanovljene u retrofaringealnim, submandibularnim i parotidnim limfnim
¢vorovima, §to ukazuje da kod znatnog broja jedinki postoji moguénost izlucivanja
uzro¢nika preko respiratornog trakta (Corner 1994; Whipple i sar., 1996). Liebana i sar.,
(2008) ustanovili su pojavu mikroskopskih tuberkuloznih lezija na tonzilama inficiranih
goveda $to ukazuje na njihovu mogucu ulogu u patogenezi bolesti. Kod goveda gornji
delovi respiratornog trakta imaju najznacéajniju ulogu u uspostavljanju infekcije, pa tako
nalaz na liniji klanja kod prirodno inficiranih grla pokazuju da znaéajan broj Zivotinja
ima lezije lokalizovane samo na limfnim ¢vorovima glave (Neill i sar., 1994). Sli¢ne
promene ustanovljene su i kod divljeg i farmski uzgajanog jelena, dok su kod jazavca
lezije Cesto povezane sa infekcijom preko ujednih rana. Tuberkulozne lezije najcesce se
karakteriSu prisustvom ¢vrstih ¢vori¢a belo-zuckaste boje, koji su malog precnika, ¢esto
manjeg od 1 cm (Neill 1 sar., 2001). Klasi¢na tuberkulozna lezija pracena je
formiranjem granuloma, ¢iji nastanak je odgovor na razli¢ite faktore virulencije i
hroni¢nu antigenu stimulaciju usled perzistentne infekcije. Granulome kod goveda
karakteriSe prisustvo kazeozne nekroticne mase u jezgru, vefinom mineralizovane,
okruZene infiltratom epiteloidnih makrofaga, tipa dzinovskih multijedarnih Langhans
¢elija i limfocita. Ukoliko proces ima tendenciju sanacije pojavljuje se vezivno tkivo u
vidu zadebljale fibrozne kapsule. Intenzitet fibrozne inkapsulacije varira u zavisnosti od
stadijuma razvoja infekcije i hroniciteta, tako da starije lezije sadrze viSe fibroziranih
zariSta. Za razliku od ljudi, kod goveda proces kavitacije nije uobicajen, i U suprotnosti
sa likveficiranim lezijama koje sadrze veliki broj acidorezistentnih bacila, kazeozne
lezije su paucibacilarne, odnosno odlikuju se prisustvom male koli¢ine vijabilnih
bakterija (Waters i sar., 2014). Hroni¢na zapaljenska reakcija u kojoj dominiraju

makrofagi, kao odgovor na infekciju mikobakterijama dovodi do formiranja
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tuberkuloznih granuloma ili tuberkula. Na ovaj proces veliki uticaj ima intracelularna
lokalizacija uzro¢nika unutar ¢elija monocitne loze, kao i velika otpornost na fagocitozu
usled prisustva vostanih materija u ¢elijskom zidu. Sa mesta prodora mikobakterije
invadiraju pripadajuce limfne ¢vorove, Cesto uzrokujuc¢i pojavu granuloma u njima.
Uloga granuloma je da ograni¢i ili spre¢i rast i razmnozavanje mikobakterija kroz
interakciju inficiranih makrofaga i T-Celija. Tuberkulozni granulomi predstavljaju
dinami¢ne strukture, sa brzom izmenom konstitutivnih c¢elija u poredenju sa
granulomima koji se formiraju kao odgovor na inertne partikule (Fenhalls i sar.,2000).
Kombinacija inicijalnog mesta prodora mikobakterija i reakcije regionalnog limfnog
¢vora Cine primarni kompleks, Cesto oznafen kao Gonov-kompleks. Diseminacija
patogenog agensa iz primarnog kompleksa odigrava se hematogeno i limfogeno (Waters
i sar., 2014). Kazeozna nekroza je proces karakteristiCan za pojavu tuberkuloznih
granuloma kod vecine Zivotinjskih vrsta, i ima veliki uticaj na dalje Sirenje infekcije.
Ukoliko bolest napreduje, granulomi u plu¢ima mogu da konfluiraju stvarajuci velika
podrudja kazeozne nekroze (Fenhalls i sar., 2002). Razvoj nekroze unutar tuberkuloznih
lezija dugo je smatran posledicom aktivnog delovanja T-éelija, sposobnih kako da
aktiviraju makrofage tako i da liziraju inficirane (Dannenberg i sar.,1999). Novija
istrazivanja ukazuju i1 na znac¢aj urodenog imuniteta (Turner i sar. 2003), zatim neuspeha
u aktivaciji makrofaga (Orme 1998) i odredene kombinacije citokina u nastanku
nekroze. Postojanje urodenog imuniteta, koji dejstvuje putem mehanizama nezavisnih
od elemenata steCenog imuniteta u procesu uniStavanja i eliminacije mikobakterija,
mozZe objasniti zaSto neke jedinke u populaciji gde postoji jednak rizik od izlozenosti,
ostaju neinficirane i daju negativnu reakciju prilikom tuberkulinizacije (Kisich i sar.,
2002).
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2.5. KONTROLA | ERADIKACIJA TUBERKULOZE GOVEDA

Tokom 30-tih godina 20 veka, usled visoke prevalencije tuberkuloze goveda i
posledicno velikog broja obolelih ljudi, u Velikoj Britaniji uvodi se program
dobrovoljnog sertifikovanja zapata goveda na status slobodnih od tuberkuloze.
Medutim, tek 1950. godine zapoCinje se sa programom obaveznog suzbijanja
tuberkuloze, koji je uklju¢ivao redovno godisnje testiranje, uklanjanje pozitivnih jedinki
uz isplatu kompenzacija i kontrolu kretanja goveda (de la Rua-Domenech i sar., 2006a).

Sve razvijene drzave sveta imaju razradenu nacionalnu strategiju i program mera
za suzbijanje i iskorenjivanje tuberkuloze kod goveda i drugih domacdih zivotinja.
Primarni cilj implementacije ovih mera kontrole je da se sprec¢i Sirenje infekcije sa
zivotinja na ljude, ali i veliki ekonomski gubitak u stocarskoj proizvodnji. U drzavama
koje su veliki izvoznici govedeg mesa, mle¢nih proizvoda ili priplodnih grla, moguénost
da u slucaju pojave tuberkuloze usled trgovinskih restrikcija pretrpe velike Stete,
predstavlja glavni podsticaj za sistematsko suzbijanje (Milian-Suazo i sar., 2008).
Vecina nacionalnih strategija za kontrolu tuberkuloze zasniva se na dijagnostici
infekcije kod zivih goveda, redovnom godiSnjem testiranju celokupnog zapata metodom
intradermalne tuberkulinizacije i obaveznom uklanjanju inficiranih Zivotinja.
Identifikacija 1 Sto ranije uklanjanje inficiranih Zivotinja ¢ine osnovu programa
eradikacije tuberkuloze goveda u mnogim drzavama Sirom sveta (Schiller 1 sar., 2011).
Uspeh zavisi velikim delom od toga da li ¢e inficirane zivotinje biti uklonjene pre nego
Sto postanu izvor infekcije za druge Zivotinje ili kontaminiraju Zivotnu sredinu. Ipak
uprkos dugogodiSnjem striktnom sprovodenju mera obaveznog testiranja i uklanjanja
pozitivnih grla u mnogim zemljama problem tuberkuloze goveda perzistira na
odredenom nivou, a uzroci neuspeha u eradikaciji tuberkuloze goveda su slozeni i
mnogostruki  (Gormley i sar., 2004). Neophodno je identifikovati uzro¢nike
tuberkuloznih promena kod goveda, da bi se Sto brze uvele mere kontrole bolesti i
sprecilo Sirenje infekcije, 1 na taj naCin smanjile ekonomske Stete i rizik od infekcije
ljudi. U tom cilju vazno je sprovoditi mere redovne godisnje tuberkulinizacije svih grla
starijih od 24 meseca i svih goveda pre transporta, uz temeljan veterinarsko-sanitarni
pregled na liniji klanja 1 obavezno uzorkovanje i kultivaciju suspektnog patoloskog

materijala (Pavlik i sar.,, 2002). Strategija redovnog testiranja pracena brzim
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uklanjanjem pozitivnih jedinki, u mnogim drzavama Evrope, Severnoj Americi i
Australiji dovela je do uspesne eradikacije ili znaCajnog Smanjenja incidencije
tuberkuloze goveda (Schiller i sar., 2011). Sirom sveta najée$¢e primenjivana
dijagnosticka metoda kod goveda 1 farmski gajenih jelena je intradermalna
tuberkulinizacija, kojom se utvrduje reakcija pozne preosetljivosti kod inficiranih
jedinki. Razvojem y-IFN testa, za dijagnostiku tuberkuloze u in vitro uslovima, dobijen
je veoma praktican pomocni test, koji omogucuje da se sumnjiva grla retestiraju ve¢ 8-
28 dana nakon intradermalne tuberkulinizacije (Ryan 1 sar., 2000). Medutim, da bi
kontrola tuberkuloze goveda bila uspesna, testiranje i uklanjanje pozitivnih grla mora
biti pra¢eno i ¢itavim nizom drugih mera. Od velikog znacaja za sprecavanje Sirenja
oboljenja su identifikacija 1 ograni¢avanje kretanja Zivotinja sa inficiranih farmi. U
nekim drzavama poput Australije u zavrs$noj fazi iskorenjivanja kada je prevalencija jos
uvek bila relativno visoka (3%) primenjena je mera klanja svih zivotinja starijih od pet
godina (Collins 2006). Kombinacija intradermalne tuberkulinizacije i pregleda trupova
na liniji klanja, predstavlja najbolji na¢in nadzora tuberkuloze goveda (DEFRA, 2005).

U slucaju da infekcija u zapatu perzistira uprkos preduzetim merama, ekonomski
opravdana alternativa kontinuiranom testiranju moze biti depopulacija Citavog zapata.
Pregled na liniji klanja i pracenje inficiranih grla do farme porekla je vazna karika u
lancu kontrole i od velike je pomo¢i u identifikaciji inficiranih zapata (Wedlock i sar.
2002). U Velikoj Britaniji 9-12% od ukupnog broja novoinficiranih grla i zapata biva
otkriveno prilikom pregleda mesa na liniji klanja. Strogi EU standardi u pogledu
higijene mesa, nalazu da se svi trupovi koji imaju vise od jedne vidljive tuberkulozne
lezije odbacuju, dok se kod trupova sa jednom promenom, ona zajedno sa okolnim
tkivom odstranjuje (de la Rua-Domenech, 2006b). U zemljama u kojima postoji veliki
broj rezervoara medu razli¢itim vrstama divljih zivotinja strategija testiranja i uklanjanja
pozitivnih goveda, daje slabije rezultate. U pojedinim drzavama javljaju se razlicite
vrste divljih zivotinja kao znacajni rezervoari za odrzavanje M.bovis. U Velikoj Britaniji
I Irskoj to je jazavac, u Novom Zelandu oposum, u SAD jelen. Kontrola infekcije
glavnih rezervoara medu divljim Zivotinjama je neophodna mera u cilju postizanja
uspesne kontrole oboljenja u stadima goveda. Razli¢ite strategije su primenjivane Sirom
sveta da bi se ostvario ovaj cilj; u Novom Zelandu vrSeno je masovno trovanje ili

hvatanje oposuma u zamke, u Irskoj je ovlas¢ena drzavna sluzba bila zaduzena za
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hvatanje i premesStanje jazavaca iz regiona sa visokom prevalencijom tuberkuloze
goveda, dok se u poslednje vreme preslo na oralnu vakcinaciju jazavaca putem mamaka
(Sheridan i sar., 2011). Kontrola infekcije kod divljih rezervoara imala je veliki znacaj u
smanjenju broja zapata goveda i farmskih jelena u kojima je prisutna tuberkuloza za
50% u Novom Zelandu, a u Irskoj je zapazen signifikantno manji broj goveda
pozitivnih na tuberkulin kao i zapata koji su bili pod merama suzbijanja i kontrole zbog
prisustva infekcije (Collins 2001).

Medutim, u regionima jugoistocne Engleske 1 Velsa, uprkos primeni tri razlicite
strategije u kontroli brojnosti jazavaca, broj novootkrivenih tuberkuloznih zapata
goveda postojano se uvecavao od 1986 god. (de la Rua-Domenech i sar., 2006a).
Terapija obolelih grla ne sprovodi se nigde u svetu, medutim postoje oskudni podaci, da
su Zivotinje za koje je procenjeno da predstavljaju znacajan genetski potencijal tretirane
izoniazidom (Cousins 2001). Takode, Parreiras i sar. (2004), navode da se u Brazilu u
pojedinim regionima, nelegalno primenjuje terapija najceS¢e kao monoterapija
izoniazidom. Problem predstavlja ¢injenica da leCene Zivotinje ostaju tuberkulin
pozitivne, a terapija ne mora biti uspesna, dok upotreba samo jednog antituberkuloznog
leka moze dovesti do pojave rezistencije.

Strategija kontrole tuberkuloze goveda zasnovana na redovnom testiranju i
uklanjanju pozitivnih jedinki koja je suStina svih programa eradikacije u visoko
industrijalizovanim zemljama, teSko je primenjiva u zemljama u razvoju. Razlozi su
mnogostruki, u vecini slucajeva radi se o0 nedostatku sredstava, ne postojanju
veterinarsko-sanitarne infrastrukture, ali negde su u pitanju i politicka nestabilnost ili
socio-kulturolos$ko neprihvatanje metoda kontrole. Stoga, manje od polovine drZzava
Afrike, Azije i Juzne Amerike ima nacionalne programe kontrole tuberkuloze
zasnovane na testiranju i obaveznom klanju inficiranih grla (Cosivi i sar., 1998). U
takvim slucajevima prikladnija bi bila implementacija alternativne strategije, koja bi
ukljucivala nadzor u klanicama sa pra¢enjem inficiranih grla do zapata iz kojih poticu,
ograniCavanje kretanja grla iz takvih zapata uz testiranje svih grla u njima i uklanjanje
inficiranih jedinki. Sirenje infekcije moglo bi biti redukovano edukacijom i
informisanjem stanovniStva, poboljSanjem higijensko-sanitarnin mera, obaveznom
pasterizacijom mleka i vakcinacijom novorodencadi i odraslih BCG vakcinom. lako su

podaci o prevalenciji bovine tuberkuloze u zemljama u razvoju oskudni, po svemu
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sudeci velika je verovatnoca da ¢e problem tuberkuloze u zapatima goveda i posledi¢no
zoonozna tuberkuloza ljudi nastaviti da predstavlja znacajnu pretnju javnom zdravlju
(Moda i sar., 1996). Postojanje velikog broja rezervoara za odrzavanje M.bovis i
M.caprae sa kojih se infekcija ponovo S$iri na goveda, kao i intenzivan razvoj
meduregionalne i medunarodne trgovine, koji pospesuju Sirenje infekcije, uticali su da
se obnovi interesovanje za potencijalnu upotrebu vakcina u imunoprofilaksi tuberkuloze
goveda (Waters 1 sar.,2012).Vakcinacija domacih zivotinja je jedna od mogucih opcija u
visokorazvijenim zemljama, kao $to su npr. Velika Britanija, Irska i Novi Zeland u
kojima divlje Zzivotinje predstavljaju znacajan rezervoar M.bovis. Razvoj visoko
efikasne vakcine, smatra se najboljom dugoronom strategijom za suzbijanje
tuberkuloze goveda u Velikoj Britaniji (Krebs i sar. 1997), dok u zemljama u razvoju
efikasna vakcina za domace ili divllje Zivotinje rezervoare moze biti jedino reSenje za
kontrolu tuberkuloze goveda (Wedlock i sar. 2002). Veliki broj vakcina za kontrolu
tuberkuloze goveda ispitivan je kako na laboratorijskim zivotinjama, tako i na ciljnim
vrstama. Zive atenuirane vakcine indukuju snazan éelijski imunoloski odgovor, i imaju
prednost posto je najéeiée dovoljna samo jedna doza. Zive vakcine ukljuéuju BCG,
genetski modifikovanu BCG, ili vakcine sacinjene od avirulentnih mikobakterija iz M.
tuberculosis kompleksa, dobijenih inaktivacijom gena nosioca virulencije (Collins,
2001). Prvobitna ispitivanja BCG vakcine na govedima u terenskim uslovima nisu dala
zadovoljavajuce rezultate. Do neuspeha je doSlo usled nekoliko mogucih faktora, a
jedan je koris¢enje visokih doza BCG (10%-10'° CFU), §to je potvrdeno prilikom
kasnijih istrazivanja kada je ustanovljeno da nize doze efikasnije stimuliSu protektivni
¢elijski imunitet (Wedlock i sar. 2000). Takode, vakcinacija je sprovodena u regionima
sa visokom prevalencijom tuberkuloze goveda, §to ostavlja moguénost da su mnoge
jedinke ve¢ bile inficirane pre imunizacije. LoSa strana primene BCG vakcine je da
vakcinisana goveda najces¢e daju pozitivnu reakciju na tuberkulinskom testu.
Inaktivisana vakcina proizvedena od M. vaccae, za koju postoji interesovanje u
imunoprofilaksi ljudi, kod goveda ne dovodi do razvoja protektivnog imuniteta (Buddle
I sar., 1999). lako se ¢ine veliki napori, da se primenom razli¢itih metoda genetskog
inZenjeringa modifikuje BCG vakcina, dosad nije bilo vec¢ih uspeha prilikom testiranja
na laboratorijskim Zivotinjama. Izuzetak je rekombinantna BCG vakcina u kojoj je

prisutan 30-kDa glavni sekretorni protein M.tuberculosis, i1 indukuje snazniji
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protektivni imunitet u odnosu na klasicnu BCG vakcinu (Horwitz i sar.,2000). BCG
vakcina indukuje odredeni nivo zaStite protiv tuberkuloze goveda, ali je on veoma
varijabilan, a sa druge strane, vakcinacija onemogucuje strategiju kontrole bolesti
zasnovanu na intradermalnoj tuberkulinizaciji i uklanjanju pozitivnih grla. Medutim,
iako do sada nije ustanovljen pojedinacno efikasniji nacin profilakticke zaStite u odnosu
na BCG, upotreba BCG vakcine u kombinaciji sa subjedini¢nim vakcinama, vektorskim
ili DNK vakcinama pokazala je bolji nivo zaStite u odnosu na samostalnu primenu
(Buddle i sar.,2001).

Ispitivanja efikasnosti BCG vakcine na divljim zivotinjama (oposum, jelen,
lasica, jazavac), primenom razli¢itih metoda aplikacije dala su ohrabrujucée rezultate i
radi se na formulisanju strategije vakcinacije divljaci u cilju kontrole infekcije. Ostaje
ipak da se razresi niz tehnickih problema vezanih za proizvodnju i distribuciju vakcine u
obliku mamaka (Wedlock i sar. 2002). Vakcinacija divlja¢i primarno se vrsi
distribucijom mamaka sa imunoprofilaktickim sredstvom za peroralno unosenje, mada
se u pojedinim delovima Engleske primenjuje i parenteralna vakcinacija jazavaca
(Sheridan 2011). Nedavna eksperimentalna ispitivanja na govedima pokazala su da
subjedini¢ne vakcine mogu pojacati imunitet izazvan prethodnom primenom BCG
vakcina, tako da imunoloski odgovor zasnovan na aktivaciji memorijskih T-¢elija ima
protektivni efekat nakon eksperimentalne infekcije. Pokazalo se da je BCG vakcina
najefikasnija kada se aplikuje teladima u neonatalnom periodu, a primenom DIVA
(eng.differentiation of infected from vaccinated animals) vakcina moguce je razlikovati
vakcinisane od inficiranih Zivotinja primenom razli¢itih in vivo i in vitro metoda
(Waters i sar. 2012). Alternativni pristup u imunoprofilaksi tuberkuloze ljudi i Zivotinja
u fokus paznje stavlja upotrebu proteinskih antigena koje sintetiSsu mikobakterije. U
ovom tipu vakcina koristi se ultrafiltrat proteina proizvedenih od kulture mikobakterija
(CFP-culture filtrate protein), bilo kao pojedina¢nih ili mesavine razli¢itih proteinskih
derivata, ili pak peptida T-celijskih epitopa suspendovanih u odgovaraju¢em adjuvansu.
Eksperimenti vrSeni na miSevima i zamorcima koji su imunizovani CFP vakcinama
pokazali su visok stepen zastite pri vestackoj aerogenoj infekciji (Baldwin i sar., 1998).
CFP vakcina proizvedena na kulturi M.bovis snazno je indukovala sintezu antitela kod
vakcinisanih goveda, ali slabu produkciju antigen specificnog y-IFN. Kod

eksperimentalno inficiranih goveda ova vakcina dovela je do smanjenja nastanka
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tuberkuloznih lezija na plu¢ima, iako u manjoj meri nego BCG. Medutim, kod goveda
koja su vakcinisana CFP vakcinom, zapaZena je veca prevalencija pojave ekstra-
pulmonalnih tuberkuloznih lezija u odnosu na nevakcinisana ili BCG vakcinisa goveda
(Wedlock i sar. 2000). Primena CFP vakcine nije dovela do senzibilizacije Zivotinja na
tuberkulin, ali za uspe$nu zaStitu verovatno je neophodna viSestruka aplikacija
subjedini¢ne vakcine i adekvatan adjuvans za ciljanu zivotinjsku vrstu. U poslednje
vreme radi se na razvoju DNK vakcine i dosad dobijeni rezultati na laboratorijskim
Zivotinjama ohrabruju (Baldwin i sar., 1998). Vakcine za ljude koje prolaze kroz
klinicka ispitivanja ukljucuju zive vakcine sa atenuiranim mikobakterijama, a razvijene
su da zamene klasicne BCG vakcine, i subjedinicne vakcine za pojacavanje
imunoloskog odgovora na aplikovanu BCG. Subjedini¢ne vakcine na virusnim
nosaCima Ag85A, takode pojacavaju imunitet goveda posle BCG vakcinacije i mogu
biti primenjene u buduénosti (Waters i sar. 2012). U cilju povecanja specifi¢nosti i
osetljivosti dijagnostickih testova za utvrdivanje infekcije kod Zzivih goveda,
identifikovan je Citav niz proteinskih 1 drugih mikobakterijskih antigena. ESAT 6
sekretorni antigen male molekulske tezine, kojeg proizvode M.tuberculosis i M.bovis,
ali ne i BCG pokazao se kao veoma koristan u dijagnostici BTB uz primenu y-IFN testa
(Schiller i sar.,2010b) i o¢ekuje se da u velikoj meri poveéa specifi¢nost pri retestiranju
tuberkulin pozitivnih grla, a da pri tome ne uti¢e na bitnije smanjenje osetljivosti.
Razvoj dijagnostickih testova koji ¢e moc¢i da razlikuju inficirane od vakcinisanih
zivotinja neophodan je preduslov za primenu DIVA vakcina u imunoprofilaksi
tuberkuloze goveda, $to bi omogucilo da se nastavi sa strategijom testiranja 1 uklanjanja
inficiranih grla paralelno sa vakcinacijom (Wedlock i sar. 2002). Napor uloZen tokom
decenija borbe sa uzro¢nikom tuberkuloze, upotrebom BCG vakcina i1 razlicitih
hemoterapeutskih agenasa ocigledno nije doneo zeljene rezultate. Potrebna je nova
strategija, a viSestrani pristup uzro¢niku oboljenja M.tuberculosis i Sirokom spektru
njegovih interakcija sa organizmom domacina, daje bolji uvid u biologiju
mikroorganizma i stvara osnovu za razvoj novih terapeutskih sredstava (Chandra i sar.,
2011).
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2.6. DIJAGNOSTIKA TUBERKULOZE

Najcesce primenjivane dijagnosti¢ke metode i testovi za otkrivanje tuberkuloze
goveda zasnivaju se na c¢elijskom imunoloskom odgovoru Kkoji nastaje prilikom
izlaganja zivotinje antigenima M. bovis. Dijagnosticki testovi koji u osnovi imaju
ispitivanje celijskog imunoloskog odgovora su: intradermalna tuberkulinizacija,
komparativna intradermalna tuberkulinizacija i gama interferon test. Testovi kashe
preosetljivosti imaju prednost u ranoj detekciji tuberkuloze, jer se ¢elijski imunoloski
odgovor na antigene M. bovis pojavljuje u ranim stadijumima infekcije u odnosu na
humoralni (de la Rua-Domenech i sar., 2006a). Postavljanje pravovremene i tacne
dijagnoze tuberkuloze goveda, uprkos zna¢ajnom razvoju i pojavi novih dijagnostickih
metoda i testova, jo§ uvek predstavlja veliki izazov, usled postoje¢ih ograni¢enja u
pogledu njihove osetljivosti i specificnosti, ali i sloZenosti imunoloske reakcije
makroorganizma na infekciju (Bezos i sar., 2014a).

Za kontrolu 1 eradikaciju tuberkuloze goveda, ali i drugih vrsta Zivotinja od
klju¢ne je vaznosti postavljanje tacne dijagnoze i brzo uklanjanje inficiranih zZivotinja.
Infekcija goveda uzro¢nikom tuberkuloze M. bovis najcesc¢e je hroni¢nog toka i dugo
vremena ostaje prikrivena u subklini¢koj formi (de la Rua-Domenech, 2006a). Pri tome
je vazno imati u vidu da inficirana goveda izlu€uju uzro¢nika dugo pre pojave prvih
klini¢kih simtoma ili lezija karakteristiénih za tuberkulozu. Cak i kada su prisutni
Klinicki vidljivi simptomi, oni nisu patognomoni¢ni, pa se efikasna kontrola i suzbijanje
tuberkuloze prvenstveno zasniva na otkrivanju i identifikaciji inficiranih grla u ranom
stadijumu, primenom osetljivih imunodijagnosti¢kih testova (Collins 2006). Savremeni
programi eradikacije tuberkuloze goveda, uglavnom se zasnivaju na dijagnostickom
ispitivanju celokupne populacije goveda, najceS¢e intradermalnom tuberkulinskom
probom i obaveznom uklanjanju pozitivnih reaktora (Bezos i sar., 2014a). lako se
dijagnostika veéine zaraznih i infektivnih bolesti zasniva na ispitivanju humoralnog
imunoloskog odgovora, kod tuberkuloze se merljiv titar antitela pojavljuje tek u
stadijumu znatno uznapredovale infekcije ili pri infekciji visokim dozama uzro¢nika
(Welsh i sar., 2005).

Infekcija uzro¢nikom tuberkuloze goveda prvenstveno dovodi do aktivacije celijski

posredovanog imuniteta tokom rane i srednje faze bolesti u ¢emu najznacajniju ulogu
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imaju Thl limfociti. Iz tih razloga glavne dijagnostic¢ke tehnike koje su u upotrebi §irom
sveta, intradermalna tuberkulinizacija 1 y-IFN test zasnivaju se na detekciji Celijski
posredovanog imunoloskog odgovora (Casal i sar., 2015).

Goveda razvijaju efikasan celijski posredovani imunoloski odgovor koji omogucuje
kontrolu infekcije u lokalizovanim Zzaristima tokom dugog perioda. S druge strane,
humoralni imunitet i sinteza antitela nisu izrazeni (Wedlock i sar., 2002). Smatra se da
je visok nivo cirkuliSu¢ih antitela povezan sa nemoguc¢noscu imunoloskog sistema da
ograni¢i infekciju 1 spre¢i razmnozavanje mikobakterija §to neminovno vodi
diseminaciji i progresiji oboljenja (Wood i Jones 2001). Zato u dijagnostici tuberkuloze
na zivim govedima znacajniju ulogu imaju testovi zasnovani na ispitivanju ¢elijskog
imuniteta. Pored toga smatra se i da poseduju vecu osetljivost u odnosu na do danas
poznate testove kojima se utvrduje prisustvo specificnih antitela. Dva testa koja su
zvani¢no odobrena u EU za dijagnostiku tuberkuloze goveda zasnivaju se na ispitivanju
¢elijskog imuniteta. To su in vivo intradermalna tuberkulinizacija i in vitro gama
interferon test. U zemljama u kojima se vrSi kontrola i iskorenjivanje tuberkuloze
goveda, rutinski nadzor sprovodi se jednom od varijanti intradermalnog tuberkulinskog
testa, koji se oznaCava jo§S 1 kao ,kozni test (Caffrey, 1994; Tweedle 1
Livingstone,1994). Intradermalni tuberkulinski test predstavlja medunarodni standard u
ante mortem dijagnostici tuberkuloze goveda, preporucen 1 priznat od strane OIE 1
Evropske komisije kao primarni test za dijagnostiku tuberkuloze goveda (Karolemeas i
sar., 2012). U principu ovaj test se pokazao pouzdanim u identifikaciji inficiranih
goveda, pa iako daleko od savrSenog, jo§ od vremena Kohovog otkri¢a tuberkulina, do
danas nije zamenjen boljim dijagnostickim metodom za masovno ispitivanje goveda
(Kaufmann i Shaible, 2005). Postoji ¢itav niz faktora koji mogu uticati na osetljivost i
specifi¢nost tuberkulinskog testa i umanjiti moguc¢nost pravilne identifikacije inficiranih
jedinki (osetljivost) ili uzrokovati pojavu lazno pozitivnih jedinki (smanjena
specificnost). Usled toga pojavila se potreba za razvojem niza dopunskih testova sa
ciljem da se poveca sigurnost u dijagnostici tuberkuloze goveda (de la Rua-Domenech i
sar., 2006a). Jedan od ovih dijagnostickih testova je y-IFN test, koji je razvijen kao
dopuna intradermalnom testu sa ciljem, poboljSanja ukupne verovatnoce otkrivanja
tuberkuloznih grla (osetljivost) u regionima ili unutar zapata sa visokom prevalencije

infekcije, kao i da poveca specificnost dijagnostickog testiranja u poslednjim fazama
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procesa iskorenjivanja tuberkuloze, u regionima sa niskom incidencijom infekcije ili
oblastima sa dokazanom nespecificnom senzibilizacijom goveda. Medutim, ¢ak ni
paralelnom upotrebom tuberkulinskog testa i y-IFN testa ne osigurava se 100%
osetljivost (Schiller i sar., 2010b). Seroloski testovi mogu pomoc¢i u otkrivanju
inficiranih Zivotinja koje nisu reagovale na testovima kasne preosetljivosti (Pollock i
sar., 2001).

Zapravo, ni jedan in vitro odnosno laboratorijski test u ovom trenutku ne moze
biti pouzdana "cost-effective” alternativa intradermalnoj tuberkulinizaciji koja i dalje
predstavlja temelj rutinske dijagnostike tuberkuloze goveda, drugih farmskih zivotinja,

pai coveka (Bezos i sar. 2014a).

2.6.1. Intradermalni tuberkulinski test

Dijagnosticka metoda intradermalne tuberkulinizacije zasniva se na principu
stimulisanja reakcije kasne preosetljivosti putem aplikovanja tuberkulina u kozu
zivotinje (Coad i sar., 2010). Tuberkulin predstavlja protein, dobijen ekstrakcijom
pomocu glicerola iz supernatanta kultura mikobakterija u tecnoj podlozi. Tokom
decenija, prvobitni Kohov tuberkulin je pre¢iS€avan razli¢itim metodama, sve dok
konacno nije zamenjen savremenim purifikovanim proteinskim derivatom tuberkulina
(PPD). Bovini tuberkulin PPD koji se danas upotrebljava Sirom sveta za dijagnostiku
tuberkuloze goveda, pripremljen je od soja AN5 M. bovis terenskog izolata iz Engleske,
koji je prilagoden za optimalni rast u in vitro uslovima (Inwald i sar.,2003; Schiller i
sar., 2010a), a avijarni PPD od sojeva M.avium D4ER ili TB56. Danasnji tuberkulin
PPD predstavlja meSavinu malih proteinskih frakcija rastvorljivih u vodi, dok su neke
nespecifi¢ne komponente Kohovog tuberkulina uklonjene (Good i Duignan, 2011).

Kada se bovini tuberkulin ubrizga u kozu neinficirane zivotinje ne dolazi do
znacajnijeg lokalnog inflamatornog odgovora. Sa druge strane ako se tuberkulin
aplikuje zivotinji ¢iji je imunoloski sistem ranije bio senzibilisan infekcijom sa M. bovis
ili izlozen mikroorganizmima ¢iji antigeni daju unakrsnu reakciju, dolazi do zapaljenske
reakcije, eksudacije i otoka koji su najintenzivniji 48-72h posle injekcije a nakon toga
se brzo povlace (Francis i sar., 1958; Bezos i sar. 2014a). Dominantna komponenta
imunoloskog odgovora kod goveda inficiranih sa M. bovis zasnovana je na celijski

posredovanom imunitetu, pri ¢emu najznacajniju ulogu imaju T-limfociti (Waters i sar.,
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2014). Reakcija kasne preosetljivosti na aplikovani PPD tuberkulin odvija se
posredstvom senzibilisanih T-¢elija, i potrebno je da prode par nedelja od infekcije dok
organizam razvije ovaj tip imunoloskog odgovora (Thorns 1 Morris 1983).

Prema definisanoj proceduri intradermalna tuberkulinizacija se vrsi tako, §to se
na prethodno o$iSanom i oc¢iS¢éenom mestu aplikacije, izmeri debljina koznog nabora, a
zatim se u kozu ubrizga tuberkulin. Za ovu svrhu mogu se koristiti razli¢iti tipovi
Spriceva, ali najces¢e koris¢eni su McLintock i Dermojet, a razlika je u tome Sto ovi
poslednji ne sadrze iglu, nego se tuberkulin u kozu ubacuje pod visokim pritiskom (100
bara). Malo izbo¢enje na kozi nalik zrnu pirin¢a koje se moze palpirati, potvrda je
pravilno izvedene tuberkulinizacije (de la Rua-Domenech i sar., 2006a). Nakon otprilike
72 (+4) casa od aplikacije, mesto na kojem je ubrizgan tuberkulin se pregleda
adspekcijom i palpacijom da bi se ustanovili znaci lokalne zapaljenske reakcije.To je
tzv.pojedinac¢na intradermalna proba (eng. single intradermal test SIT) pri kojoj se
tuberkulin obi¢no aplikuje u kozu srednje tre¢ine vrata (Evropske drzave) ili u kozni
nabor repa (SAD, Kanada, Novi Zeland) (Monaghan i sar., 1994). Pre aplikacije
tuberkulina neophodno je izmeriti debljinu koznog nabora kutimetrom, da bi se ista
mogla uporediti sa debljinom nakon 72 ¢asa od tuberkulinske probe. Najbolje je da oba
merenja obavi isti veterinar (Bezos i sar., 2014a). Kada se tuberkulinski test izvodi kao
pojedinacni komparativni intradermalni cervikalni test (eng. single intradermal
comparative cervical test SICCT), simultano se u kozu aplikuju bovini i avijarni
tuberkulin, jedan sa leve a drugi sa desne strane vrata. Tumacenje tuberkulinske reakcije
zasniva se na ¢injenici da goveda koja su inficirana vrstom M. bovis daju izrazeniju
reakciju na bovini tuberkulin, dok sa druge strane, zZivotinje inficirane drugim vrstama
mikobakterija imaju tendenciju da jace reaguju na avijarni tuberkulin (Coad i sar.,
2010). Primenom ovakvog nacina tuberkulinizacije omoguceno je razlikovanje zivotinja
koje su inficirane vrstom M. bovis od onih senzibilisanih mikobakterijama iz M.avium
complex-a ili nepatogenim ambijentalnim mikobakterijama (Monaghan i sar., 1994). Za
koji ¢e se tip tuberkulinizacije odluciti prilikom kontrole i suzbijanja tuberkuloze
goveda, u nekom regionu, zavisi od prevalencije tuberkuloze i stepena izlozenosti
goveda nepatogenim ambijentalnim mikobakterijama koje mogu dovesti do
senzibilizacije 1 pojave lazno pozitivnih rezultata. U drZzavama kao Sto su SAD, Novi

Zeland, Kanada i Australija, rutinska dijagnostika tuberkuloze goveda vrsi se primenom
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pojedinac¢nog intradermalnog tuberkulinskog testa, pri ¢emu se tuberkulin aplikuje u
repni nabor (Cousins i sar., 2001). Medutim, u kontinentalnoj Evropi i vecini drugih
drzava u svetu cervikalni tuberkulinski test je primarni metod za dijagnostiku
tuberkuloze goveda bilo za individualnu ili masovnu kontrolu (de Vos i sar., 2015).
Prema Schiller i sar., (2010b) koza u predelu vrata je znatno osetljivija u odnosu na
kozu repnog nabora u pogledu reakcije na tuberkulin, pa su u drugom slucaju potrebne
veée doze PPD-tuberkulina. Ipak, maksimalna koli¢ina koja se aplikuje ne treba da
prede 0,2 ml rastvora koji sadrzi minimalno 20001U bovinog i avijarnog PPD (Bezos i
sar., 2014a). Prema Good i Duignan-u (2011), u praksi je veoma vazno pravilno
odabrati deo vrata za intradermalnu aplikaciju PPD tuberkulina, a kao najpogodiji
navode srednji deo vrata u dorzalnoj tre¢ini. Drzave koje nisu zvani¢no slobodne od
tuberkuloze goveda, u zavisnosti od epizootioloskih pokazatelja koriste pojedinacni
intradermalni test (SIT) ili pojedina¢ni komparativni test (SICT) kao osnovne
dijagnosticke metode u programu eradikacije tuberkuloze. Tako recimo SIT je primarni
dijagnosti¢ki metod u Spaniji, Italiji, Hrvatskoj i Srbiji, dok se SICT koristi u Engleskoj,
Irskoj i Portugaliji (Eradication, Control and Monitoring Programmes, European
Commission; http://ec.europa.eu/food/animal/diseases/index_en.htm).

U veéini drzava se pojedinaéni komparativni cervikalni test (SICCT) koristi kao
dodatni test prilikom retuberkulinizacije grla koja su dala pozitivnu, sumnjivu ili
reakciju koju nije moguée sa sigurno$¢u protumaciti prilikom primarne
tuberkulinizacije (Tweedle i Livingstone 1994). U Velikoj Britaniji i Irskoj SICCT je u
upotrebi i kao rutinski test za masovnu kontrolu, ali i kao potvrdni test za sumnjiva grla
ili zapate koji su oznaceni kao rizi¢ni za pojavu tuberkuloze goveda. U Republici Irskoj
1 Severnoj Irskoj svi zapati goveda rutinski se testiraju jedanput godi$nje, dok se u
ostalim delovima Velike Britanije dijagnosticko ispitivanje vrsi na svakih 12, 24 ili 48
meseci u zavisnosti od epizootioloske situacije (de la Rua-Domenech i sar., 2006a).
Leslie i sar., (1975) su nakon opseznih terenskih ispitivanja SICCT metodom tada
novog Weybridge bovinog PPD tuberkulina (1,0 mg/ml) i avijarnog PPD tuberkulina
(0,5 mg/ml) na 10.305 goveda iz 179 razliCitih zapata postavili osnovna pravila u
tumacenju reakcije 1 nacinu doziranja tuberkulina koja su i danas na snazi. Prema

njihovoj Semi u slucaju da se pozitivna reakcija na tuberkulin potvrdi nakon klanja
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tuberkulinizacije u takvim zapatima odvijaju se po ,,poostrenom® kriterijumu. Ovo u
praksi znaci da se snizava grani¢na (cut off) vrednost reakcije iznad koje se zivotinja
oznacava kao pozitivna na tuberkulozu. Iako se na taj na¢in povecava osetljivost SICCT
testa preko ,,standarne®, ovako ,,pooStrenu® interpretaciju rezultata testa ne treba
koristiti u rutinskom nadzoru zbog smanjene specifi¢nosti, Sto moze dovesti do
neopravdano velikog broja sumnjivih i lazno pozitivnih grla i zapata (de la Rua-
Domenech i sar., 2006a).

Specificnost i osetljivost intradermalnog tuberkulinskog testa u velikoj meri zavise od
niza faktora a neki od najznacajnijih su stadijum i tezina infekcije, izloZenost
mikroorganizmima koji daju unakrsnu reakciju i imunoloska reaktivnost samog
makroorganizma (Norby i sar., 2004; Schiller i sar.,2010a). Good i Duignan (2011),
smatraju da su koncentracija i potencija tuberkulina od presudnog znacaja za ishod
intradermalne tuberkulinske probe, pri ¢emu ukazuju na znacajnu razliku u broju
pozitivnih reakcija pri upotrebi tuberkulina visoke i niske koncentracije. Danas je
proizvodnja PPD tuberkulina u Evropskoj Uniji standardizovana i regulisana razli¢itim
Direktivama, a kontrolu vrsi Evropska referentna laboratorija za tuberkulozu goveda
(Bezos i sar., 2014a). Smatra se da je bovini tuberkulin prihvatljivog kvaliteta ukoliko
ima koncentraciju od minimum 2000IU u jednoj dozi, a ustanovljena potencija je
1izmedu 66-150% od one koju deklariSe proizvodac. Veliki broj razli¢itih ¢inilaca moze
dovesti do pojave lazno negativne reakcije pri tuberkulinizaciji. De la Rua- Domenech i
sar., (2006a) navode da do pojave lazno negativnih rezultata moze do¢i usled delovanja
vecéeg broja faktora, od kojih neki zavise od same zivotinje kao $to su: desenzibilizacija
u slucaju kada je Zivotinja podvrgnuta retuberkulinizaciji prerano nakon prvobitne
tuberkulinizacije, nereaktivnost tokom prealergijskog perioda (kada je test raden suvise
rano posle infekcije), anergija (usled generalizovane infekcije ili imunoloske
iscrpljenosti Zivotinje), koinfekcija ili ranija izloZzenost 1 senzibilizacija sa nepatogenim
ambijentalnim mikobakterijama koje su prisutne u hranivima, vodi, prostirci ili
ambijentu staja u kojima se drze goveda (npr. Mycobacterium intracellulare complex)
Sto dovodi do hipersenzibilizacije na avijarni tuberkulin pri izvodenju SICCT ili gama
interferon testa, prethodna primena imunosupresivnih lekova (npr.kortikosteroida),
koinfekcija sa imunosupresivhim virusima (BVD 1 moZzda virus bovine

imunodeficijencije) pothranjenost, izloZenost zivotinje razli¢itim stresogenim faktorima.
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Drugu grupu faktora ¢ine nepravilnosti vezane za koriS¢eni tuberkulin: (istekao rok,
nepravilno skladisten tuberkulin, preduga izloZenost svetlu i toploti, greske u
proizvodnji tuberkulina, neadekvatan soj M.bovis, neadekvatna kalibracija Sarze itd.).
Tre¢u grupu faktora Cine oni vezani za greSke pri aplikaciji (ubrizgavanje nedovoljne
koli¢ine tuberkulina, supkutana aplikacija, zamena mesta aplikacije tuberkulina A i B),
ocitavanju reakcije (prerano ili prekasno, van propisanog okvira 72 +6h, namerno ili
nenamerno pogre$no tumacenje reakcije) i greSke u evidentiranju pozitivnih Zivotinja 1
belezenju dobijenih rezultata. Sa druge strane koinfekcija ili prethodna izlozenost
goveda nepatogenim mikobakterijama, moze dovesti do pojave lazno pozitivnih reakcija
usled antigenske podudarnosti i unakrsne imunoloske reakcije (Humblet i sar., 2011).

Gormley i sar., (2004) navode da su neke jedinke mozda konstitucijski nesposobne da
razviju merljiv Celijski posredovani imunoloski odgovor na stimulaciju tuberkulinom.
Preosetljivost na tuberkulin obi¢no se razvija 1-9 nedelja nakon infekcije uzro¢nikom
M.bovis, u zavisnosti od konstitucije zivotinje i faktora vezanih za izvodenje samog
testa (Schiller i sar., 2010a), ali za vecinu zivotinja puni imunolo$ki odgovor nastaje
izmedu 3 1 6 nedelje posle infekcije. Morrison 1 sar., (2000) ukazuju da se duzina
utvrdenog prealergijskog perioda ustanovljena u istraZivanjima vrSenim pocetkom
dvadesetog veka, odnosi na infekciju izuzetno visokim dozama uzro¢nika, §to se u
prirodi retko deSava, kao i na upotrebu zastarele formulacije tuberkulina. Ipak i novija
eksperimentalna ispitivanja su pokazala da se kod teladi intranazalno inficirane sa 10*
CFU M.bovis merljiva hiperalergijska reakcija na SICCT testu (standardno tumacenje)
razvija nakon tri nedelje. Istrazivanja u Velikoj Britaniji koja je tokom 2005-e, vrSio
Dean sa saradnicima, nisu potvrdila korelaciju izmedu visine infektivne doze M. bovis
kojoj su goveda bila izlozena i intervala koji je neophodan za razvoj tuberkulinske
reakcije. Generalizovana infekcija u poodmaklom stadijumu moZe dovesti Zivotinju u
stanje anergije na tuberkulin. Sli¢no dejstvo ima i prolongiran ili intenzivan stres kojem
je zivotinja izlozena (Pollock i Neil, 2002). Prema nalazima Monaghan-a i sar., (1994)
krave koje su se telile 4-6 nedelja pre izvodenja tuberkulinizacije mogu biti privremeno
anergicne. Izlozenost zivotinje kortikosteroidima u terapijske ili eksperimentalne svrhe
moze u velikoj meri da utie kod inficiranih grla na redukciju intenziteta tuberkulinske
reakcije. Koinfekcija virusima koji deluju imunosupresivno, slabe¢i aktivnost limfocita i

makrofaga (npr. BVDV), moze imati prolazan negativni uticaj na dijagnostcke testove
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za tuberkulozu (Charleston i sar., 2001). Uticaj pothranjenosti na slabljenje ¢éelijskog
imuniteta kod laboratorijskih Zivotinja i ljudi dokazan je veé¢im brojem ispitivanja
(Monaghan i sar., 1994). Posle intradermalne tuberkulinske probe, inficirana goveda
neko vreme imaju smanjenu reaktivnost na ponovnu tuberkulinizaciju. Ovaj fenomen
poznat je kao desenzibilizacija i moze dovesti do neuspeha u pravilnoj identifikaciji
eksperimentalno ili prirodno inficiranih goveda. Supresivni efekat najjace je izraZzen u
prvoj nedelji nakon tuberkulinizacije (Doherty i sar., 1995; Bezos i sar., 2014a).
Mehanizam nastanka desenzibilizacije nije u potpunosti objasnjen, ali puna reaktivnost
vraca se po isteku 60 dana od primarne tuberkulinizacije (Thom i sar.,2004). Da bi se
izbegao efekat desenzibilizacije, protokol tuberkulinizacije predvida da izmedu dve
uzastopne kozne probe minimalni interval mora biti 42 dana. Istrazivanja drugih autora
(Costello i sar., 1997) ukazuju da ucestale tuberkulinizacije koje se vrSe u hroni¢no
inficiranim zapatima nemaju znacajniji uticaj na desenzibilizaciju goveda, a Thom i
sar.,(2004) navode da ponovljene tuberkulinizacije teladi pre i posle eksperimentalne
infekcije sa M. bovis ne ugrozavaju znacajnije osetljivost testa. U Velikoj Britaniji
retuberkulinizacija se vr$i nakon isteka 60 dana u hroni¢no inficiranim zapatima, pri
nejasnim ili sumnjivim reakcijama $to predstavlja racionalan okvir za prevazilazenje
problema desenzibilizacije i sporog razvoja preosetljivosti na tuberkulin (de la Rua-
Domenech 1 sar., 2006a). Kada se tumacenje tuberkulinske reakcije radi po kriterijumu
standardne interpretacije SICCT, moguce je da promaknu jedinke koje su koinficirane
mikobakterijama iz kompleksa M.avium-intracellulare pa intenzivnije reaguju na
avijarni tuberkulin u odnosu na bovini. Istovremena eksperimentalna infekcija teladi sa
M. bovis i M.avium u velikoj meri utiCe na standardnu interpretaciju kako rezultata
SICCT tako i y- IFN testa (Hope i sar., 2005).

U poslednje dve decenije veliki broj autora ispitivao je osetljivost i specificnost
intradermalne tuberkulinizacije pod razli¢itim epizootioloskim okolnostima, bilo da se
izvodi kao monotest sa aplikacijom u kozu repnog nabora ili kozu vrata ili kao SICCT.
Pri tome su dobijeni razli¢iti rezultati, tako da Francis i sar., (1978) navode da je
osetljivost 72,0%, Wood i sar., (1992) 68,2%, a Norby i sar., (2004), 83,3% , dok
Doherty i sar. (1995), navode da pri poostrenoj interpretaciji osetljivost testa dostize i

100%. Koza vrata pokazuje vecu osetljivost na aplikaciju tuberkulina, §to se moze
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kompenzovati ve¢om dozom kada se aplikacija vrsi u kozu repnog nabora (Schiller i
sar. 2010a).

Razli¢ite performanse pri izvodenju intradermalnog tuberkulinskog testa
dobijene prilikom istrazivanja Sirom sveta, sazeto su predstavljene od strane de la Rua-
Domenech i sar., (2006a) i VVordermeier i sar., (2006): specifi¢nost SIT krece se od
75,5-96,8%, a osetljivost 80-91%, a za SICCT ustanovljena osetljivost kretala se u
rasponu 55,1-93,5%, dok je specifi¢nost bila od 88,8-100%. Ovako Siroka varijabilnost,
varijacije u dozi i kvalitetu tuberkulina, a na kraju i Kriterijuma za interpretaciju
reakcije. Pri nedavno sprovedenom istrazivanju u Velikoj Britaniji, pri standardnoj
interpretaciji testa i upotrebom Bajezijanovog statistickog modela, koji je ukljucivao i
podatke prikupljene nakon klanja grla negativnih na SICCT testu ustanovljena je
specificnost od 81% (Karolemeas i sar., 2012).

Nedovoljna specifi¢nost testa dovodi do pojave lazno pozitivnih jedinki, koje u
kontekstu programa suzbijanja tuberkuloze predstavljaju tzv ,nespecificne reaktore*
(NSR). Do pojave lazno pozitivnih i nespecifi¢nih reakcija moze dovesti infekcija ili
1zloZenost ¢itavom nizu razli¢itih bakterija, koje imaju sli¢nu antigensku strukturu sa
mikobakterijama uzro¢nicima tuberkuloze, i daju unakrsnu reakciju na PPD-B
tuberkulinom. Pojava nespecificnih reakcija preosetljivosti na intradermalnu
tuberkulinsku probu, kao i druge dijagnosti¢ke testove za tuberkulozu, opisana je kako
posle prirodne tako i eksperimentalne infekcije sa M. avium ssp. avium, M.avium ssp.
paratuberculosis, a procenat ovakvih reaktora u zavisnosti od drzave ili regiona moze
varirati od 0,5-10% (Schiller i sar., 2010a). Sli¢an efekat ima i imunizacija teladi
vakcinom protiv Johne-ove bolesti ili eksperimentalna vakcinacija BCG sojem M. bovis
(Vordermaier i sar., 2001), ili infekcija atipicnim mikobakterijama izolovanim iz
materijala poreklom od razli¢itih Zzivotinjskih vrsta (Hughes 1 sar., 2005).
Najintenzivnija reakcija na bovini tuberkulin prisutna je kod goveda inficiranih sa M.
bovis i M. tuberculosis (de la Rua-Domenech i sar., 2006a) ili M.caprae (Bezos i sar.,
2014a). Prilikom komparativne intradermalne tuberkulinizacije, goveda inficirana
mikobakterijama koje ne ulaze u sastav tzv. MTB-kompleksa, obi¢no intenzivnije
reaguju na avijarni tuberkulin u odnosu na bovini (Schiller i sar. 2010b; Hope, i sar.,

2005). Ovo razli¢ito reagovanje na avijarni i bovini tuberkulin ¢ini osnovu SICCT testa
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kojim se prevazilazi ve¢ina problema vezanih za pojavu nespecifi¢nih reakcija prilikom
izvodenja pojedinacne tuberkulinske probe (Bezos i sar., 2014a). Ipak, mali procenat
goveda prirodno inficiranih sa M. bovis, kod kojih su tuberkulozne promene potvrdene
post mortalno, moze razviti podjednaku ili ¢ak jacu reakciju preosetljivosti na avijarni u
odnosu na bovini tuberkulin (Lesslie i sar., 1975). Dugoro¢no, jedan od nacina da se
prevazide postoje¢i problem nespecifi¢ne senzibilizacije je zamena PPD tuberkulina
specificnim pre¢iS¢enim antigenom poreklom od M.bovis (Amadori i sar., 2002;
Schiller i sar., 2011). Upotrebom visokih doza ESAT-6 proteinske frakcije, prilikom
intradermalne tuberkulinizacije, znatno je poboljSana specificnost ali smanjena
osetljivost u odnosu na PPD tuberkulin (Flores-Villalva i sar., 2012). U toku je i
istrazivanje mogucnosti koriS¢enja infracrvene termografije (IRT), u ocitavanju
tuberkulinske reakcije na daljinu pri izvodenju SICCT.

Poseban dijagnosticki i epizootioloski problem predstavljaju grla koja su imala
pozitivnu tuberkulinsku reakciju, ali kasnije nakon Kklanja nisu ustanovljene
patomorfoloske lezije karakteristiéne za tuberkulozu, niti je izolovan uzro¢nik, tzv.
NVL (eng. non visible lesion) reaktori. Prema istrazivanjima velikog broja razli¢itih
autora (Byrne 1992; Tweedle i Livinngstone 1994; de la Rua-Domenech i sar. 2006b ) u
Velikoj Britaniji i Irskoj ovakva grla predstavljaju 50-80% od ukupnog broja pozitivnih
grla na koznom testu. IstraZivanja koja su vrsili Gonzales-Llamazares i sar., (1999)
pokazala su da od 141 goveda koja su bila pozitivha na SICCT, kod 40 jedinki posle
klanja nije izolovana M.bovis. Prema de la Rua-Domenech (2006b), ovo ostavlja lazan
utisak da je specifiCnost testa mnogo manja nego Sto je utvrdeno razli¢im terenskim
ispitivanjima 1 podriva poverenje veterinara i farmera u pouzdanost ove dijagnosticke
metode. Sumirajuéi rezultate ispitivanja veceg broja istrazivaca, on navodi da su
postmortalni pregledi koji se vrSe nakon klanja u komercijalnim klanicama, kao i
standardne bakterioloske metode za potvrdu kod obolelih jedinki znatno manje osetljive
od testa kasne preosetljivosti (¢elijski posredovanog imunoloskog odgovora na antigene
bakterija), koji registruje i subklini¢ki inficirane Zivotinje. NVL reaktori mogu biti
jedinke koje su u ranoj fazi infekcije kada su tuberkulozni granulomi previSe mali i
prisutni u neznatnom broju, pa su teSko uocljivi na pregledu posle klanja. Razvoj
tuberkuloznih promena uocljivih na post-mortem pregledu posledica je imunoloSkog

odgovora makroorganizma na kolonizaciju tkiva mikobakterijama i javlja se u kasnijim
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stadijumima infekcije. Stoga, vidljive tuberkulozne lezije ne moraju biti prisutne kod
svih goveda inficiranih sa M.bovis, a c¢ak i ako su prisutne mogu biti neznatnih
dimenzija u ranoj fazi infekcije i promaci pri rutinskom pregledu na liniji klanja
(Gormley i sar., 2004).

U drugom slucaju radi se o zivotinjama inficiranim sa M. bovis, ali bez klinickih
manifestacija oboljenja, usled sposobnosti organizma da privremeno ogranici infekciju
u latentnom stanju (Pollock i Neil, 2002). Na kraju, moze se raditi i o stvarno lazno
pozitivnim jedinkama koje su inficirane napatogenim mikobakterijama iz spoljasnje
sredine ili drugim uzro¢nicima koji daju unakrsnu reakciju sa antigenima prisutnim u
tuberkulinu (Schiller i sar., 2010a). U regionima gde se tuberkuloza goveda javlja
endemski i gde je infekcija potvrdena post mortem razli¢itim laboratorijskim metodama,
pozitivna tuberkulinska reakcija predstavlja visoko verovatan pokazatelj infekcije, i na
odredeni nacin ¢ini nebitnim, da li su prisutne lezije ili je jedinka NVL reaktor. Kako
prevalencija tuberkuloze u nekom regionu opada tako i vrednost tuberkulinskog testa
(kozna proba ili y- IFN) kao pouzdanog pokazatelja infekcije opada i pojavljuje se veci
broj pozitivnih reakcija usled nespecifi¢ne senzibilizacije (de la Rua-Domenech i sar.,
2006a). U takvim slucajevima pri retuberkulinizaciji neophodno je primeniti dodatne
odnosno pomocne testove, u cilju razjasnjavanja statusa grla sa pozitivnom ili
sumnjivom reakcijom na tuberkulinskom testu (Schiller i sar., 2010b). Prema misljenju
de la Rua-Domenech i sar., (2006a) postojanje NVL reaktora, u sustini nije problem
slabe specifi¢nosti tuberkulinskog koznog testa, nego viSe nepostojanja ,zlatnog
standarda“ u odredivanju stvarnog infektivnog statusa jedinke, kao i niske sposobnosti
pozitivnog testa, da predvidi infekciju u zapatima i regionima koji imaju nisku
prevalenciju ili su slobodni od tuberkuloze. Prema vazeéem protokolu tuberkulinizacije
u EU, u zapatima u kojima su ustanovljena goveda sa pozitivnom reakcijom na
tuberkulinskoj probi, retuberkulinizacija svih grla starijih od Sest nedelja automatski se
vrsi po isteku 60 dana, sve dok jedna ili dve uzastupne tuberkulinizacije (u zavisnosti da
li je infekcija laboratorijski potvrdena kod prethodno zaklanih pozitivnih grla) ne daju
negativne reztultate. Kontrola se nakon toga vrs$i na 6 meseci, a u slucaju negativnog
rezultata naredna na 12 meseci da bi se potom vratilo na standardni interval testiranja. U
zapatima u kojima se potvrdi prisustvo infekcije, odmah se prelazi na poostrenu

interpretaciju tuberkulinske reakcije (de la Rua-Domenech i sar., 2006a).
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Pojava tuberkuloze u nekom =zapatu smatra se potvrdenom, kada su kod
najmanje jedne pozitivne jedinke ustanovljene karakteristicne patomorfoloske promene
ili u slu¢aju NVL, ako je iz pula uzoraka limfnih ¢vorova izolovana M. bovis (de la Rua-
Domenech i sar. 2006b). Prema Aneksu B evropske Direktive 64/432/EEC, sve jedinke
koje su reagovale pozitivno na tuberkulinskom intradermalnom testu, smatraju se

inficiranim.

2.6.2. Gama interferon test (y-1FN)

Gama interferon test je in vitro test za merenje celijski posredovanog imuniteta
za koji se koristi puna, heparinisana krv goveda. Razvijen je krajem 80-tih godina
proslog veka u Australiji kao dopuna intradermalnoj tuberkulinizaciji, za primenu u
zavrsnoj fazi kampanje iskorenjivanja tuberkuloze goveda (Wood i sar., 1991; Wood i
Jones, 2001), a od 1996 preporucena je kao pomocna dijagnosticka metoda i od strane
OIE (OIE Terrestrial manual 1996). Od 1991. godine ovaj test odobren je kao zvanicni
metod za dijagnostiku tuberkuloze goveda u Australiji (Tweedle i Livingstone, 1994), a
krajem 90-tih i u Novom Zelandu. y- IFN test Bovigam (Prionics, Switzerland) Koristi
se kao dopunski test u kontroli i nadzoru tuberkuloze goveda u SAD (Bass i sar., 2013),
a predstavlja 1 jedan od dva zvani¢no odobrena testa u rutinskoj dijagnostici tuberkuloze
goveda u EU na osnovu direktive Council Directive 64/432/EEC, amended by (EC)
1226/2002 (Schiller i sar., 2011) . Ukratko, y-IFN test odvija se u dve faze, prva
zapocinje na samoj farmi gde se punkcijom vene uzima krv u vakutajnere sa heparinom,
u koli¢ini od oko 5 ml. Uzorke je potrebno §to pre dostaviti u laboratoriju, gde se vrsi
inkubiranje na 37°C male koli¢ine heparinisane krvi sa bovinim i avijarnim PPD
tuberkulinom, ili koktelom antigena, uz istovremenu inkubaciju i PBS-a koji sluzi kao
negativna kontrola, u trajanju 18-24h. Stimulacija dodatim antigenima uzrokuje
oslobadanje interferona od strane prevashodno T-limfocita. y-1IFN spada u citokine, koje
prvenstveno izlucuju senzibilisani T-limfociti, i kao glavni faktor aktivacije makrofaga
ima vaznu ulogu u odbrani organizma od infekcije mikobakterijama iz tuberkuloznog
kompleksa (Faye i sar., 2011). Posle 18-24 h inkubacije odliva se supernatant plazme
koji se izdvaja iznad nataloZenih eritrocita. U drugoj fazi testa koli¢ina nakupljenog
gama interferona u plazmi kvantitativno se odreduje upotrebom sendvi¢ ELISA testa

(Schiller i sar., 2010b). Koli¢ina sintetisanog y-IFN meri se na osnovu promene boje i
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izrazava u jedinicama opticke gustine (eng. optical density OD) (Wood i Jones, 2001).
Prema uputstvu proizvodaca, na osnovu ocitavanja opticke gustine kriterijjum za
pozitivnu reakciju, kada se stimulacija vr$i bovinim PPD (PPDDb), avijarnim PPD(PPDa)
i PBS-om (Nil) kao negativnom kontrolom je slede¢i PPDbOD — NilOD > 0.1 i
PPDbOD — PPDaOD > 0.1.

Inkubaciju je najoptimalnije raditi 8h od uzorkovanja, a najkasnije 24h od uzimanja
uzorka krvi. Potrebno je da uzorci krvi budu adekvatno uzeti, cuvani na odgovarajucoj
temperaturi (10-26 °C) i u $to kra¢em roku transportovani u laboratoriju, jer odlaganje u
obradi uzoraka znatno umanjuje osetljivost testa (Gormley i sar., 2004). Medutim,
novija ispitivanja pokazuju da odlaganje inkubacije heparinisane krvi, posle
uzorkovanja na 24h u odnosu na 8h, znatno povecava specifi¢nost metode (sa 85 na
97%), dok samo neznatno utiCe na osetljivost (smanjenje sa 96 na 90%) §to nema
statistiCkog znacaja (Schiller i sar., 2010b)

Waters i sar., (2007) ustanovili su da izlozenost uzoraka temperaturi od 37° C u
prva dva sata nakon uzorkovanja dovodi do znatnog smanjenja proizvodnje y-1FN, dok
nema velike razlike u sintezi y-IFN kada su uzorci u tom periodu skladisteni na 4°C ili
22°C. Sa druge strane, odlaganje laboratorijske faze gama interferon testa za 24h u
odnosu na 8h ima znatan negativan efekat na sintezu y-IFN pri stimulaciji M.bovis PPD
tuberkulinom, stoga autori preporucuju da se u svim fazama uzorkovanja i transporta
krvi do laboratorije posStuje hladni lanac.

Na odredeni nacin in vitro y-IFN test je veoma sli¢an in vivo SICCT testu, jer se
kod oba uporeduje razlika u celijski posredovanoj imunoloSkoj reakciji pri stimulaciji
antigenima M.bovis i M. avium (Schiller i sar., 2010b). Ve¢ nakon 1-4 nedelje post
infectionem, T-limfociti sintetiSu merljive koli¢ine y-IFN-a kada se stimuliSsu PPD
tuberkulinom. Ukoliko je jedinka inficirana sa M.avium ili nekom od ambijentalnih
mikobakterija sinteza y-IFN-a ¢e biti izrazenija kada se T-Celije inkubiraju sa avijarnim
tuberkulinom. Grla su pozitivna na tuberkulozu kada je sinteza y-IFN-a mnogo
intenzivnija nakon stimulacije bovinim tuberkulinom u odnosu na avijarni i negativnu
kontrolu. Iako proizvoda¢ definiSe tri mogucéa rezultata testa (pozitivan, negativan,
avijarni pozitivan), radi lakseg poredenja sa SICCT uvedena je i moguénost sumnjive
reakcije kada se rezultati tumace na slede¢i nacin: pozitivna reakcija B-N>0,1 1 B>A;

negativna reakcija B-N<0,05 i A-N<0,1; pozitivna reakcija na avijarni tuberkulin A-N
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>0,1 i A>B; sumnjiva reakcija 0,1 > B-N > 0,05 i B>A (Gonzales-Llamazares i
sar.,1999). Jedna od prednosti y-IFN testa je u tome Sto se kriterijumi interpretacije
mogu prilagodavati lokalnim uslovima, odnosno epizootioloskoj situaciji, prevalenciji
infekcije i fazi u kojoj se nalazi program kontrole tuberkuloze. Zato je za pravilnu
upotrebu i tumacenje rezultata y-IFN testa od presudnog znacaja prilagoditi kriterijume i
cut-off vrednosti za PPD B i PPD A lokalnoj epizootioloskoj situaciji (Faye i sar.,
2011).

Tokom dve decenije, dijagnosti¢ku vrednost gama interferon testa ispitivao je
veéi broj autora u razli¢itim zemljama i1 pod razli¢itim lokalnim epizootioloskim
uslovima. Wood i sar., (1991) u Australiji vrsili su ispitivanje na 6264 goveda i
ustanovili da osetljivost testa iznosi 81,6% a specifi¢nost 99,4%. Prema rezultatima Neil
i sar., (1994) nakon ispitivanja izvrSenih na 2799 grla u Severnoj Irskoj utvrdena
osetljivost testa je bila 84,3%, a Monaghan i sar., (1997) posle ispitivanja sprovedenih u
Republici Irskoj navode da je utvrdena osetljivost testa 87,7%. U Brazilu Lilenbaum i
sar., (1999) su ustanovili osetljivost testa od 100% i specifi¢nost 94,0%, dok Ameni i
sar., (2000) u Etiopiji nalaze da ove vrednosti za osetljivost iznose 95,5% a za
specificnost 87,7%. Gormley i sar., (2004) ustanovili su da je od 767 goveda koja su
nakon klanja oznafena kao pozitivna na tuberkulozu (prisustvo lezija i/ili izolacija
M.bovis) 460 (60%) bilo prethodno identifikovano intradermalnim komparativnim
tuberkulinskim testom (SICCT) pri standardnoj interpretaciji (pozitivna reakcija kada je
zadebljanje na mestu aplikacije bovinog tuberkulina za 4 mm veée u odnosu na
avijarni). Pri primeni pooStrenog nacina interpretacije SICCT (pri kontroli u
tuberkuloznim zapatima) za 570 grla (74%) je ustanovljena pozitivna reakcija.
Osetljivost y-IFN testa u ispitivanoj grupi Zivotinja bila je znacajno veca, jer je 679 grla
(88%) dijagnostikovano kao pozitivno. Moze se zakljuciti da se na osnovu velikog broja
istrazivanja vrSenih Sirom sveta, ustanovljena osetljivost testa krec¢e se od 73,0 do 100%
(srednja vrednost 87,6%), dok specificnost varira izmedu 85,0 i 99,6% (Schiller i sar.,
2010). Medutim, istrazivanja u SAD koja su vrsili Whipple i sar, (1995) ukazuju da je
osetljivost y-IFN testa bila od 55.4 do 94,7% u zavisnosti od Kriterijuma odnosno
metoda koji je koriS€en za interpretaciju rezultata testa.

Brojna istrazivanja koja su imala za cilj poredenje dijagnostickih performansi

intradermalnog tuberkulinskog testa i y-IFN testa, pokazala su da y-IFN ima vecu
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osetljivost, dok je specifi¢nost sli¢na ili nesto niza u odnosu na SIT, a niZza u odnosu na
specifi¢nost pri izvodenju SICCT (Bezos i sar., 2014a). Medutim, pri paralelnoj primeni
SICCT u poostrenoj interpretaciji i y-IFN testa moguénost otkrivanja tuberkuloznih
goveda je znatno veéa u odnosu na bilo koji pojedinacni test, jer y-1FN test upotrebljen
paralelno sa tuberkulinizacijom snazno doprinosi otkrivanju maksimalnog broja
inficiranih jedinki (Gormley 1 sar.,2004). Na rezultate testa u velikoj meri uticu
karakteristike populacije goveda u kojoj se vrsi ispitivanje, razlicite cut-off vrednosti
koje se uzimaju za klasifikaciju jedinke kao inficirane, kvalitet PPD tuberkulina koji se
u testu koristi kao antigen, ali i odredivanje ,,zlatnog standarda‘“ prema kome se utvrduje
stvarni infektivni status jedinke (de la Rua-Domenech i sar., 2006a). Uticaj kvaliteta i
potencije tuberkulina proizvedenog pod razli¢itim okolnostima na osetljivost y-IFN
testa ispitivali su Whipple i sar., (2001) u SAD u komparativnoj studiji koristeci
tuberkulin proizveden u Australiji i SAD. Iako su zabeleZene razlike u OD vrednostima,
konac¢na interpretacija testa je bila identi¢na. y-IFN test je osetljiv najmanje kao i kozni
tuberkulinski test, ali je njime moguée otkriti znatan broj inficiranih goveda koja se ne
dijagnostikuju rutinskom tuberkulinizacijom. Do ovoga najverovatnije dolazi usled toga
Sto je y-IFN testom moguce identifikovati goveda u ranijem stadijumu infekcije,
odnosno ve¢ 14 dana od infekcije, a 60-120 dana ranije nego SCCIT (Lilenbaum i sar.,
1999). y-IFN pozitivna goveda koja na koznom testu daju negativnu reakciju i stoga ne
budu odmah upucena na klanje, imaju 7-9 puta vecu verovatnocu da razviju pozitivnu
reakciju i na intradermalnu tuberkulinizaciju u odnosu na grla koja su y-IFN negativna i
tuberkulin negativna (Gormley i sar., 2006; Pollock i sar., 2005). Gonzales Llamazares i
sar. (1999), ustanovili su da od 171 goveda koja su bila pozitivna na y-IFN testu, i
upucena na sanitarno klanje kod 64 nije bilo potvrdeno prisustvo M.bovis. U poredenju
sa intradermalnim tuberkulinskim testom gama interferon test ima odredenih prednosti.
komparativnog tuberkulinskog testa. VVreme potrebno da protekne od infekcije do
pozitivnog odgovora na y-IFN testu (1-5 nedelja) je neznatno krace u odnosu na
tuberkulinizaciju (3-6 nedelja). Moguce je ponavljanje testa u kratkom intervalu, gotovo
bez odlaganja jer tuberkulin nije aplikovan 1 nema uticaja na imunolosku reaktivnost, 1
desenzibilizciju zivotinje (Schiller i sar., 2010b). Dalje kao prednost y-IFN testa navodi

se da nije potreban dvokratni odlazak na farmu, interpretacija testa je objektivnija i
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standardizovana jer se sva merenja obavljaju u laboratoriji, a izbegnuti su i mnogi
tehnicki problemi vezani za tuberkulinizaciju (neadekvatna oprema, greska veterinara,
mogucnost prevare).

Prethodno izvrSena intradermalna tuberkulinizacija bez obzira da li je u pitanju
cervikalna ili kaudalna aplikacija tuberkulina, ima uticaja na rezultate y-IFN testa.
Medutim, do sada objavljeni rezultati istrazivanja veceg broja autora u velikoj meri su
kontradiktorni. Prema Rothel-u i sar., (1992) prethodna tuberkulinizacija uti¢e na
sintezu y-IFN-a kod inficiranih goveda. Oni su ustanovili da OD vrednost y-IFN testa
postepeno raste izmedu 7 i 59 dana nakon kaudalnog SIT. Ryan i sar. (2000)., ispitivali
su Bovigam® test na prirodno inficiranim govedima 8 i 28 dana posle kaudalnog
pojedinacnog tuberkulinskog testa (SIT) i dosli do zakljucka da se y-IFN test moze
pouzdano Koristiti nakon 8 dana od izvrsenog SIT. U SAD Whipple i sar., (2001)
ustanovili su da SIT pojacava sintezu y-IFN-a tri dana nakon tuberkulinizacije i ovaj
efekat traje 63 dana. Pri tome vise OD vrednosti mogu se dobiti iz krvi koja je
uzorkovana 3 dana posle tuberkulinizacije i testirana nakon 24 h ¢uvanja, u odnosu na
krv koja je uzorkovana istovremeno sa SIT i odmah ispitana. Rezultati ovih istrazivanja
bili su osnov za propisivanje Protokola upotrebe Bovigam® vy-IFN testa od strane
americkog Ministarstva poljoprivrede, prema kome se retestiranje goveda moze
obavljati 3-30 dana posle kaudalnog SIT. U dve odvojene studije koje su u Republici
Irskoj sproveli Doherty i sar., (1995) i Gormley i sar., (2004) autori nisu uspeli da
dokazu znacajnu razliku u koncentraciji y-IFN nakon antigene stimulacije, prirodno
inficiranih goveda pozitivnih na koznom testu do 7 i 65 dana nakon prethodno
izvrSenog SICCT. Gormley 1 sar. (2004), navode da je moguce vrsiti y-IFN test vec
nakon tri dana od izvodenja SICCT bez uticaja na osetljivost in vitro testa. Pollock i
sar., (2005); Waters i sar., (2004); Hughes i sar.,(2005); Schiller i sar., (2010b) kao
nedostatke y-IFN testa u odnosu na kozni test navode manju specificnost, kao i
¢injenicu da mali broj inficiranih grla koja su pozitivno reagovala na koznom testu
ostaju neotkrivena pri izvodenju y-IFN testa. Uticaj tuberkulinskog testa na in vitro
sintezu y-IFN, zavisi od toga da li je tuberkulin aplikovan u sklopu komparativnog
cervikalnog tuberkulinskog testa ili tokom tuberkulinizacije u koZu repnog nabora. Kod
SICCT testa nije ustanovljen nikakav efekat na proizvodnju gama interferona, dok je

kod kaudalne aplikacije nakon nekoliko dana, ustanovljen snazan stimuliSuéi efekat
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(Schiller i sar., 2010b). Ograni¢enja u masovnoj upotrebi y-IFN testa kao rutinske
metode za dijagnostiku tuberkuloze goveda poticu od njegove relativno nize
specificnosti, §to u zemljama i regionima u kojima je prevalencija tuberkuloze niska,
moze dovesti do uklanjanja i1 prinudnog klanja neprihvatljivo velikog broja neinficiranih
grla (Bezos i sar.,2014a).

Prilikom ispitivanja 1147 uzoraka krvi poreklom od goveda iz 21 razli¢itog zapata u
kojima prethodnih 5 godina nije bila utvrdena tuberkuloza, Gormley i sar., (2006)
ustanovili su da je 60 grla bilo pozitivno u y-IFN testu. Istovremeno svega jedno od
ispitivanih goveda bilo je pozitivno na SICCT pri poostrenom nacinu interpretacije
reakcije, Sto predstavlja specifi¢nost od 99,9% nasuprot 95% y-IFN testa. Zato autori
smatraju da y-IFN test ne treba koristiti za rutinsko ispitivanje zapata goveda sa niskom
prevalencijom tuberkuloze. Zamena PPD tuberkulina, izabranim antigenima kao $to su
ESAT-6 i CFP-10, prilikom izvodenja y-IFN testa, ima veliki potencijal za poboljSanje
specificnosti Bovigam® testa (Schiller i sar., 2010a). ldentifikacija i ekstrakcija
specifi¢nih antigena, koji su karakteristi¢ni isklju¢ivo za M.bovis, a ne i za razliCite
sojeve nepatogenih i ambijentalnih mikobakterija, moZe znacajno poboljsati
specificnost ovog dijagnostickog testa (Bezos i sar., 2014a).

Rezultati nedavnih terenskih istrazivanja sprovedenih u Velikoj Britaniji ukazuju
da je upotreba peptidnih koktela sastavljenih od ESAT-6 i CFP-10 pokazala osetljivost
od 86% i specifi¢nost od 99%, u odnosu na 97% osetljivosti i 94% specific¢nosti kada se
pri izvodenju y-IFN testa koristio PPD tuberkulin (Vordermeier i sar., 2009).
Istrazivanja vrSena u Meksiku u inficiranim i neinficiranim zapatima goveda, pokazala
su vecu specificnost i osetljivost smeSe ESAT-6/ CFP-10 proteina u odnosu na PPD
tuberkulin kada su korisc¢eni prilikom in vitro y-IFN testa (BOVIGAM®) ili in vivo
SCCIT testa. Uz to proteinski koktel nije stimulisao produkciju y-IFN kod testiranih
jedinki poreklom iz zapata slobodnih od tuberkuloze, ali sa potvrdenim prisustvom
infekcije uzroénikom paratuberkuloze (Flores-Villalva i sar., 2012). Postoji i veliki broj
drugih antigena mikobakterija, na ¢ijem se ispitivanju intenzivno radi kao sto su CFP-
10, MPB-70, Rv3615¢ i Rv0899, a prvi rezultati su ohrabrujuéi (Schiller i sar., 2011).
Potraga za novim antigenima ili smeSom antigena, koja bi zamenila PPD tuberkulin ima
za cilj razvoj dijagnostickih testova kojima bi bilo moguce razlikovati vakcinisane od

inficiranih zivotinja (DIVA), $to bi omoguéilo uvodenje BCG vakcinacije goveda kao
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mere prevencije tuberkuloze. Veéina ovih DIVA testova izvodi se u in vitro uslovima
uz upotrebu y-IFN testa (Bezos i sar., 2014a). Takode, na osnovu veceg broja ispitivanja
druge generacije BOVIGAM® vy-IFN testa koji se na trziStu pojavljuje pod
komercijalnim nazivom BOVIGAM® 2G (Prionics Switzerland), Schroeder i sar.,
(2012) isticu da upotreba peptidnih koktela ima prednost u odnosu na PPD tuberkulin
usled vece specifi¢nosti, pri ¢emu je osetljivost nepromenjena.

U buducnosti trebalo bi raditi na razvoju y-IFN testa koji bi bio primenljiv na
veci broj zivotinjskih vrsta kao §to su kamile, psi, macke, Sto bi u velikoj meri doprinelo
sveukupnoj kontroli tuberkuloze. Uz to, intenzivnija i Siroka primena y-IFN testa u
velikoj meri bi snizila i njegovu cenu zbog masovne proizvodnje (Schiller i sar., 2011).

Kao ogranicavajuci faktori za rutinsku upotrebu y-IFN testa navode se i povisena
verovatno¢a pojave nespecificnih reakcija kod mladih Zivotinja (usled NK-¢elijske
aktivnosti), neophodnost postojanja razvijene logisticke infrastrukture (laboratorijski
deo ispitivanja potrebno je zapoceti u roku od 24h) i visoka cena ispitivanja ( Schiller i
sar., 2010b; de Vos i sar., 2015). Zato veéina istrazivac¢a smatra da je upotreba y-IFN
testa najsvrsishodnija, kada se koristi kao dopunski paralelni test u slu¢ajevima pojave
iznenadnih ZariSta tuberkuloze ili u hroni¢no inficiranim zapatima, zajedno sa koZnim
tuberkulinskim testom, jer u tim situacijama uklanjanje malog broja lazno pozitivnih
jedinki nije od presudnog znacaja (Monaghan i sar., 1997; Schiller i sar., 2011 ).
Uporedna primena koznog tuberkulinskog testa i y-IFN testa moZe podi¢i ukupnu
dijagnosticku osetljivost i do 20% u odnosu na primenu samo intradermalne
tuberkulinizacije, $to omogucuje brZze uklanjanje veceg broja inficiranih grla iz
tuberkulozom zahvacenih zapata (Gormley i sar., 2006; Gonzalez Llamazares i sar.,
1999). Kada se kombinuju rezultati tuberkulinskog testa i y-IFN testa moguce je
identifikovati 93% inficiranih Zivotinja (Gormley i sar., 2004). U nekim drzavama u
kojima je kozni tuberkulinski test predviden za primarno testiranje populacije goveda, y-
IFN test se koristi kao dijagnosticki test izbora pri retestiranju grla sa pozitivnom ili
sumnjivom reakcijom u zapatima slobodnim od tuberkuloze ili regionima sa niskom
prevalencijom (Buddle i sar., 2001; Wood i Jones, 2001). Ciljana upotreba y-1FN testa u
kombinaciji sa SICCT u hroni¢no inficiranim zapatima goveda smanjuje rizik da
inficirane zivotinje ostanu neotkrivene i ostanu u zapatu kao izvor infekcije za druga

goveda i ljude. U Republici Irskoj upotreba y-IFN testa kao dopune tuberkulinskog testa
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rezervisana je za zapate za koje postoji velika verovatnoéa prisustva inficiranih
zivotinja. y-IFN test je zvani¢no odobren za upotrebu kao dopunski test u SAD od 2001.
godine, a u Evropskoj Uniji na osnovu Direktive 64/432/EEC iz 2002. godine kao
dopunski test za paralelnu upotrebu sa tuberkulinskim koznim testom u cilju otkrivanja
maksimalnog broja inficiranih grla u tuberkulozom zahvacenim zapatima (Gormley i
sar., 2006). Prednost y-IFN testa ogleda se u tome §to se prag vrednosti za definisanje
pozitivne reakcije moze podeSavati, ¢ime se mogu menjati kako osetljivost tako 1
specificnost testa (Monaghan i sar., 1997). U zapatima koji su masovno inficirani
specifiCnost testa je od sekundarnog znaCaja pa se osetljivost moze podi¢i na
maksimum, u cilju identifikacije i uklanjanja Sto vecCeg broja zarazenih grla. Sa druge
strane, kada se kampanja iskorenjivanja privodi Kraju, interpretacija testa ide u pravcu
povecanja specifi¢nosti, pri ¢emu je realno ocekivati da ¢e mali broj inficiranih grla

ostati u zapatu (Gormley i sar., 2006).

2.6.3. Seroloska dijagnostika

lako se dijagnostika vecine zaraznih i infektivnih bolesti zasniva na detekciji i
ispitivanju humoralnog imunoloskog odgovora, kod tuberkuloze merljiv nivo antitela
pojavljuje se u cirkulaciji obolele Zivotinje tek u stadijumu znatno uznapredovale
infekcije ili pri infekciji visokim dozama uzro¢nika, a visina titra varira tokom bolesti
(Neill i sar., 2001; Welsh i sar., 2005). Tako je antitela protiv ESAT-6 antigena moguce
ustanoviti 12 nedelja nakon infekcije (Lyashchenko i sar., 1998), a protiv MPB70 tek
posle 20 meseci. Ipak, postoje podaci i o ranom pojavljivanju cirkuliSucih antitela
prilikom eksperimentalne infekcije, tako Waters i sar., (2006) navode da je bilo moguce
detektovati antitela protiv MPB83 proteina ve¢ 3-4 nedelje nakon inokulacije, te stoga
ovaj protein predstavlja dobar izbor za dijagnosticki antigen prilikom razvoja buducih
seroloskih testova. MPB83 imunodominantni antigen je glikozilovani lipoprotein
¢elijske membrane mikobakterija, a ESAT-6 i CFP-10 su antigeni karakteristi¢ni za
M.bovis i nisu ustanovljeni kod ambijentalnih mikobakterija ili BCG sojeva i zato
predstavljaju dobre kandidate za razvoj DIVA testova (Vordermeier i sar., 2011).
Razvoj seroloskih testova, za detekciju humoralnog imunoloSkog odgovora, moze
predstavljati alternativnu ,,skrining metodu za utvrdivanje prisustva infekcije

uzro¢nikom M.bovis u zapatima goveda ili kod divlja¢i koja u nekim slucajevima
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predstavlja znacajan rezervoar infekcije. Nakon klanja grla pozitivnih na
tuberkulinskom testu, kod mnogih jedinki nije moguce ustanoviti prisustvo
karakteristicnih lezija. U sluCaju odsustva lezija patohistologija i kultivacija kao
potvrdna metoda nailaze na poteskoce, te bi stoga ELISA-test mogao biti alternativni
potvrdni metod. Medutim istrazivanje Fraguas i sar., (2006) pokazalo je veoma nisku
osetljivost ELISA testa 34,1%, i malu podudarnost sa rezultatima intradermalnog testa
(kappa indeks = 0.125). 1z tih razloga autori ne preporucuju upotrebu seroloskog ELISA
testa za potvrdu tuberkuloze na liniji klanja. U osnovi testovi zasnovani na utvrdivanju
prisustva specifi¢cnih antitela, imaju velik potencijal za upotrebu u dijagnostici
tuberkuloze goveda, mada je prethodno neophodno razviti novu generaciju testova u
kojima ¢e u terenskim uslovima biti poboljSani osetljivost i specifi¢nost (Bezos i sar.,
2014a). Kombinovanje dijagnostickih metoda koje se zasnivaju na reakciji kasne
preosetljivosti, sa seroloskim testovima povecava mogucnost otkrivanja inficiranih
jedinki i omoguéuje bolju kontrolu tuberkuloze (Schiller i sar., 2010b). Postoji veci broj
radova o razvoju i primeni razli¢itih seroloskih testova za dijagnostiku tuberkuloze
(Wood i Rothel 1994; Lin i sar., 1996; Surujballi i sar., 2002), u kojima se navodi da
ELISA testovi imaju prednost u odnosu na tradicionalne dijagnosticke metode jer
omogucuju ispitivanje velikog broja uzoraka za kratko vreme, jednostavni su za
upotrebu, brzo se izvode, jeftini su i omogucavaju standardizaciju medu razli¢itim
laboratorijama (Cho i sar., 2007). Narocita prednost ovih testova je kod nadzora nad
infektivnim statusom razli¢itth vrsta divljih Zivotinja, gde je veoma znacajno
jednokratno uzorkovanje. Problem kod upotrebe seroloskih testova je njihova relativno
niska specificnost i varijabilna osetljivost, ¢ijem poboljSanju nije mnogo doprinela ni
upotreba prirodnih ili rekombinantnih specifi¢nih antigena kao §to su ESAT-6, MPB70.
Iz tih razloga ulazu se veliki napori za otkrivanje novih antigena koji bi unapredili ove
testove (Schiller i sar., 2010b) .

Novija ispitivanja ukazuju na povecanje osetljivosti seroloskih testova kada se
uzorci krvi uzimaju u kratkom vremenskom periodu posle intradermalne
tuberkulinizacije PPD tuberkulinom (Waters i sar., 2011). lako je samo mali broj studija
raden na prirodno inficiranim govedima, rezultati ispitivanja upucuju da je potrebno
nastaviti sa istrazivanjima kako bi se ustanovilo optimalno vreme za uzimanje uzoraka

nakon tuberkulinizacije (Bezos i sar., 2014a). Istrazivanja Casal i sar., (2015) su
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pokazala da kombinovana upotreba intradermalne tuberkulinizacije i seroloskih tehnika
povecava broj otkrivenih pozitivnih jedinki. Imaju¢i ovo u vidu, autori predlazu
strateSku upotrebu seroloSkog ispitivanja uzoraka Krvi goveda, 15 dana nakon
tuberkulinizacije u zapatima sa potvrdenom tuberkulozom, u cilju identifikacije grla
koja nisu reagovala na tuberkulinskom testu. Ipak, autori navode da ¢ak i primenom
kombinovanih dijagnosti¢kih metoda nije bilo moguce identifikovati sva post mortem

potvrdena inficirana grla.

2.6.4. Ostali pomo¢ni dijagnosticki testovi

Metoda fluorescentne polarizacije (FPA) primenjuje se u veterinarskoj medicini
za dijagnostiku razli¢itih zaraznih bolesti. FPA je Kkorisna metoda u monitoringu
zaraznih bolesti jer je brza, laka za upotrebu i1 ima visoku specificnost i osetljivost.
Specificnost testa kada je koris¢en u odredivanju statusa zapata kao inficiranog ili
neinficiranog bila je 99,9%. Ovo je veoma vazno jer se u procesu nadzora i suzbijanja
tuberkuloze goveda troSi znatan deo vremena i sredstava na pracenje i reSavanje lazno
pozitivnih reaktora (Jolley i sar., 2007). Ova metoda nasla je primenu u Programu
nadzora i eradikacije bruceloze koji su odobreni od strane Ministarstva poljoprivrede
SAD, OIE, i regulatornog tela EU. Protein MPB 70 koji lu¢i M. bovis i drugi ¢lanovi
MTB- kompleksa je najznacajniji imunodominantni antigen (Lin i sar., 1996). Ovog
proteina nema kod infekcija izazvanih vrstama Mycobacterium avium subsp. avium ili
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis takode ¢lanovima roda Mycobacterium
koji imaju epidemioloski znacaj. FPA test zasniva se na detekciji antitela protiv M.
bovis uz upotrebu celovitog molekula MPB 70 ili pomocu polipeptidnog trejsera koji
potice od MPB 70. Sekvenca peptida odgovara odredenom redosledu aminokiselina u
MPB 70 proteinu (aminokiseline 51-78), pokazujuci najvecu reaktivnost sa serumom
pozitivnih grla, sa C-terminalnim lizinom dodatim da se poboljsa rastvorljivost peptida.
Trejser (F733), peptid 733 na N-terminalnom kraju obelezen je sa 6-
karboksifluorescinom. Pozitivan FPA nalaz je pouzdan pokazatelj izlozenosti odredene
populacije goveda uzro¢niku tuberkuloze, jer je FPA test specifi¢an za mikroorganizme
iz MTB-kompleksa i ne daje unakrsnu reakciju sa M. avium subsp. avium ili M. avium
subsp. paratuberculosis. Primenjuju¢i FPA metod za nadzor u 9 razli¢itih zapata goveda

(inficiranih i neinficiranih) Jolley i sar., (2007) navode da su pravilno identifikovali
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status u osam. Zapat koji je pogresno naveden kao negativan je bio onaj u koji je
infekcija unesena nedugo pre testiranja pa je pretpostavka da ima nisku prevalenciju
pozitivnih grla, a neka goveda su u momentu testiranja verovatno bila u ranom
stadijumu infekcije i titrom antitela ispod praga detekcije. Kao vaznu autori smatraju
Cinjenicu da nijedan zapat nije identifikovan kao lazno pozitivan. Pomoéne
dijagnosticke metode koje se koriste da potvrde dijagnozu tuberkuloze su: detekcija
specificnih antitela ELISA testom, multi-antigen print immunoassay (MAPIA) sa
upotrebom koktela antigena na nitroceluloznoj membrani, test proliferacije limfocita i
test fluorescentne polarizacije. Medutim, upotreba vecine ovih testova ostaje ograni¢ena
na eksperimentalne uslove ili veoma specifi¢ne epizootioloske situacije (de la Rua-

Domenech i sar., 2006a).

2.6.5. Bakterioloska kultivacija i izolacija uzro¢nika

Definitivnu dijagnozu odnosno ,,zlatni standard* predstavlja izolacija uzroc¢nika
iz klinickog materijala ili uzoraka uzetih na post mortem pregledu. Pri primarnoj
izolaciji, M.bovis najbolje raste na oboga¢enim podlogama, ali rast je spor i kolonije se
pojavljuju tek nakon viSe od 10 dana. To su aerobne ili mikroaerofilne bakterije, koje
rastu na 37°C i pokazuju tendenciju koncastog rasta u tecnim podlogama. Dodavanje
piruvata pospesuje rast M.bovis, dok ga prisustvo glicerola u podlozi inhibira (Gormley
i sar., 2014). Za izolaciju mikobakterija razvijen je ¢itav niz razli¢itih medijuma, ali se
sve mogu svrstati u tri osnovna tipa: prvi tip su podloge koje u osnovi sadrZze jaja
(Stonebrink-ova podloga) i Lowenstein—Jensen sa dodatkom piruvata. Drugi tip su
podloge zasnovane na agaru, ponekad dodatno obogacene serumom ili punom krvi, od
kojih se najcesce upotrebljava Middlebrook 7H10 i 7H11, ili krvni agar B83. Treci tip
podloga su tecne podloge kao npr. Middlebrook 7H9. Za pojavu kolonija M.bovis
potrebno je nekoliko nedelja inkubacije na ¢vrstim podlogama. Intenzitet i brzina rasta
zavise od vrste medijuma 1 koli¢ine bakterija u uzorku. Da bi se obezbedila maksimalna
osetljivost na primarnoj izolaciji kod upotrebe ¢vrstih podloga, najbolje je koristiti veci
broj razlicitih tipova podloga npr. podloge zasnovane na agaru za brz rast, i Stonebrink
ili Lowenstein—Jensen sa dodatkom piruvata, za veCu osetljivost i inhibiciju
kontaminenata, uz zasejavanje na dve ili viSe podloga od svake vrste i period inkubacije

od najmanje 12 nedelja za sve medijume (Corner i sar., 2012). PoboljSanja u pogledu
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skrad¢ivanja vremena potrebnog za izolaciju i povecanje broja uspesnih izolacija
ucinjena su uvodenjem sistema sa koriS¢enjem tecnih hranljivih podloga kao Sto su
BACTEC 460, BACTEC MGIT 960 i Versa TREK sistem. U BACTEC 460 sistemu
mikobakterije se detektuju radiometrijski, nakon dodavanja obradenog uzorka u
modifikovani Middlebrook 7H9 medijum, koji sadrzi *C obelezenu palmitinsku
kiselinu i sme$u antibiotika. Porast mikobakterija meri se na osnovu oslobadanja **CO,
1 detektuje na BACTEC 460 instrumentu. U MGIT 960 sistemu senzor koji je ugraden u
silikon na dnu test tube koja sadrzi modifikovani Middlebrook 7H9 medijum, belezi
narandzastu fluorescenciju koja nastaje usled razmnozavanja mikobakterija. Potpuno
automatizovani Versa TREK sistem zasnovan je na merenju i registraciji promene
pritiska usled proizvodnje ili potroS$nje gasa u test tubi sa te€nim medijumom (Gormley

i sar., 2014).

2.6.6. Molekularne metode dijagnostike

Pre pojave i razvoja molekularne dijagnostike identifikacija vrsta mikobakterija
vrSena je klasicnim bakterioloSkim metodama koje su ukljucivale kombinaciju
fenotipskih testova zasnovanih na kulturelnim osobinama, kao S$to su morfoloSke
karakteristike kolonija i stvaranje pigmenta, brzina rasta, optimalna temperatura i seriju
biohemijskih testova (Gormley i sar., 2014). Upotreba molekularnih metoda koje su
omogucile razlikovanje klinickih izolata patogenih mikobakterija na nivou genotipa
unela je revoluciju u razumevanje procesa prenosSenja, Sirenja i patogeneze tuberkuloze
(Barnes i Cave 2003).

U osnovi razvoja metoda molekularne dijagnostike leZzi ovladavanje tehnikom
DNK sekvenciranja i koris¢enja ovako dobijenih informacija u razli¢itim procedurama,
pomocu kojih se razlikuju pojedine vrste MTB-kompleksa medusobno, ali i razliciti
sojevi unutar iste vrste. Razvoj razli¢itih metoda zasnovanih na PCR tehnici, radikalno
je ubrzao identifikaciju M.bovis izolata, a otkrice metoda genotipizacije DNK,
omogucilo je dobijanje odgovora na mnoga epidemioloSka pitanja koja su do pre 25
godina bila otvorena (Collins 2011). Molekularna tipizacija koriste¢i se utvrdivanjem
odredenih genetskih markera, omogucéuje traganje za izvorom zaraze, pracenje
epidemijskog ili pandemijskog Sirenja pojedinih specificnih sojeva, ili doprinosi

rasvetljavanju evolucije izvesnih grupa bakterija (Gormley i sar., 2014).
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Bez genotipizacije, nemoguce je utvrditi da li se izvor M.bovis infekcije u nekom zapatu
nalazi unutar samog zapata, medu Zzivotinjama u susednom zapatu ili je infekcija
uneSena kupovinom novih goveda ili kontaktom sa razli¢itim divljim Zivotinjama ili
inficiranim ljudima. Iz ovih razloga odredivanje sojeva metodom genotipizacije ima
vaznu ulogu u usmeravanju i dizajniranju programa eradikacije tuberkuloze goveda. Na
fundamentalnom nivou genotipizacija izolata M.bovis koristi se za istrazivanje
filogenetskog razvoja razliCitih grupa sojeva, odredivanje njihovog evolucionog
obrasca, kretanje pojedinih sojeva unutar i izvan granica pojedinih drzava, njihove
lokalne i globalne distribucije. Ovi podaci mogu imati veliki uticaj na medunarodnu
trgovinu i formiranje zvani¢nih stavova u pogledu kontrole i eradikacije tuberkuloze

goveda (Milian-Suazo i sar., 2008).

2.6.6.1. PCR

U poslednje vreme, sve je zastupljenija upotreba razli¢itih metoda koje se
zasnivaju na PCR-tehnici, u primarnoj dijagnostici, ali i karakterizaciji razli¢itih vrsta i
sojeva mikobakterija. Narocita prednost ove metode povezana je sa brzinom izvodenja
testa, jer je za dobijanje rezultata potrebno 1-2 dana, za razliku od klasi¢ne
bakterioloske kultivacije za koju su potrebne nedelje (Collins 2011). Ipak PCR se do
danas nije pokazao superiornim u pogledu osetljivosti, specificnosti i pouzdanosti u
odnosu na bakterijsku kultivaciju, prilikom dijagnostike tuberkuloze kod Zivih Zivotinja.
Uzrok moZe biti mali broj mikobakterija u klinickim uzorcima, sporadi¢no izlucivanje,
neuspesna ekstrakcija DNK, ili prisustvo PCR inhibitora u uzorcima (de la Rua-
Domenech 1 sar., 2006a). lako PCR omogucéuje mnogo brze postavljanje dijagnoze,
negativan rezultat ne iskljucuje prisustvo infekcije. PCR ima vaznu ulogu i u
determinaciji i molekularnoj identifikaciji izolata dobijenih bakterioloskom
kultivacijom, i kao potvrdna metoda za mikobakterije iz MTB-kompleksa (Collins
2011).

2.6.6.2. Genotipizacija
Metod restriktivne analize endonukleaza, tehnika zasnovana na analizi
celokupnog genoma (eng. restriction endonuclease analysis REA) razvijena na Novom

Zelandu od strane Collins-a i de Lisla, prva je koris¢ena za DNK karakterizaciju,
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odnosno tipizaciju izolata M.bovis. Iako je metoda u pocetku bila upotrebljavana i u
Irskoj za molekularnu diferencijaciju razli¢itih sojeva M.bovis, ipak je Siru primenu
nasla samo na Novom Zelandu (Collins 2011).

Tehnike koje se zasnivaju na parcijalnoj analizi genomskih razlika u mnogo su
Siroj upotrebi, a jedna od najSire primenjivanih je metoda spoligotipizaije.
Spoligotipizacija je PCR metoda koja se koristi za detekciju i tipizaciju bakterija MTB-
kompleksa. Metod je zasnovan na DNK polimorfizmu prisutnom u jednom specificnom
hromozomalnom lokusu tzv. direktno ponavljaju¢em regionu (eng.direct repeat region
DR), koji je jedino prisutan kod bakterija iz MTB-kompleksa. DR lokus spada u
CRISPR (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) familiju
sekvenci.

Svaki DR region sastoji se od dva tipa kratkih sekvenci: sekvenci koje su
identi¢ne 1 oznacavaju se sa DR kao i ceo region i sekvenci koje su sve razli¢itog
nukleotidnog sastava i nazvane su spejseri (eng.spacers) (Haddad i sar., 2004). DR
region sastoji se od multipnih 36 bp DR lokusa, ispresecanih sa jedinstvenim
oligonukleotidnim sekvencama koje su nazvane spejseri i imaju duzinu od 25-41 bp.
Prisustvo ili odsustvo pojedinih spejsera je karakteristika vrste, odnosno soja i koristi se
za njihovo diferenciranje (Gormley i sar., 2014). Spoligotipizacija je Siroko
upotrebljavana PCR bloting tehnika reverzne hibridizacije, pomocu koje se ispituje
genetski diverzitet DR lokusa i veoma je pogodna kako za klini¢ka ispitivanja, tako i za
izu€avanje molekularne epidemiologije, evolucione i1 populacione genetike (Brudey i
sar., 2006). Razlikovanje M.bovis od ostalih mikobakterija iz MTB-kompleksa,
zasnovano je na varijabilnosti spejser sekvenci u DR regionu M.bovis u odnosu na
druge ¢lanove MTB-kompleksa koji mogu inficirati zivotinje (Kamerbeek i sar., 1997).
U slucaju M.bovis, spejseri 3, 9, 16 i 39-43 uvek nedostaju (Haddad i sar.,2004).
Spoligotipizacijom se ustanovljava prisustvo ili odsustvo 43 specificne DNK spejser
sekvence (eng. DNA spacer sequences) u DR hromozomskom regionu MTB-kompleks
bakterija: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. caprae, i M. africanum.
Spoligotipni obrazac je evoluciona karakteristika pojedinacnih sojeva i loza na
filogenetskom stablu, i moze se koristiti za epidemioloSko pracenje (Ruettger 1 sar.,
2012). Spoligotipni signal dobijen hibridizacijom, moguce je digitalizovati i prevesti u

numericki kod (Dale i sar., 2001), $to je dovelo do formiranja medunarodnih baza

69



podataka SpolDB4.0 i Mbovis.org, za identifikaciju spoligotipnih obrazaca izolata
bakterija MTB-kompleksa Sirom sveta. Spoligotipizacija je metoda koja kombinuje
tehniku hibridizacije i PCR-a, pomoc¢u kojih je moguée odrediti spoligotipni obrazac
svakog pojedinacnog izolata, Sto zapravo predstavlja utvrdivanje prisustva ili odsustva
svake od 43 jedinstvene oligonukleotidne sekvence u direktno ponavljaju¢im regionima
hromozoma (Smith i sar., 2011). Svaki spoligotip dobija jedinstvenu oznaku i biva

deponovan u medunarodnoj bazi podataka (www.Mbovis.org.). Baza podataka je

nastala 2003. godine kao odgovor na potrebu za zvanicnom medunarodnom
nomenklaturom spoligotipova, koji dobijaju jedinstvene oznake na osnovu svog
specificnog binarnog koda. U bazi se nalaze podaci za ¢lanove MTB-kompleksa kojima
nedostaje RD9 (eng.region of diference), $to ukljucuje: M. africanum, oryx bacillus,
dassie bacillus, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis i M. bovis BCG). Oznaka
spoligotipnog obrasca sastoji se od prefiksa SB i kombinacije cCetiri cifre. Krajem 2013.
godine u bazi su bili deponovani podaci o 1660 razli¢itih spoligotipova, uz informacije
o geografskom poreklu izolata, datumu izolacije i dr. Implementacija zajednicke
nomenklature olakSala je poredenje dobijenih izolata izmedu pojedinih laboratorija, Sto
je od velikog znaCaja za naucno-istrazivacki rad (Gormley i sar., 2014). U cilju
poboljsanja osetljivosti i diferencijacije razlicitih sojeva, razvijena je i membrana druge
generacije, koja u odnosu na klasi¢nu koja sadrzi 43 oligonukleotidna spejsera, poseduje
i 25 dodatnih. Dodatni spejseri unapredili su diferencijaciju M.bovis sojeva, ali ne i
M.caprae, koji pokazuju znatno manju tendenciju varijabilnosti u DR regionu (Javed i
sar., 2007).

Spoligotipizacija je molekularna tehnika genotipizacije zasnovana na PCR
metodi, koja se danas najviSe koristi za diferencijaciju razli¢itih sojeva M.bovis
izolovanih kod goveda ili drugih zivotinjskih vrsta (Durr i1 sar., 2000). Posebne
karakteristike spoligotipnih obrazaca odnosno spoligotipni ,,potpis“ mogu se Koristiti
kao indikatori izvesnih sojeva ili klastera u okviru M. tuberculosis, M. caprae i M. bovis
( Smith 2012).

Za finiju diferencijaciju razli¢itih sojeva M.bovis uz spoligotipizaciju paralelno
se koristi i analiza visoko polimorfnih VNTR (eng.variable number tandem repeat)
lokusa. VNTR tipizacija zasniva se na PCR amplifikaciji ciljnih lokusa pomocu

specificnih parova prajmera, koja je pracena gel-elektroforezom. Radi se ustvari, na
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utvrdivanju visoko varijabilnih minisatelitskih ponavljajucih regiona, koji su prisutni na
razli¢itim lokacijama u genomu. Rezultat se iskazuje kao brojcani niz koji predstavlja
broj ponavljanja u svakom od lokusa. lako VNTR metoda obezbeduje moguénost
identifikacije veceg broja varijacija u odnosu na spoligotipizaciju, u praksi se
spoligotipizacija pokazala kao pogodnija metoda za analizu globalne rasprostranjenosti
sojeva M.bovis (Smith i sar., 2011).

Spoligotipizacija iako od velike koristi u identifikaciji M.caprae izolata, ne
pruza dovoljno moguénosti za njihovo medusobno razlikovanje, a IS 6110 RFLP je
visosko diskriminiraju¢a metoda posto M.caprae obi¢no poseduju dve do osam IS 6110
kopija, ali je skupa, tehnicki veoma zahtevna uz znatan utroSak vremena, a za samo
izvodenje su potrebne velike koli¢ine DNK (Prodinger i sar., 2005).

Standardna metoda genotipizacije izolata M. tuberculosis u humanoj medicini je,
analiza polimorfizma duZine restrikcionih fragmenata (eng. restriction-fragment-lenght
polymorphism RFLP) i distribucije insercionih sekvenci IS6110 u razli¢itim sojevima.
Sojevi ili vrste mikobakterija koje imaju manje od Sest IS6110 insercionih mesta,
nemaju dovoljno izrazen polimorfizam, pa je u ovim slucajevima za tacnu identifikaciju
potrebno primeniti i dodatne metode genotipizacije. Genotipizacija zasnovana na
polimorfizmu 1S6110 fragmenata, zahteva vreme, jer je neophodno obezbediti dovoljnu
koli¢inu DNK uzro¢nika, $to se postize presejavanjem i kultivacijom izolata na
hranljivim podlogama. Genom M. tuberculosis sadrzi veliki broj mikobakterijskih
rasutih ponavljajucih jedinica (eng. mycobacterial interspersed repeat units MIRU), pri
¢emu neki izolati sadrze identi¢ne ponavljajuce jedinice, dok se drugi razlikuju u
sekvenci 1 duzini ovih fragmenata. Najveci broj rasutih ponavljajucih sekvenci nalazi se
u intergenskim regionima, za koje se smatra da nemaju nikakvu funkcionalnu ulogu u
bakterijskom genomu. MIRU metod genotipizacije zasnovan na PCR tehnici koju prati
gel elektroforeza omogucuje da se odredi broj i1 veli¢ina ponavljajuce jedinice u svakom
od 12 pojedina¢nih MIRU fragmenata ¢ija veli¢ina varira od 46-101 bp. U svakom od
12 lokusa smesteno je 2-12 alela, Sto prema matematickim proracunima daje moguénost
od oko 20 miliona razliCitih kombinacija. Moguénost razlikovanja izolata na
molekularnom nivou upotrebom MIRU genotipizacije gotovo je identi¢na kao kod
metoda genotipizacije zasnovanih na odredivanju IS6110 polimorfizma. Prednost je $to

se MIRU analiza moze vrSiti automatizovano, ¢ime se omogucuje ispitivanje velikog
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broja sojeva, rezultati se dobijaju u elektronskoj formi i lako skladiste u kompjuterskim
bazama podataka (Supply i sar., 2001). MIRU genotipizacija je tehnicki manje zahtevna
u odnosu na RFLP i moze se primeniti direktno na kulturi mikobakterija, bez prethodne
purifikacije DNK, a ukupan broj MIRU-a po genomu je oko 40-50 (Gormley i
sar.,2014). MIRU genotipizacija pokazala je odliénu sposobnost razlikovanja
(diskriminacije) medu pojedinim MTBC izolatima dobijenim od pacijenata Sirom sveta
1 u analizama bolnickih 1 drugih epidemija, medutim za razlikovanje pojedinih sojeva
M. bovis prednost imaju druge metode zasnovane na ispitivanju promenljivog broja
tandem ponavljaju¢ih sekvenci (VNTR) (Prodinger i sar., 2005).

Genotipizacija i molekularna epidemiologija u humanoj medicini imaju veliki
znac¢aj u klini¢koj praksi. Rezultati dobijeni primenom molekularnih metoda
dijagnostike mogu se koristiti i za dokazivanje laboratorijske kontaminacije klinickih
uzoraka. Prema istrazivanjima oko 3% pacijenata kod kojih je navodno izolovan
uzro¢nik tuberkuloze M. tuberculosis zapravo nemaju tuberkulozu, nego je pozitivan
nalaz posledica unakrsne kontaminacije (Barnes i sar., 2003). Genotipizacija omogucuje
razlikovanje pojedinih sojeva u pogledu osetljivosti na odredene antituberkulozne
lekove, Sto je bitno za razlucivanje da li se radi o razvoju rezistencije prvobitnog
uzroc¢nika, reinfekciji novim sojem ili laboratorijskoj unakrsnoj kontaminaciji. Takode,
metode genotipizacije mogu se koristiti za procenu ponovne pojave tuberkuloze kod
ranije dijagnostikovanih slu€ajeva. Genotipizacija izolata iz obe klinicke epizode i
njihovo poredenje pokazuju da li se radi o reaktivaciji ili reinfekciji, $to u velikoj meri
moZe uticati na izbor terapijskog protokola, ali 1 ukazati na moguce uzroke neuspeha
prethodnog lecenja.

Rezultati genotipizacije izolata u kombinaciji sa epidemioloSkim istrazivanjima
u slucajevima iznenadne pojave velikog broja inficiranih jedinki, u velikoj meri pomazu
da se utvrdi da li se radi o postojanju zarista infekcije ili o koincidenciji pojave velikog
broja razli¢itih slucajeva. Postoji veoma Siroka genotipska varijabilnost izolata
M.tuberculosis poreklom od epidemioloski medusobno ne povezanih pacijenata, dok su
sa druge strane mikobakterije izolovane iz patoloSkog materijala pacijenata inficiranih
od zajednickog izvora genotipski identi¢ne (Rodwell 1 sar.,2010). Stoga kada se veci
broj slucajeva tuberkuloze pojavi za kratko vreme u vidu klastera, a izolati imaju

identicne ili usko povezane genotipe, smatra se da je re¢ o skoraSnjim infekcijama

72



odnosno o pojavi zarista. Kada se radi o pojavi slu¢ajeva kod kojih postoji jasna razlika
U genotipu izolata, najverovatnije je re¢ o reaktivaciji infekcije steCene u proslosti
(Alland i sar., 1994). Prakti¢na primena molekularnih metoda tipizacije u veterinarskoj
medicini, naro¢ito je korisna kod rasvetljavanja puteva Sirenja M.bovis izmedu zapata

goveda i uloge divljih Zivotinja kao rezervoara infekcije (Haddad i sar., 2004).

73



2.7. MOLEKULARNA EPIDEMIOLOGIJA TUBERKULOZE

Molekularna karakterizacija (genotipizacija) bakterija iz MTB-kompleksa
dobijenih izolacijom od razli¢itih vrsta zivotinja moze biti od suStinskog znacaja za
razumevanje dinamike interspecijskog Sirenja tuberkuloze, kao i rizika za ljude
(Moonan i sar., 2009).

Molekularne tehnike genotipizacije, koje omogucuju diferencijaciju izolata na
molekularnom nivou, nalaze svoju primenu u utvrdivanju i proucavanju puteva i
dinamike S$irenja tuberkuloze u populaciji goveda, izmedu pojedinih Zzarista, kao i
izmedu domacih i divljih zivotinja i ¢oveka, pomazu¢i da se ustanovi izvor infekcije
(Haddad i sar.,2004), sto kao krajni cilj ima kreiranje §to efikasnijih programa kontrole i
suzbijanja tuberkuloze. Na osnovu istrazivanja u oblasti molekularne epidemiologije u
humanoj medicini, postalo je evidentno da se dinamika Sirenja tuberkuloze, veoma
razlikuje u pojedinim sredinama i drzavama. U drzavama gde pojava beskucniStva
predstavlja socio-ekonomski problem, prihvatilista za odrasle su ZariSta Sirenja
infekcije. U drugim slucajevima to su bolnice i1 centri za medicinsku pomo¢ dok su
negde zatvori identifikovani kao mesta posebnog rizika (Alland i sar., 1994; Barnes i
sar. 1997). Dugo je preovladavalo misljenje da su svi sojevi M. tuberculosis podjednako
virulentni. Medutim, populacijski orijentisanom genotipizacijom, ustanovljeno je da
relativno mali procenat sojeva uzrokuje neproporcionalno velik broj infekcija (Barnes i
sar., 1997), sto je ukazivalo da se odredeni sojevi mnogo efikasnije Sire u odnosu na
druge. Rezultati veeg broja istrazivanja, ukazali su da razli¢iti sojevi M.tuberculosis
imaju sebi svojstvene specificne nacine interakcije sa domacéinom, $to u velikoj meri
utice na njihov potencijal Sirenja. Tako najrasireniji sojevi pripadaju tzv. Peking grupi, i
uzroc¢nici su epidemija tuberkuloze Sirom sveta ¢ine¢i dominantnu familiju sojeva u
najveCem delu Azije, Severne Amerike 1 Evrope (Brudey 1 sar., 2006). Mikobakterije
svrstane u Peking familiju imaju najveéi potencijal Sirenja, lako se Sire aerosolom,
efikasnije uspostavljaju infekciju i cesce progrediraju ka klinicki manifestnoj
tuberkulozi. Izoniazid-rezistentni sojevi M.tuberculosis, slabije su virulentni u odnosu
na sojeve osetljive na antituberkulozne lekove, pa tako istraZivanja na nivou
molekularne epidemiologije sprovedena u Holandiji i San Francisku u SAD, pokazuju

da izoniazid-rezistentni sojevi imaju 40-80% slabije izrazen potencijal klasterizacije u
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odnosu na osetljive sojeve (Garcia-Garcia i sar., 2000). lako sojevi rezistentni na
pojedine ili sve antituberkulozne lekove imaju smanjen potencijal Sirenja, mora biti
prisutna velika opreznost, jer pacijenti inficirani ovim sojevima, dugo ostaju infektivni,
a znacaj i posledice po javno zdravlje u slucaju tuberkuloze uzrokovane MDR (eng.
multi drug resistent) sojevima su mnogo ozbiljnije (Barnes i Cave 2003). Do nedavno je
smatrano da imunokompetentne jedinke inficirane vrstom M.tuberculosis, nakon
prebolevanja, postaju rezistentne na infekciju drugim sojevima. Stoga su pacijenti sa
rekurentnim epizodama tuberkuloze tretirani kao da je u pitanju reaktivacija bolesti
izazvana prvobitnim uzro¢nikom. Razvojem molekularne epidemiologije, ovi stavovi su
revidirani, jer je nedvosmisleno ustanovljeno, istrazivanjima sprovedenim u Juznoj
Africi 1 Evropi da je u 16 do 75% slucajeva ponovljene tuberkuloze uzro¢nik egzogena
reinfekcija a ne reaktivacija (Bandera i sar., 2001). Procenat slucajeva povezanih sa
reinfekcijom bio je veci u populacijama sa visokom incidencijom tuberkuloze u kojima
je povecan 1 rizik od izlozenosti novoj infekciji. Nemogucnost prirodne infekcije da
indukuje dovoljno snazan imunoloski odgovor, koji bi prevenirao reinfekciju, delimi¢no
moze objasniti i relativnu neefikasnost BCG vakcine (Barnes i Cave 2003).

Zato je za uspeSnu kontrolu 1 suzbijanje tuberkuloze od velike vaznosti na
lokalnom nivou identifikovati rizi¢nu populaciju kao i zarista infekcije. Do nedavno u
medicinskim krugovima, vladalo je stanoviste da je 90% slucajeva tuberkuloze u
industrijalizovanim zemljama, posledica u proslosti ste¢ene infekcije. Medutim, nove
metode genotipizacije, daju drugaciju sliku i istrazivanja pokazuju da je izmedu 20 i
50% slucajeva tuberkuloze u gradovima zapravo posledica nedavne infekcije (Barnes i
sar., 1997). Genetskom analizom svih 50 izolata M.bovis, poreklom od tuberkuloznih
pacijenata u Velikoj Britaniji u periodu 1997-2000, ustanovljeno je 50 razlic¢itih
spoligotipova (Gibson i sar., 2004), od ¢ega 15 spoligotipova dotad nije zabeleZzeno kod
goveda. Ovi rezultati upucuju na zakljucak, da do infekcije nije doslo nedavno, nego se
verovatno radilo o reaktivaciji iz starih lezija, ¢emu dodatno govori u prilog €injenica da
je 72% inficiranih ljudi bilo starije od 50 godina, tako da izolati verovatno predstavljaju
spoligotipove koji su tada kruzili u zapatima goveda. Na osnovu MIRU tipizacije
moguce je razlikovati poreklo uzro¢nika u pojedinim zaristima tuberkuloze goveda,
diferencirati serije izolata dobijene tokom odredenog vremenskog perioda u regionima

sa endemski prisutnom tuberkulozom, porediti izolate poreklom od ljudi i Zivotinja i
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doprineti rasvetljavanju filogenetske pozicije M.caprae u odnosu na ostale ¢lanove
MTBC na evolucionom stablu (Prodinger i sar., 2005). Ispitivanje genetskog
polimorfizma, moze ukazati na medusobnu povezanost pojedinih izolata, ili je sa druge
strane negirati. Tako npr. preliminarni rezultati ispitivanja izvr§enih u Spaniji, ukazuju
da izolati M.bovis i M.caprae iz razli¢itih zivotinjskih vrsta, nisu povezani sa MDR
sojevima izolovanim kod ljudi. Ovo navodi na zakljuc¢ak da su rezervoari rezistentnih
sojeva M.bovis ljudi, a razvoj rezistencije najverovatnije je posledica neadekvatne
terapije, naj¢e$¢e kombinacijom izoniazida i rifampicina (Romero i sar., 2007)

Glavne prepreke $iroj upotrebi molekularnih metoda genotipizacije su slozenost
samih metoda zasnovanih na 1S6110 ispitivanju, dug vremenski period potreban za
dobijanje rezultata i velike troSkove. Ipak MIRU analiza je najverovatniji kandidat za
Siroku upotrebu u buduénosti jer pomoc¢u nje mogu da se identifikuju i diferenciraju
klaster slucajevi tuberkuloze u Zzaristima ve¢ nekoliko dana po dobijanju pozitivnog
rezultata na bojenju po Ziehl-Nielseenu ili kultivacije mikobakterija (Barnes i Cave,
2003).

Molekularna tipizacija uzro¢nika tuberkuloze goveda, u Velikoj Britaniji
verovatno je najsveobuhvatnije uradena u odnosu na bilo koji drugi patogen bilo gde u
svetu. Nacionalna laboratorija u Vejbridzu, poseduje podatke o spoligotipizaciji 56000
izolata od kojih je 41000 genotipizovana i VNTR metodom (Smith i sar., 2011). Na
osnovu analize podataka, zakljueno je da se populacija mikroorganizama u Velikoj
Britaniji, sastoji od malog broja medusobno povezanih genotipova, koji su veoma retko
ustanovljeni u kontinentalnom delu Evrope. Nasuprot tome, sojevi prisutni u
kontinentalnom delu Evrope nikada nisu ustanovljeni u Velikoj Britaniji. Gotovo 99%
izolata M.bovis u Velikoj Britaniji pripada istom klonalnom kompleksu, kome nedostaje
11. spejser u spoligotipnom obrascu i ima specifican gubitak dela hromozomalne DNK
oznaen kao RDEul po ¢emu je i dobio oznaku Europel(Eul), i redak je u ostalim
delovima Evrope. Eul klonalni kompleks M.bovis, ima globalni znacaj buduci da je
dominantan u velikom broju drzava na razli¢itim kontinentima, kao §to su SAD,
Australija, Argentina, Novi Zeland, Juzna Koreja, Kanada. U centralnoj i Zapadnoj
Africi veéina izolovanih sojeva pripada klonalnom kompleksu koji je oznacen kao
Afrika 1 (Afl), a karakteriSe ga nedostatak spejsera 30. U Isto¢noj Africi

najrasprostranjeniji je klonalni kompleks oznacen kao Afrika 2, a prisutni su i drugi kao
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recimo Afrika 5 itd. Ekspanzija pojedinih klonalnih kompleksa, moze biti povezana sa
selektivnim pritiskom i boljom adaptacijom na pojedine vrste bovida, buduc¢i da u
Istocnoj Africi dominira Bos Indicus (zebu, azijsko govece), dok je u Zapadnoj Africi
Siroko rasprostranjeno evropsko govece Bos taurus. Sojevi koji pripadaju ovom
klonalnom kompleksu retko se sre¢u u drugim delovima kontinenta. Medutim, kada je u
tipizaciju uklju¢en i VNTR metod ustanovljeno je da svaki region ima posebnu
populaciju M.bovis mikroorganizama, pa je skoro 60% lokalnih izolata imalo
jedinstvenu genetsku gradu (Brudey i sar., 2006). Precizna dijagnostika i molekularna
identifikacija 1 determinacija uzro¢nika M.bovis/M.caprae predstavlja klju¢ za
razumevanje porekla infekcije, nacina Sirenja i uti¢e na kreiranje programa kontrole i
eradikacije oboljenja u populaciji goveda i drugih domacih i divljih Zivotinja (Gormley i
sar. 2014).

Sekvenciranje ¢itavog genoma, sada je relativno jeftina i dostupna tehnika, pa ée
filogenetske analize i proucavanje molekularne epidemiologije i epizootiologije
dobijenih izolata u bliskoj buduénosti biti na tome zasnovani, ¢ime ¢e biti obezbedene
pouzdane informacije o filogenetskoj povezanosti sojeva i na¢inima prenosenja i Sirenja

infekcije (Rodrigez-Campos i sar., 2014).
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3. CILJ I ZADACI RADA

Tuberkuloza goveda najéeSc¢e proti¢e u hroni¢nom toku i dugo ostaje skrivena,
sa slabo izrazenim ili nespecificnim klinickim znacima. Medutim, za sve to vreme
inficirane jedinke rasejavaju mikobakterije u spoljasnju sredinu i predstavljaju izvor
zaraze kako za druge Zivotinje tako i ¢oveka. lako se tuberkuloza goveda sistematski
suzbija u vecini razvijenih drzava gotovo ceo jedan vek, pokazalo se da je veoma tesko
potpuno iskoreniti oboljenje, a najnoviji podaci ukazuju na porast prevalencije
inficiranih zapata goveda u Evropskoj Uniji, kako u drzavama zvani¢no slobodnim od
tuberkuloze, tako i u onim u kojima je program eradikacije u toku. U Srbiji na nivou
nacionalnog zapata goveda tuberkuloza ima malu prevalenciju, i relativho se retko
dijagnostikuju pozitivna grla. lzuzetak su nekoliko ZzariSta u Juznoba¢kom okrugu u
kojima je tuberkuloza u populaciji goveda enzootski prisutna, sa prevalencijom koja je
na pocetku sprovodenja mera suzbijanja iznosila i do 15%, od ukupno ispitanih grla.

Ciljevi ove doktorske disertacije su obuhvatili izolaciju, bakterioloSku
identifikaciju i molekularnu karakterizaciju Mycobacterium tuberculosis kompleks
bakterija uzroc¢nika tuberkuloze goveda u Vojvodini. Pored toga, cilj je bio i utvrdivanje
osetljivosti izolovanih sojeva na odabrane antituberkulozne antibiotike koji se koriste u
terapiji tuberkuloze ljudi u naSoj zemlji, kao 1 uporedno ispitivanje osetljivosti 1
specifi¢nosti y-IFN testa u dijagnostici tuberkuloze sa klasiénim mikrobioloskim
metodama izolacije 1 identifikacije uzro¢nika. Na osnovu podataka o raznolikosti
klastera odnosno sojeva koji su prisutni u nasoj zemlji utvrdi¢e se i medusobna veza sa
sojevima i genotipovima Kklasifikovanim na osnovu molekularnih karakteristika u
susednim zemljama i Evropi. Na osnovu dobijenih podataka uradice se epizootioloSke
karte sa utvrdenom incidencijom i prevalencijom oboljenja kod goveda u Vojvodini.

Za ostvarenje postavljenih ciljeva ove doktorske disertacije definisani su slede¢i zadaci:

1. Da se izvrsi izolacija, identifikacija i molekularna karakterizacija uzro¢nika
tuberkuloze goveda u VVojvodini.

2. Da se utvrdi osetljivost izolovanih sojeva na antituberkulotike (etambutol,
streptomicin, rifampicin, izoniazid) koji se koriste za terapiju ljudi u nasoj

zemlji.
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3. Da se izvrsi uporedno ispitivanje osetljivosti i specificnosti y-IFN testa u
odnosu na komparativni intradermalni tuberkulinski test i druge klasi¢ne

metode dijagnostike tuberkuloze.

4. Da se izradi epizootioloska karta sa utvrdenom incidencijom i prevalencijom

oboljenja u VVojvodini.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. MATERIJAL

Za ispitivanja su koris¢eni slede¢i materijali:

1) Goveda- 71 zivotinja iz 25 gazdinstava u Vojvodini (lociranih u Juznobackom i
Sremskom okrugu), ve¢inom Zenskog pola, razli¢ite starosti, ali ne mlada od 12 meseci,
pretezno domace Sareno goveCe u tipu simentalca. lzabrana grla su prilikom
tuberkulinizacije, sprovedene od strane nadlezne veterinarske sluzbe, pokazala sumnjivu
ili pozitivnu reakciju na tuberkulin B.

2) Uzorci pune krvi sa heparinom kao antikoagulansom, ukupno 71 uzorak. Uzorci
krvi su uzeti asepti¢cnom punkcijom v.jugularis i transportovani u laboratoriju u roku 6-
8 casova od uzorkovanja.

3) Uzorci tkiva 49 goveda koja su bila pozitivna na komparativnom
intradermalnom tuberkulinskom testu i/ili prilikom izvodenja gama interferon testa.
Goveda su poticala iz zapata lociranih u 4 ops$tine Juznobackog okruga i dve opstine u
Sremskom okrugu. Nakon klanja uzorkovani su limfni ¢vorovi, kao i delovi pluénog
parenhima na kojima su uocene promene. Uzorci su ¢uvani na temperaturi frizidera (4-
8°C) 1 u roku od 24-48h dostavljeni u laboratoriju Instituta za pluéne bolesti u Sremskoj
Kamenici. Kod goveda kod kojih prilikom patomorfoloskog pregleda nisu ustanovljene
makroskopski vidljive promene, uzorkovani su retrofaringealni, medijastinalni,
cervikalni 1 bronhijalni limfni ¢vorovi.

4) Tuberkulin B PPD (sadrzi 300001U precis¢enog tuberkuloproteina u Iml-jacina
minimum 3000ij/doza) (Veterinarski Zavod Zemun)

5) Tuberkulin A (sadrzi 20000IU tuberkuloproteina pti€ijeg tipa u Iml-jaina
minimum 20001J/doza) (Veterinarski Zavod Zemun)

6) Kutimer i makaze

7) Bovigam-gama interferon set kit za goveda (Prionics, Svajcarska):

komponenta 1-mikrotitar plo¢a sa 24 bazencic¢a Cije je dno prekriveno antitelima
specificnim za govedi gama interferon

komponenta 2- liofilizovana pozitivna kontrola

komponenta 3- liofilizovana negativna kontrola
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komponenta 4- zeleni plazma puferizovani rastvarac¢

komponenta 5- pufer za ispiranje 20x koncentrovan

komponenta 6- antitela protiv govedeg y-interferona konjugovana enzimom
komponenta 7a- plavi rasvarac, puferizovani rastvara¢ konjugata 5x koncentrovan
komponenta7b- plavi rastvarac¢, puferizovani rastvara¢ konjugata
komponenta 8- puferizovani rastvor enzima

komponenta 9-hromogeni rastvor, 100x koncentrovan

komponenta 10-rastvor za zaustavljanje dejstva enzima

8) Bovigam Bovine PPD

9) Bovigam Avian PPD

10)  Podloge po Lowenstein-Jensenu

11) izonijazid (H) (Sigma Chemicals Co., USA)

12)  rifampicin(R) (Sigma Chemicals Co., USA)

13)  etambutol (E) (Sigma Chemicals Co., USA)

14)  streptomicin (S) (Sigma Chemicals Co., USA)

15) 2% NaOH

16) 1% hlorovodonic¢na kiselina

17)  Karbol fuksin

18)  Fenol ftalein

19) 3% kiseli alkohol

20)  10% puferizovani formalin

21)  Hematoksilin i eozin boja (Sigma-Aldrich)

22)  parafin

23)  Pozitivna kontrola 1. (M. tuberculosis soj H37Rv)

24) Pozitivna kontrola 2. (M. bovis BCG P3)

25)  Oligonukleotidni prajmeri za PCR amplifikaciju (Isogen Bioscience BV,
Maarsen, Holandija)

prajmer Dra (biotinilizovan) sekvenca GGTTTTGGGTCTGACGAC
prajmer DRb sekvenca CCGAGAGGGGACGGAAAC

26)  Spoligo-membrana (Isogen Bioscience BV, Maarsen, Holandija)
27)  ECL reagensi za detekciju (Amersham Biosciences USA)

28)  Rentgen filmovi (Amersham Biosciences, USA)
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29)  20x SSPE (Gibco BRL Life Technologies Inc.)

30)  SDS visokoprecis¢eni (BDH Laboratory Supplies)

31)  Super Taqg DNK polimeraza (HT Biotechnology Ltd., Cambridge, UK)

32)  Streptavidin-POD-konjugat (Boehringer, Nemacka)

33)  Dejonizovana voda

34)  Tris-EDTA pufer (Sigma)

35)  Automatske viSekanalne i jednokanalne mikropipete varijabilnog volumena
(Eppendorf, Nemacka)

36)  Miniblotter 45 ( Immunetics Cambridge MA 02139)

37)  PCR-aparat-termocikler ("Eppendorf)

38)  Spektrofotometar Multiscan MCC 340

39)  Laminar ("Angelantoni”, Italija)

40)  Centrifuga 5702 ("Eppendorf)

41)  Sejker REAX top ("Heidolph")

42)  Termostat ("Sutjeska™)

43)  Mikrotom

44)  Mikroskop ("Olympus™)

45)  Godisnji epizootioloski izvestaji i drugi epizootioloski podaci dobijeni od
Veterinarskih specijalistickih instituta "Zrenjanin", "Pancevo", "Sombor", "Subotica" i
Naucnog instituta za veterinarstvo "Novi Sad"

46)  Terenski epizootioloski zapisnici

47)  Zapisnici Republicke veterinarske inspekcije

48)  Izvestaj Odseka za obelezavanje i registraciju Zivotinja-Uprava za veterinu
Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine

Sav materijal neophodan za izvodenje spoligotipizacije obezbeden je zahvaljujuci
ljubaznosti prof. dr Wolfgang-a Prodinger-a sa Medicinskog fakulteta u Insbruku,
Austrija, Katedra za mikrobiologiju, higijenu 1 socijalnu medicinu, (Dept. fiir Hygiene,
Mikrobiologie und Sozialmedizin Sektion Hygiene und Medizinische Mikrobiologie

Medizinische Universitédt Innsbruck) u ¢ijoj laboratoriji su ispitivanja i izvrSena.
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4.2. METODE

4.2.1. Tuberkulinizacija

Dijagnosticka  metoda  komparativne  intradermalne  tuberkulinizacije
(retuberkulinizacija) uz simultano aplikovanje tuberkulina B i tuberkulina A, vrSena je u
terenskim uslovima, odnosno na gazdinstvima na kojima su goveda uzgajana. Sva
goveda podvrgnuta retuberkulinizaciji su prilikom tuberkulinizacije, sprovedene od
strane nadlezne veterinarske sluzbe, pokazala sumnjivu ili pozitivhu reakciju na
tuberkulin B. Izmedu prethodno izvrSene tuberkulinizacije i retuberkulinizacije kod svih
zZivotinja proteklo je minimalno 50, a maksimalno 70 dana.
Postupak:

Tuberkulin B aplikovan je sa leve strane vrata, za oko Sirinu Sake ispred lopatice
I 10-tak centimetara ispod dorzalne linije vrata. Mesto aplikacije povrSine oko 5-6
kvadratnih centimetara je pripremljeno SiSanjem makazama, bez dezinfekcije. Pri izboru
mesta aplikacije vodilo se racuna, da ne postoje ozlede, kraste ili druge promene na
kozi. Pre aplikacije tuberkulina, kutimetrom je izmerena debljina koznog nabora sa
preciznos¢u od 0,5 mm, S§to je belezeno u odgovarajucu tuberkulinsku listu.
Ubrizgavanje tuberkulina u koZzu vrSeno je u sredinu pripremljenog polja, lagano,
pomocu insulinskog Sprica 1 igle u koli¢ini od 0,1 ml. Provera uspeSnosti aplikacije
radena je palpacijom, pri ¢emu je prisustvo malog difuznog ¢vora veli¢ine do zrna
pirin¢a smatrano za adekvatno izvedenu tuberkulinizaciju. Tuberkulin A aplikovan je na
opisani nacin sa desne strane vrata. Ocitavanje reakcije vrSeno je po isteku 72+6 Casova.
Prilikom ocitavanja merena je debljina koZnog nabora, i vrSena procena kvaliteta
eventualno prisutnog otoka adspekcijom 1 palpacijom. Takode palpirani su i
preskapularni limfni ¢vorovi sa obe strane i vrSeno poredenje njihove veliCine,
konzistencije 1 pokretljivosti. Reakcije su procenjivane prema slede¢im kriterijumima:
Pozitiva reakcija: ako je zadebljanje koznog nabora na mestu aplikacije tuberkulina B
ve¢e od 4 mm, a pozitivna reakcija na govedi tuberkulin je za viSe od 4 mm vecéa u
odnosu na reakciju na avijarni tuberkulin i/ili je prisutan otok na mestu aplikacije
tuberkulina B difuzan, temperiran i testaste konzistencije, bolan, sa ili bez nekroze sa

eksudacijom. Preskapularni limfni ¢vor sa leve strane sa inflamatornom reakcijom.
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Sumnjiva reakcija: ako je pozitivna ili sumnjiva reakcija (2-4mm) na govedi tuberkulin,
veca od reakcije na avijarni tuberkulin za 1-4mm, a nisu prisutni opisani klini¢ki znaci.
Nespecificna- kada je zadebljanje koznog nabora na mestu aplikacije avijarnog
tuberkulina vecée za 4 i viSe mm od zadebljanja na mestu aplikacije tuberkulina B, koje
je manje od 4mm.

Negativna reakcija- ako je zadebljanje koznog nabora na mestu aplikacije tuberkulina B
manje od 4 mm, i manje je od zadebljanja na mestu aplikacije tuberkulina A. Prisutan

otok je ograni¢en, tvrd, bezbolan i netemperiran.

4.2.2. Patomorfoloski pregled

Patomorfoloski pregled trupova 60 tuberkulin pozitivnih goveda, poslatih na
sanitarno klanje izvrSen je u Cetiri klanice koje su tokom perioda istrazivanja bile
odredene od strane Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, vodoprivrede i
Sumarstva, za prijem ovih grla. Patomorfoloski pregled jednog uginulog goveda izvrSen
je u terenskim uslovima, neposredno pored jame grobnice.

Prilikom pregleda trupova i1 organa zaklanih goveda, trazene su promene
karakteristicne za tuberkulozu. U slucaju postojanja promena, limfni ¢vorovi su
asepti¢no odvajani od okolnog tkiva u celini, a delovi organa, su odsecani sa marginom
od 5 cm zdravog tkiva oko promene. Cilj aseptiénog uzimanja uzoraka je da se spreci ili
znatno redukuje mogucénost kontaminacije tkiva fecesom, zemljom 1 drugim
necisto¢ama koje mogu sadrzati atipi¢ne mikobakterije ili druge mikroorganizme, koji
pri kultivaciji mogu prerasti i otezeti ili onemoguditi izolaciju uzro¢nika tuberkuloze.
Ovako uzeti uzorci pakovani su u sterilne plasti€ne vrece 1 transportovani u prosekturu
NIV*“Novi Sad“ za dalju obradu. Ukoliko promene nisu bile odmah vidljive, vrSeno je
zasecanje 1 pregled presecenih povrsina tkiva. Patomorfoloski pregled trupova i organa
izvrSen je detaljno, metodom adspekcije, palpacije i zasecanjem, a obuhvatao je sledece
limfne ¢vorove i organe:

Glava- limfni ¢vorovi sa leve i desne strane: submandibularni, parotidni, medijalni i
lateralni retrofaringealni i tonzile
Grudna duplja- kaudalni i kranijalni medijastinalni limfni ¢vorovi, traheobronhijalni

limfni ¢vorovi u levom i desnom plué¢nom krilu. Plu¢no tkivo.
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Abdominalna duplja- jetra i hepati¢ni limfni ¢vor, slezina, mezenterijalni limfni ¢vorovi
Citavom duzinom gastrointestinalnog trakta, bubrezi sa pripadaju¢im limfnim
¢vorovima.

Trupovi- na obe polovine trupa pregledani su slede¢i limfni ¢vorovi: cervikalni,
preskapularni, subilija¢ni, unutrasnji ilija¢ni, medijalni ilijacni, duboki ingvinalni,
iSijadi¢ni 1 supramamarni.

Nalaz makroskopski vidljivih lezija u obliku fokalno prisutnih tuberkula odnosno
granulomatoznog inflamatornog bujanja razli¢itog precnika, uvecanje limfnih ¢vorova
praceno kazeoznom nekrozom i kalcifikacijom, sa ili bez fibrozne inkapsulacije,

smatrano je pozitivnim nalazom.

4.2.3. Patohistoloski pregled

Uzorci limfnih ¢vorova i pluca veli¢ine 2x1x0,5 cm za histopatoloska ispitivanja
su fiksirani u 10% neutralnom formalinu u trajanju od 48 - 72 ¢asa. Posle fiksacije tkivo
je obradivano u automatskom tkivnom procesoru (dehidratacija kroz seriju alkohola,
prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija parafinom) i uklopljeno u parafinske blokove.
Parafinski isecci dobijeni seCenjem u mikrotomu, debljine 3 do Sum bojeni su
hematoksilin-eozinom (HE) i posmatrani pod mikroskopom. Ispitivanja su vrSena u
laboratoriji za patoloSku morfologiju Departmana za veterinarsku medicinu,
Poljoprivradnog fakulteta u Novom Sadu i laboratoriji za patolosku morfologiju

Naucnog Instituta za veterinarstvo*Srbija* u Beogradu.

4.2.4. Izolacija i bakterioloska identifikacija mikobakterija
Od ukupno 49 zaklanih i uginulih goveda uzorkovan je materijal (limfni ¢vorovi i
delovi pluénog tkiva) za bakteriolosku izolaciju. Uzorci su cuvani na temperaturi
frizidera (4-8°C) i u roku od 24-48h dostavljeni u Laboratoriju za mikobakterije
Instituta za pluéne bolesti Vojvodine u Sremskoj Kamenici.
Za izolaciju mikobakterija iz uzoraka primenjeno je standardno-kulturelno ispitivanje
mikobakterija(1).

Pre zasejavanja uzorci-delovi organa (oko 5 grama) su sterilnim makazama sitno
izrezani 1 usitnjeni u tarioniku. Nakon toga su u cilju dekontaminacije obradivani sa 2%

natrijum hidroksidom u toku 15 minuta, i centrifugirani 15 minuta na 3000xg. Dobijeni
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sediment je neutralizovan sa 1% hlorovodoni¢nom kiselinom u prisustvu fenol ftaleina
kao indikatora, i zasejavan na dve Lowenstein- Jensen podloge (LJ). Podloge su
inkubirane na 37°C i posmatrane jednom nedeljno u toku tri meseca. Registrovano je
vreme pojave prvih vidljivih kolonija (1,2)

Obradeni uzorci su pregledani i na prisustvo acidorezistentnih bacila (ARB)
mikroskopskim pregledom obojenog razmaza po Ziehl-Neelsenu (Z-N). Ukratko,
preparat je fiksiran prevlacenjem preko plamena, mikroskopska ploCica je potom
prelivena karbol fuksinom i zagrevana par minuta do pojave pare. Preparat je potom
ispran vodom, a za odbojavanje je koris¢en 3% Kiseli alkohol. Po odbojavanju, preparat
je preliven kontrastnom bojom, metilenskim plavim u trajanju 30 sekundi. Posle toga
preparati su isprani i osuseni. (1)

Izolovane mikobakterije su identifikovane do nivoa vrste primenom standardnih
biohemijskih testova. (3)

Biohemijska identifikacija je rutinski ukljucivala sekreciju i nakupljanje niacina,
redukciju nitrata, testove hidrolize Tween- 80 posle 3 i 10 dana, prisutnost aril sulfataze
posle 3 i 14 dana i aktivnost semikvantitativne katalaze.

1.Koneman EW,Allen SD,Janda WM,Schreckenberger PC, Win WC.Color atlas and
text book of diagnostic microbiology.5th ed.Philadelphia:Lippincott;1997.p.893-952
2.Savi¢ B,Vukovi¢ D,Stefanovi¢ G, Vukeli¢ A,Tomi¢ LjKurucin T.Vodi¢ za
mikrobiolosku dijagnostiku tuberkuloze. Ministarstvo zdravlja Republike Srbije,
Beograd, 2007.

3.Vitebsky FG,Kruczak-Filipov P.Identification of mycobacteria by conventional
methods.Clin Lab Med 1996;16:569-601

4.2.5. Ispitivanje osetljivosti izolata na antituberkulotike

Za ispitivanje osetljivosti izolovanih sojeva mikobakterija na antituberkulotike
primenjen je standardizovani metod proporcija (4). Ovaj metod smatra se ,,zlatnim
standardom®. Osetljivost izolovanih sojeva ispitana je na kriticne koncentracije
antimikrobnih sredstava: izonijazid (H) 0,2 pg/ml, rifampicin(R) 40,0 pg/ml, etambutol
(E) 2,0 ug/ml i streptomicin (S) 4,0 ug/ml podloge. Rezultati testa osetljivosti izdavani
su nakon inkubacije od 4 nedelje na 37°C. Zavisno od porasta ispitivanog soja na

podlozi sa inkorporisanim antimikrobnim sredstvom u poredenju sa porastom soja na
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kontrolnim podlogama bez antituberkulotika soj je klasifikovan u dve terapijske
kategorije: osetljiv (S) i rezistentan (R).

4.Schwoebel V,Lambbregts-van Weezenbak CS,moro Ml, Drobniewski F,Hoffner SE,
Raviglione MC.Standardization of antituberculosis drug resistance surveillance in
Europe. EUR Respir J.2000;16(2):364-71.

4.2.6. Ekstrakcija i priprema DNK

Genomska DNK za izvodenje PCR metode dobijena je tako S$to su dva puta
vrhom eze pokupljene izolovane mikobakterije sa podloge po Levenstajn-Jensenu,
prenete u Eppendorf mikrotube i resuspendovane u 200 ul 1xTris-EDTA pufera. Ovako
pripremljene bakterije inkubirane su 15 minuta na temperaturi od 90°C. Minitube sa
suspenzijom su nakon toga centrifugirane na 13000 rpm 2 minuta. Posle odbacivanja
supernatanta, zaostali talog je resuspendovan u 500 ul 150mM NaCl. Ovaj postupak je
ponovljen dva puta. Konacno dobijeni talog resuspendovan je u 25 ullxTris-EDTA za

dalje ispitivanje.

4.2.7. Spoligotipizacija

Metod spoligotipizacije zasniva se na PCR amplifikaciji DR (direct repeat)
lokusa i njihovoj hibridizaciji sa membranom koja sadrzi set od 43 kovalentno vezana
oligonukleotida (eng. spacer sequences) koji poti¢u od M. tuberculosis referentnog soja
H37Rv (37spejsera) i M. bovis BCG soja P3 (6 spejsera). Razlike u spoligotipnom
obrascu najceSc¢e su posledica delecije direktno ponavljajucih varijabilnih sekvenci (eng.
direct variable repeats) u DR regionu bakterijske DNK.
Priprema membrane:

Oligonukleotidne sekvence sadrZzane na membrani dobijene su od DNK sekvenci
DR regiona sojeva M.tuberculosis H37Rv i M.bovis BCG P3. Sve spejser-olinukleotidne
sekvence su spojene sa 5 terminalnom aminogrupom, pomocu koje se mogu kovalentno
vezati za aktiviranu negativno punjenu membranu. Amplifikacija spejsera postize se
upotrebom prajmera DRa i DRb, koji omogucavaju amplifikaciju celokupnog DR

regiona. PCR produkti su obelezeni biotinom, jer je DRa prajmer biotinilizovan.
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Postupak:
1) DNK uzorci su rastvoreni do trazene koncentracije. Kao pozitivna kontrola
koriS¢ena je hromozomalna DNK M. tuberculosis soj H37Rv i M. bovis BCG P3. Kao
negativna kontrola koriS¢ena je voda.
2) Priprema reakcione meSavine :
0,2 ul primer DRa (20 pmol)
0,2 ul primer DRb (20 pmol)
2,5 ul ANTP-mixture (2.5 mM svaki NTP, kona¢na konc. 0.2 mM svaki dNTP
2,5 ul 10x koncenrovani Super Tth pufer
0,25 pl Super Tth polymerase (5 units/pl)
33-x ul MQ voda (do ukupnog volumena of 50 pl)
Priprema reakcione smeSe (tzv. master mix) vrSena je u posebnoj laboratoriji bez
prisustva ispitivanih uzoraka DNK.
3) Od ovako pripremljene "master" smese uzeto je 23 pl i ubaceno u ependorf
mikrotubu zajedno sa 2 pl ispitivane DNK (10ng), ¢emu je dodata 1 kap mineralnog
ulja.
4) Mikrotube su uloZzene u PCR-aparat za amplifikaciju uz izvodenje sledecih
temperaturnih ciklusa:
3 min 96°C
1 min 96°C
1 min 55 °C  35x
30 sec 72 °C
5min72°C
PCR hibridizacija i detekcija
IzvrSena je hibridizacija PCR produkata markiranih biotinom na pri¢vr§éene
oligo-spejsere poznate sekvence. Prisustvo spejsera nakon inkubacije sa streptavidin-
peroksidazom uocava se na film plastici u vidu crnih kvadratica.
Postupak:
1) Prethodno zagrejani koncentrovani puferi pripremljeni su za rad razredivanjem
demineralizovanom vodom na slede¢i nacin:
50 ml 2xSSPE/0.1% + 2,5 ml 20%SDS, 60°C, (WB1)
50 ml 2xSSPE/0.5% +12,5 ml 20%SDS, 60°C, (WB2)
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50 ml 2xSSPE/0.5% + 12,5 ml 20%SDS, 42°C, (WB3)
50 ml 2xSSPE, sobna temperatura, (WB4)
2) 20 ul PCR produkata uneto je u 150 pl WBI1
3) Izvrsena je denaturacija rastvorenih PCR produkata na temperaturi od 99°C u

trajanju od 15 minuta, posle ¢ega je odmah izvr§eno hladenje velikom koli¢inom suvog

leda.

4) Pranje membrane 2x10 minuta na temperaturi od 60°C u rastvoru WB1 uz
muckanje

5) Postavljanje membrane sa uloskom u minibloter, tako da se prorezi (eng. slots)

odnosno rovovi miniblotera nalaze vertikalno u odnosu na polozaj nanesenih
oligonukleotida

6) Uklanjanje rezidualne te¢nosti sa proreza miniblotera aspiracijom-ovaj postupak
je od velikog znacaja

7) Ispunjavanje rovova sa 140 pl razredenog produkta (mora biti uradeno bez
stvaranja mehuric¢a vazduha) 1 hibridizacija 60 minuta na 60°C na horizontalnoj povrSini
bez treSenja. Poslednji kanal (rov) punjen je puferom.

8) Uklanjanje uzoraka iz miniblotera aspiracijom i1 vadenje membrane pomocu
pincete

9) Pranje membrane 2x u rastvoru WB2 u trajanju od 10 minuta na temperaturi od
60°C

10) Postavljanje membrane na oblu bocu, namotane na nacin koji obezbeduje da se
spoligotipi nalaze sa unutrasnje strane, uz istovremeno hladenje

11) Dodavanje 5 ul streptavidin-peroksidaza konjugata (500U/ml) u 15 ml WB3
rastvora i inkubiranje membrane u ovom rastvoru u obloj boci (eng. rolling bottle) 60
minuta na 42°C. Konjugat je sipan kroz sredinu do dna boce, tako da ne kvasi
membranu

12) Pranje membrane 2x u trajanju po 10 minuta na temperaturi od 42°C u WB3
rastvoru

13) Pranje membrane 2x po 5 minuta na sobnoj temperaturi u rastvoru WB 4

14) Inkubiranje membrane u ECL rastvoru za detekciju luminescencije 30 sekundi u

rasvoru za detekciju 1 i 1 minut u rastvoru za detekciju 2
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15) Prekrivanje membrane plasticnom folijom i izlaganje svetloosetljivom filmu 20

minuta

4.2.8. Mycobacterium bovis y- Interferon test
Postupak izvodenja ispitivanja:

Neposredno pre izvodenja komparativnog intradermalnog tuberkulinskog testa
uzeti su uzorci krvi od goveda koja su prilikom tuberkulinizacije, sprovedene od strane
nadlezne terenske veterinarske sluzbe, pokazala sumnjivu ili pozitivhu reakciju na
tuberkulin B. Od prethodne tuberkulinizacije proteklo je najmanje 50 dana. Krv je
uzorkovana u vakumete sa dodatkom litijum-heparina u koli¢ini od 5-7 ml, asepti¢nom
punkcijom v.jugularis. Uzorci su ¢uvani na temperaturi 18-25°C i transportovani u roku
6-8 casova od uzorkovanja u laboratoriju za serologiju Nauc¢nog instituta za
veterinarstvo ,,Novi Sad" .

U mikrotitar plo¢u sa ravnim dnom, odliveno je za svaki uzorak u 3 udubljenja
(bunar¢i¢a) po 1,5 ml Krvi sa heparinom, pri ¢emu je u prvo udubljenje dodato 100 pl
avijarnog PPD tuberkulina, u drugo 100 pl bovinog PPD tuberkulina a u tre¢i bunar¢i¢
dodato je 100 ul PBS-a. Nakon poklapanja bunarc¢i¢a, mikrotitar plo¢a je odlozena u
termostat na inkubiranje pri temperaturu od 37°C u trajanju od 24h. Posle inkubacije 1
centrifugiranja mikrotitar ploce, pazljivo je mikropipetom odliveno oko 500 pl plazme
koja je prebacena u ependorf mikrotube, spremna za izvodenje ELISA testa. Posle
otapanja 1 rekonstitucije liofilizovanih reagenasa, u svih 24 bunarci¢a koji sadrZe
konjugat antitela na dnu, dodato je po 50 ul zelenog razredivaca (Green diluent). Za
svaki uzorak odredena su 3 udubljenja u koja je prethodno ve¢ nasut zeleni razredivac, a
zatim je dodato sledece: u prvo udubljenje 50 pl uzorka plazme u koji je na punu krv
dodat PBS, u drugo udubljenje 50 pl uzorka plazme u koji je na punu krv dodat avijarni
PPD u tre¢e udubljenje 50 pul uzorka plazme u koji je na punu krv dodat bovini PPD.
Ovako pripremljeni uzorci inkubirani su u termostatu 1" na sobnoj temperaturi 24°C.
Posle inkubacije, bunarci¢i su isprani 6 puta sa 200 pl prethodno pripremljene Wash
solucije (potrebna koli¢ina broj udubljenja X 2.7 ml), a zatim prosuSeni na papirnoj vati.
Posle susenja u sva udubljenja je dodato 100 pl prethodno pripremljenog konjugata, Sto
je postignuto razredivanjem koncentrovanog konjugata sa plavim razredivatem (Blue

diluent) u razmeri 1:100 (1+99). Ploca je prekrivena folijom i inkubirana u termostatu 1
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h na temperaturi od 24 °C. Po zavr$enoj inkubaciji svi bunar&iéi su isprani 6X200 pl sa
prethodno pripremljenim rastvorom za ispiranje (eng.Wash solution), a zatim prosuseni
na papirnoj vati. U sva udubljenja dodato je 100 ul sveze pripremljenog enzimskog
substrata —(hromogen), koji je pripremljen tako $to je koncentrovani substrat razreden
razredivacem substrata u razmeri 1:100 (1+99). Posle inkubacije u termostatu u rezimu
bez svetlosti, koja je trajala 30 minuta na temperaturi 24°C, u sva udubljenja dodato je
po 50 ul Stop rastvora. Rezultat je ocitavan na spektrofotometru uz upotrebu filtera od
450 nm. Pre interpretacije dobijenih rezultata ispitivanih uzoraka, izvrSena je validacija
reakcije na pozitivnoj i negativnoj kontroli, po slede¢oj formuli: negativni bovini IFN y
kontrola <0.130
pozitivna bovini IFN y kontrola <0.700
Izraunavanje rezultata ispitivanih uzoraka krvne plazme, vrSeno je po slede¢oj formuli:
POZITIVNO

OD PPDB - OD PBS > 0.1 10D PPDB - OD PPD A> 0.1
NEGATIVNO

OD PPDB - OD PBS < 0.1ili OD PPDB - OD PPD A< 0.1
Za sumnjive reakcije, kod kojih je potrebno ponoviti testiranje kako bi se smanjila
mogucnost pojave lazno negativnih rezultata smatrali smo one, kod kojih je bila
ustanovljena znacajno visoka OD vrednost za oba PPD tuberkulina (avijarni 1 bovini),
ali je pri poredenju rezultat bio neznatno ispod grani¢ne vrednosti od 0,1, odnosno 0,1 >

OD PPDB-OD PBS > 0,051 OD PPDB>0OD PPDA.

4.2.9. Obrada signala (zapisa) dobijenih spoligotipizacijom
Za proveru i poredenje dobijeniih spoligotipova naSih izolata koristili smo dve

relevantne baze podataka dostupne na internetu: www.mbovis.org i http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE, u kojima smo uno$enjem binarnog koda, mogli

da uporedimo spoligotipni obrazac naSih izolata sa spoligotipovima koji su do sada
prijavljeni i dostupni u ovim bazama podataka. Na ovaj nacin bilo je moguce proveriti
nase spoligotipove u smislu identifikacije vrste MTB-kompleks izolata, odnosno
klastera, medunarodnog kodiranja i utvrditi rasirenost datog spoligotipa u regionu i Sire.

Vebsajt www.mbovis.org i baza podataka pokrenuti su u cilju medunarodne

standardizacije nomenklature u molekularnoj genotipizaciji Mycobacterium bovis
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sojeva. Vebsajt je lociran na serveru Univerziteta u Saseksu, Velika Britanija (University of
Sussex), a podrzan od strane DEFRA i VLA Weybridge. U bazi se prikupljaju podaci o
svim sojevima koji ne pripadaju M.bacterium tuberculosis sensu stricto a definisani su
kao sojevi M.tuberculosis kompleksa kojima nedostaje hromozomski region RD9
(Brosch i sar., 2002). U databazu su stoga ukljuceni podaci o spoligotipnim obrascima
dobijenim od izolata M. Africanum (Zapadno Afri¢ki tip), M. microti sojeva povezanih sa
oboljenjem kod lama, zatim Mycobacterium bovis subsp. caprae comb. nov, povezan sa
infekcijom koza i goveda kao i spoligotipovi klasi¢nih sojeva M.bovis.

Baza podataka http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE, sa onlajn

pristupom, obezbedena je od strane Pasterovog zavoda iz Gvadalupe, Francuska (fr.
Institut Pasteur de Guadeloupe) i sadrzi izveStaje o ukupno 7105 spoligotipnih obrazaca
(Sto odgovara 58,180 klinickih izolata) grupisanih u 2740 zajednickih tipova odnosno
medunarodnih spoligotipova (eng. spoligotype international types -SIT) i 4364 zasebnih
spoligotipnih obrazaca.

4.2.10. Statisticka obrada podataka

Ispitivanje nivoa podudarnosti, odnosno specifi¢nosti i osetljivosti poredenih testova
(komparativna tuberkulinizacija i y-IFN test) analizirano je kappa-metodom. Ova
metoda je pogodna za obradu podataka kada se dobijaju rezultati ,,pozitivno-negativno®,

a ne kvantitativne vrednosti.
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5. REZULTATI

Rezultati istrazivanja su u cilju bolje preglednosti, lakse obrade i analize
podataka prikazani tabelarno (od 1 do 35), graficki, kartografski, slikama i Sematski.
Objasnjenja ovako predstavljenih rezultata data su u tekstu koji prethodi pomenutom
tabelarnom, grafickom i dr. prikazu. Pri tome, rezultati ispitivanja su iznoSeni prema
redosledu postavljenih zadataka. U prvom delu izneti su rezultati direktne mikroskopije
preparata obojenih po Ziehl-Neelsenu i izolacije mikobakterija na podlogama po
Lovenstein-Jensenu uz bakteriolosku identifikaciju. U ovom delu prikazani su i rezultati
molekularne identifikacije i genetske tipizacije dobijenih MTB-kompleks izolata,
metodom spoligotipizacije na membrani kao 1 njihovo poredenje sa do sada
ustanovljenim i objavljenim spoligotipovima u relevantnim medunarodnim bazama
podataka. Takode, ovde su prezentovani i rezultati patomorfoloskog i patohistoloskog
pregleda uginulih ili goveda koja su bila upucena na sanitarno klanje, a prethodno su
bila pozitivha na nekom od primenjenih testova za ante mortem dijagnozu tuberkuloze.
U drugom delu izneti su rezultati ispitivanja osetljivosti dobijenih izolata MTB-komleks
bakterija na antituberkulotike (etambutol, streptomicin, rifampicin, izoniazid) koji se
koriste za terapiju ljudi u nasoj zemlji. U tre¢em delu prikazani su rezultati
dijagnostickog ispitivanja Zivih goveda na prisustvo infekcije uzro€nikom tuberkuloze
primenom komparativnog tuberkulinskog testa i y-IFN testa, kao 1 medusobno
poredenje 1 vrednovanje oba testa. U Cetvrtom delu prikazani su podaci o incidenciji 1
prevalenciji infekcije kod goveda u Vojvodini, za period 2010-2015. godine, pri ¢emu
su posebno detaljno prikazani i analizirani podaci o incidenciji i kretanju infekcije u
ustanovljenim tuberkuloznim Zzari§tima na teritoriji Juznobackog okruga u periodu od

2006-2015. godine.

5.1.1. Rezultati direktnog mikroskopskog pregleda i izolacije mikobakterija

Na prisustvo bakterija MTB-kompleksa ispitani su uzorci tkiva (pluca i limfni
¢vorovi) 49 goveda koja su prilikom izvodenja komparativnog tuberkulinskog testa
imala pozitivnu reakciju. Kod 40 grla prilikom patomorfoloskog pregleda na liniji
klanja su ustanovljene promene koje mogu ukazivati na tuberkulozu. Direktnim

mikroskopskim pregledom preparata obojenih po Ziehl-Neelsen-u, prisustvo
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acidorezistentnih Stapicastih bakterija (ACR) ustanovljeno je u uzorcima tkiva 14
goveda (28,6%). Kultivacijom na podlogama po Lovenstein-Jensen-u, iz uzoraka tkiva

19 (38,7%) goveda izolovane su bakterije MTB-kompleksa.

Kod 4 jedinke u wuzorcima limfnih C¢vorova ustanovljeno je prisustvo
acidorezistentnih bakterija, ali izolacija nije uspela usled kontaminacije ili drugih
razloga. lzolovane bakterije su na osnovu fenotipskih karakteristika i primenom
standardnih biohemijskih testova identifikovane do nivoa vrste. Na osnovu ovako
izvrSene tipizacije svi izolati Su svrstani u vrstu M. bovis. Rezultati ispitivanja prikazani

su u tabeli 1.

Tabela 1. Rezultati direktnog mikroskopskog pregleda i izolacije MTB-kompleks bakterija iz uzoraka
tkiva 49 goveda pozitivnih na komparativnom tuberkulinskom testu

GoE\;/ edo Opétina Naselje Direktna Izolacija | Bakterioloska

r. B V mikroskopija tipizacija
1 Zabalj Zabalj - + M.bovis
2 Zabalj Zabalj + + M.bovis
3 Zabalj Zabalj - - -
4 Zabalj Zabalj - - -
5 Zabalj Zabalj - - -
6 Zabalj Zabalj - - -
7 Zabalj Zabalj + + M.bovis
8 Zabalj Zabalj - - -
9 Zabalj Zabalj - - -
10 Zabalj Zabalj - - -
11 Zabalj Zabalj - - -
12 Zabalj Zabalj - - -
13 Titel Gardinovci - + M.bovis
14 Titel Gardinovci + + M.bovis
15 Titel Gardinovci - - -
16 Titel Gardinovci - - -
17 Titel Gardinovci - + M.bovis
18 Titel Gardinovci + - kontaminacija
19 Titel Gardinovci - - -
20 Titel Gardinovci - - -
21 Titel Gardinovci - + M.bovis
22 Titel Gardinovci - - -
23 Titel Gardinovci - + M.bovis
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GOI;/edO Opétina Naselje _Di rektna__ Izolacija Bal_<t§ri01_(_)§ka
r. mikroskopija tipizacija
24 Titel Gardinovci - - -
25 Titel Gardinovci - - -
26 Titel Gardinovci - - -
27 Titel Gardinovci + - -
28 Titel Mosorin - - -
29 Titel MosSorin + + M.bovis
30 Titel MosSorin - - -
31 Titel Vilovo + + M.bovis
32 Temerin Temerin + + M.bovis
33 Novi Sad Kovilj - - -
34 Novi Sad Kovilj - - -
35 Novi Sad Kovilj - + M.bovis
36 Novi Sad Kovilj - - -
37 Novi Sad Kovilj - + M.bovis
38 Novi Sad Kovilj + - kontaminacija
39 Novi Sad Kovilj + + M.bovis
40 Novi Sad Kovilj + + M.bovis
41 Novi Sad Kovilj - - -
42 Novi Sad Kovilj - - -
43 Novi Sad Kovilj - - -
44 Novi Sad Kovilj - - kontaminacija
45 Indija Beska + + M.bovis
46 Indija Beska - + M.bovis
47 Indija Beska + + M.bovis
48 Indija Beska - + M.bovis
49 Stara Pazova Golubinci + - -

5.1.2. Rezultati molekularne identifikacije MTB-kompleks izolata metodom

spoligotipizacije

Identifikacija razli¢itih mikobakterija u okviru MTB-kompleksa, metodom
spoligotipizacije zasniva se na ispitivanju prisustva ili odsustva odredene specificne
kombinacije 43 spejsera koji su razasuti izmedu velikog broja visoko konzerviranih
ponavljaju¢ih sekvenci unutar hromozomskog direktno ponavljajuc¢eg regiona (DR
region). Metodom PCR spoligotipizacije u cilju detekcije i genotipizacije

M.tuberculosis kompleksa ispitano je 18 izolata mikobakterija kod kojih je postupak
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ekstrakcije DNK bio uspesan. Izolati su dobijeni iz uzoraka limfnih ¢vorova i tkiva
pluca, nakon klanja goveda pozitivnih na komparativnom tuberkulinskom testu ili
paralelno 1 na y-IFN testu, a primenom standardnih bakterioloSkih metoda klasifikovani
su kao M.bovis. Sva ispitivana goveda su poticala iz individualnih gazdinstava (ukupno
16), lociranih u cetiri opstine Juznobackog okruga i jednoj Sremskog okruga. Za
epizootiolosku jedinicu uzet je zapat goveda, a ne pojedinacna zivotinja, tako da svaki
uzorak predstavlja jedan zapat, osim u sluc¢aju Sremskog okruga gde su iz dva pozitivna
zapata dobijena po dva izolata. Uzorci su obelezeni na sledeci nacin: opstina Novi Sad,
naseljeno mesto Kovilj, zapati 1, 2, 3; opstina Zabalj, naseljeno mesto Zabalj, zapati 9,
10, 11,; opstina Temerin, naseljeno mesto Temerin, zapat oznacen brojem 13; opStina
Titel, naseljeno mesto Gardinovci zapati 4, 5, 6, 7, 8, naseljeno mesto Vilovo, zapat 12 i
naseljeno mesto MoSorin zapat 14. Dva gazdinstva na kojima su uzgajana goveda iz
Sremskog okruga locirana u opstini Indija, u naseljenom mestu BeSka, oznacena su
rimskim brojevima i to: prvi zapat sa dva uzorka | A'i | B, i drugi zapat Il Ai Il B. Broj
goveda na pojedinim gazdinstvima varirao je od 10 do 70 grla.

Rezultati spoligotipizacije kod svih izolata poreklom od goveda iz Juznobackog
I Sremskog okruga pokazuju odsustvo spejsera 1 i niza spejsera od 3 sve do 16, kao i
spejsera 28 Sto je karakteristicno za Mycobacterium caprae. Odsustvo spejsera 28, i
niza spejsera od 39 do 43, kod svih izolata ukazuje da pripadaju istom klasteru, odnosno
imaju ,klasi¢an“ Mycobacterium caprae S1 spoligotip kako je opisano od strane

Prodinger i sar., (2005). Dobijeni rezultati spoligotipizacije predstavljeni su na slici 1.
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Slika 1. Spoligotipovi dobijeni od 18 goveda inficiranih sa Mycobacterium caprae iz Vojvodine. Red 1 M.tuberculosis H37Rv ; red 2 M.bovis BCG P3, redovi 3-26
spoligotipovi goveda iz Vojvodine (18 razlicitih izolata). Sterlicama su obeleZeni znacajni spejseri, a evidentno je odsustvo spejsera 1, 3-16 i 28, sto je karakteristicno

za M.caprae.
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Pri izvodenju standardne spoligotipizacije na membrani, svaki od 43 spejsera,
stvara (emituje) signal koji se manifestuje kao zatamnjeno polje kvadratastog oblika
(ukoliko je prisutan) na rentgen filmu ili ostaje prazno mesto ukoliko je spejser odsutan.
Dobijeni signal smo pretvorili u binarni kod, odnosno u niz od 43 jedinica i nula, pri
¢emu je broj 1 predstavljao prisustvo, a 0 odsustvo odredenog spejsera. Kada je ovaj

princip primenjen na spoligotipni obrazac nasih izolata dobijen je slede¢i binarni kod:

0100000000000000111111111110111111111100000

Sematski prikaz 1. — binarni spoligotip 18 ispitivanih izolata MTB-kompleksa iz Vojvodine

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 23 26
ams Jdadgadgadadaaagagaga0ga0gdgds = @ s 8 8 8B B BB

27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

E = = " " mEE®E®E®EJQJO000Q0

Brojevi pojedininacnih spejsera prikazani su u prvom redu, prazni ili zatamnjeni kvadratici
ukazuju na odsustvo, odnosno prisustvo specificne oligonukleotidne sekvence (spejsera).

Dobijeni podaci binarnog koda automatski su uporedeni sa ve¢ postoje¢im podacima

unetim u spoligotipnu bazu podataka na adresi www.mbovis.org i dobijene su

internacionalno merodavne oznake spoligotipnog obrasca odnosno klastera nasih
izolata. Svaki spoligotipni obrazac dobija jedinstveni SB broj, oktalnu i Hex code
oznaku uz identifikaciju vrste MTB-kompleksa kojoj pripada.

Nakon unoS$enja binarnog spoligotipnog koda nasih izolata u bazu podataka:
0100000000000000111111111110111111111100000 dobijena je spoligotipna oznaka
SB0418 i Hexcode 20-00-1F-7E-FF-60. Rezultati identifikacije prikazani su u tabeli 2.
Prema informacijama dostupnim u ovoj bazi podataka izolati su identifikovani kao M.

bovis subsp. caprae, a izolati identi¢nog spoligotipa ustanovljeni su u Belgiji.
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Tabela 2. Identifikacija ispitivanih izolata MTB-kompleksa metodom spoligotipizacije u mbovis. org bazi
podataka

Broj recion Vrsta Oktalni kod M. bovis org baza podataka
uzoraka g zivotinje SB obrazac| HEX code vrsta
20-00-1F-
14 JBO govedo 2000037773776000 0418 7E-FE-60 M. caprae
20-00-1F-
4 Srem govedo 2000037773776000 0418 7E-EF-60 M.caprae

*JBO - Juznobacki okrug

Binarni kod nasih izolata automatski je uporeden i sa podacima prisutnim u
2012. SITVIT WEB Database, najvecoj svetskoj bazi podataka o genotipskim
markerima (spoligotipovi, MIRU, VNTR) za Mycobacterium tuberculosis kompleks, na

adresi  http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE. Prema podacima

generisanim u SITVIT bazi, izolati M.caprae, spoligotipnog obrasca ST 647, pored nase
zemlje ustanovljeni su u periodu od 1995. godine do danas jo$ u Austriji, Belgiji,
Ceskoj, Nemackoj, Francuskoj, Velikoj Britaniji, Hrvatskoj, Madarskoj, Italiji,
Holandiji, Hondurasu i Ukrajini. Rezultati analize spoligotipova nasih izolata u SITVIT

bazi podataka su prikazani u tabeli 3.

Tabela 3. Identifikacija ispitivanih izolata MTB-kompleksa metodom spoligotipizacije u SITVIT bazi
podataka

Broj . Vrsta . SITVIT baza podataka
uzoraka Region Zivotinje Oktalni kod ST No vrsta soj(lineage)
14 JBO” govedo 2000037773776000 647 M.caprae CAP
4 Srem govedo 2000037773776000 647 M.caprae CAP

*JBO - Juznobacki okrug

Uporedni prikaz automatske analize binarnog koda nasih izolata u

www.mbovis.org i http://mwww.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE, sa

utvrdenom vrstom i sojem prikazan je u tabeli 4.
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Tabela 4. Zbirni prikaz rezultata 18 ispitivanih govedih MTB-kompleks izolata metodom klasicne spoligotipizacije na membrani

Broj

Vrsta

Rezultat u SITVIT bazi podataka

Rezultat u M. bovis org bazi podataka

uzoraka Region Zivotinje Oktalni kod ST vrsta SO SB broj HEX code vrsta
broj (lineage)
14 JBO govedo 2000037773776000 647 M.caprae CAP 0418 20-00-1F-7E-FF-60 M. caprae
4 Srem govedo 2000037773776000 647 M.caprae CAP 0418 20-00-1F-7E-FF-60 M. caprae

*JBO - Juznobacki okrug
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5.1.3. Rezultati patomorfolo§kog pregleda goveda na liniji klanja

Na prisustvo makroskopski vidljivih tuberkuloznih lezija patomorfoloski je
pregledano ukupno 60 trupova tuberkulin pozitivnih goveda na liniji klanja, kao i le§
jedne uginule krave sa razvijenom klinickom slikom tuberkuloze. Od ukupno
pregledanih 61 trupa zaklanih i ugunulih Zivotinja, kod 40 (65,6%) su ustanovljene
patomorfoloske promene koje mogu ukazivati na infekciju uzro¢nikom tuberkuloze.
Lezije su varirale od kazeo-purulentnih koje su konfluirale i zahvatale velike delove
plué¢nog parenhima, do granulomatoznih, pri ¢emu su granulomi bili razli¢itog precnika,
nekad ne veéeg od 1 cm, pojedina¢ni ili multipni sa centralnom kazeizacijom i
mineralizacijom. Kod 21 (34,4%) grla nisu uoCene promene karakteristicne za
tuberkulozu. Kod 32 (52,5%) goveda, tuberkulozne lezije ustanovljene su na dva ili viSe
mesta, dok su kod 8 (13,1%) ustanovljene samo pojedinacne lezije. Rezultati
patomorfoloskog pregleda, kao i raSirenost i distribucija ustanovljenih lezija, u cilju

optimizacije post mortem dijagnosticke procedure prikazani su u tabelama 5 i 6.

Tabela 5. Rezultati patomorfoloskog pregleda zaklanih i uginulih Zivotinja

Broj Pozitivan % |Negativan| % Multiple %  |Pojedinacne| %
pregledanih| p/a nalaz p/a nalaz lezije lezije
trupova
61 40 65,6 21 34,4 32 52,5 8 13,1

*pla-patoanatomski

Rezultati patomorfoloskog pregleda ukazuju da su kod najveceg broja
tuberkuloznih goveda kod kojih su bile prisutne makroskopski vidljive lezije one bile
lokalizovane na limfnim ¢vorovima, i to najcese medijastinalnim 27 (67,5%),
bronhijalnim 19 (47,5%) 1 retrofaringealnim 15 (37,5%), dok su promene na plu¢nom
tkivu uocene kod 11 (27,5%) od ukupno 40 grla sa ustanovljenim patomorfoloskim
promenama. Od 8 grla kod kojih su ustanovljene samo pojedinacne promene kod 5 grla
promene su bile lokalizovane na medijalnim retrofaringealnim limfnim ¢vorovima, kod
dva na medijastinalnim, a kod jednog grla tuberkulozne lezije ustanovljene su na
mezenterijalnim limfnim c¢vorovima crevne ploCe. Lokalizacija 1 raSirenost

tuberkuloznih lezija u pojedinim tkivima prikazana je u tabeli 6.
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Tabela 6. Lokalizacija i distribucija lezija u tkivima i organima

Lokalizacija tuberkuloznih promena broj grla %

Submandibularni 1&" 3 75
Cervikalni 1¢ 8 20,0
Retrofaringealni 1¢ 15 37,5
Medijastinalni 1¢ 27 67,5
Bronhijalni I¢ 19 475
Pluca 11 27,5
Mezenterijalni 1¢ 1 2,5
Supramamarni 1¢ 1 2,5

Ukupan broj trupova sa uocenim lezijana 40

*]¢ - linfni ¢vor

5.1.4. Rezultati patohistoloSkog pregleda

Na prisustvo karakteristi¢nih tuberkuloznih lezija pregledani su isecci tkiva 40
goveda koja su bila pozitivna na komparativhom intradermalnom tuberkulinskom testu
ili paralelno i na gama interferon testu. Kod ovih grla su prilikom patomorfoloskog
pregleda uocene promene koje su kompatibilne sa tuberkulozom, a pregledom su
obuhvaceni limfni ¢vorovi 1/ili delovi plu¢a. Za svako grlo dobijeni rezultat je oznacen
kao pozitivan, negativan ili nejasan. Rezultati patohistoloskog ispitivanja pokazali su
kod 35 grla pozitivan patohistoloski nalaz na tuberkulozu. Kod pozitivnih grla
ustanovljene su sledece patohistoloske dijagnoze: Lymphadenitis tuberculosa,
Lymphadenitis caseosa tuberculosa, Lymphadenitis caseosa tuberculosa et partim
calcificata, Tuberculosis fibro-caseosa et calcificata pulmonum, Pneumonia caseosa

tuberculosa, Tuberculosis miliaris pulmonum.

Kod jednog grla (CS7102337035) kod koga je patohistoloski nalaz oznacen kao
nejasan, u pluénom tkivu ustanovljena su bronhopneumonicna ZariSta granulomskog
tipa sa epiteloidnim 1 Langhansovim ¢elijama i sa nekrozom koja je ve¢inom izgledala
kazeozno. U granulomima 1 oko njih uoceno je prisustvo obilja granulocita, eozinofila,
limfocita i1 plazmocita, Sto nije tipicna slika za tuberkulozu. U limfnom ¢&voru
ustanovljen je nespecificni limfadenitis sa sinus-histiocitozom. Na osnovu iznetog
patohistoloSka diferencijalna dijagnoza obuhvatala je tuberkulozu u kombinaciji sa

nespecifi¢nom ili verminoznom pneumonijom ili pseudotuberkulozu.

Kod 4 grla, nisu ustanovljene patohistoloSke promene karakteristicne za tuberkulozu,

pri ¢emu su u materijalu poreklom od dva grla ustanovljeni znaci gnojnog bronhitisa i
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bronhopneumonije sa obilnim peribronhijalnim limfocitnim infiltratom i hiperplazijom
limfnog tkiva, koja je bila okruzena nespecificnim zapaljenskim infiltratom. Ovakav
patohistoloski nalaz odgovarao je nespecificnoj bronhopneumoniji. Kod dva goveda
pregledom isecaka pluca na kojima su makroskopski ustanovljene tvrde ¢voraste mase,
histoloski je ustanovljena narusena struktura usled prisustva prostranih ognjista u
kojima su bile vidljive nematodne larvice, prisustvo makrofaga i velikog broja

granulocita uz obilje eozinofila, §to odgovara verminoznoj pneumoniji.

5.2. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih mikobakterija na odabrane

antituberkulotike

Osetljivost na odabranu paletu antituberkuloznih lekova (etambutol, rifampicin,
izoniazid 1 streptomicin) koji se u naSoj zemlji najéeSée primenjuju u terapiji ljudi
obolelih od tuberkuloze, ukljucujuéi i1 lekove ,,prve linije®, ispitana je kod 5 od ukupno
19 dobijenih izolata. Svi izolati dobijeni su kultivacijom iz organa i tkiva na kojima su
bile uodljive karakteristi¢ne tuberkulozne lezije. lzolati su poticali od goveda iz pet
zapata (veli¢ine 10-70 grla) lociranih na teritoriji Cetiri opStine u Juznobackom i jednoj
u Sremskom okrugu. Ispitivani izolati su obelezeni rednim brojevima 1-5 (1-Novi Sad,
2-Titel, 3-Zabalj, 4-Temerin, 5-Indija). Na osnovu rezultata ispitivanja ustanovljeno je
da su svi izolati bili osetljivi na etambutol, streptomicin, rifampicin i izoniazid, odnosno
ni u jednom slu€aju nije ustanovljena rezistencija na neki od antituberkuloznih lekova.

Rezultati ispitivanja su prikazani u tabeli 7.

Tabela 7. Rezultati testa osetljivosti na odabrane antituberkulotike

Oznaka Vrsta Osetljivost izolata na antituberkulotike
izolata izolata izoniazid rifampicin | etambutol streptomicin
1 M.caprae S S S S
2 M.caprae S S S S
3 M.caprae S S S S
4 M.caprae S S S S
5 M.caprae S S S S
°S- osetljiv

5.3. Rezultati dijagnostickog ispitivanja goveda primenom intradermalnog

komparativnog tuberkulinskog testa i y-IFN testa i njihovog poredenjenja

Nakon sprovedene tuberkulinizacije uz primenu bovinog tuberkulina (monotest),

od strane nadlezne veterinarske sluzbe, goveda kod kojih je utvrdena sumnjiva ili

103



pozitivna tuberkulinska reakcija, po isteku 50 do 60 dana ponovo su tuberkulinisana
primenom komparativnog tuberkulinskog testa uz prethodno uzorkovanje krvi za y-IFN
test. Ispitivanjem je obuhvaceno 71 govedo iz 25 gazdinstava u Vojvodini (lociranih u
Juznobackom 1 Sremskom okrugu). Tokom dijagnostickog ispitivanja metodom
pojedinac¢nog testa tuberkulinom B, pozitivne reakcije ustanovljene su kod 51 grla
(71,8%), a sumnjive kod 20 (28,2%). Komparativnim tuberkulinskim testom uz
simultanu aplikaciju avijarnog i bovinog PPD tuberkulina kod istih goveda pozitivna
reakcija utvrdena je kod 48 grla (67,6%), a negativna kod 14 (19,7%). Kod 7 (9,9%)
grla ustanovljena je sumnjiva reakcija, dok je kod 2 (2,8%) goveda reakcija
protumacena kao nespecificna, odnosno pozitivna na avijarni tuberkulin. Primenom
M.bovis y-1FN testa u 42 (59,1%) pregledana uzorka krvi goveda ustanovljene vrednosti
ukazivale su na infekciju sa M.bovis, u 6 (8,5%) uzoraka krvi ustanovljena je sumnjiva
reakcija, odnosno grani¢ne cut off vrednosti za OD izmedu pozitivne i negativne
kontrole koje su ostavljale nedoumicu, a 21 (29,6%) uzorak je bio negativan. Rezultati

ispitivanja predstavljeni su u tabeli 8.

Tabela 8. Rezultati tuberkulinskog i M.bovis y-1FN testa kod ispitivanih goveda

Red. Br. usne Rezultat Komparativna tuberkulin. v m:erferon
broj markice monotesta — — est
Avijarni Bovini | Ocena ocena

1. CS7160259282 poz 0 2 neg neg
2 CS7110259265 poz 3 7,5 poz poz
3 CS7160258254 sum 3,5 11,5 poz sum
4. CS7140259259 poz 1 5 poz poz
5. CS7120263648 poz 1 18 poz neg
6 CS7160793896 poz 1 11,5 poz poz
7 CS7170263644 poz 2 6 poz poz
8. CS7170261982 poz 2 18,5 poz poz
9. CS7100239261 poz 15 4 sum neg
10. 7116239869 poz 2 9 poz poz
11. | CS7140256741 poz 2 11,5 poz poz
12. | CS7160256735 poz 1 20 poz poz
13. | CS7190256734 poz 0 8,5 poz poz
14. | CS7110256733 poz 0 5 poz poz
15. | CS7120254880 sum 1 11 poz poz
16. | CS7130256732 poz 0 55 poz poz
17. | CS7190252825 poz 1 5 poz poz
18. | CS7150256731 poz 2 12 poz poz
19. | CS7180252835 poz 0 14,5 poz poz
20. | CS7140254884 poz 2 17 poz poz
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Red. Br. usne Rezultat Komparativna tuberkulin. v m;[erferon
broj markice monotesta " — est
Avijami Bovini | Ocena ocena
21. | CS7110254885 poz 1 17,5 poz poz
22. | CS7170262929 poz 3 29 poz poz
23. | CS7140261993 sum 0 5,5 poz neg
24. | CS7150252827 poz 0 3 sum neg
25. | CS7120252824 poz 0 0 neg neg
26. | CS7111691272 sum 0 1 neg neg
27. | CS7150254888 sum 0 4,5 poz neg
28. | CS7170254887 poz 0 7 poz neg
29. | CS7110254866 sum 0 0 neg neg
30. | CS7120254899 sum 1 1 neg neg
31. | CS7170252850 poz 0 13 poz sum
32. | CS7180254877 sum 0 5 poz sum
33. | CS7140252823 poz 0 6,5 poz sum
34. | CS7150252832 poz 1 4,5 poz sum
35. | CS7110800658 sum 1 1 neg neg
36. | RS7122830196 sum 1 2 neg neg
37. | CS7180798065 sum 3 6,5 poz poz
38. | CS7101359085 sum 3 4 sum poz
39. | CS7102337035 poz 2 9 poz poz
40. | CS7120797900 poz 0 3 sum poz
41. | CS7181359067 sum 0,5 0 neg neg
42. | CS7161348904 sum 0,5 2,5 sum poz
43. | CS7181359086 sum 0 0 neg poz
44, | CS7152185497 poz 0,5 0 neg poz
45, | CS7132185455 sum 0 0,5 neg poz
46. | CS7171439079 poz 2 11 poz poz
47. | CS7190180046 poz 3 12,5 poz poz
48. | CS7131439062 poz 1 7 poz neg
49. | CS7191427546 poz 0 5 poz poz
50. | CS7121439067 poz 0 8,5 poz poz
51. | CS7101427541 poz 0 6 poz poz
52. | CS7130252828 poz 4 10 poz poz
53. | CS7190254853 poz 7 3 nes poz
54. | CS7161691222 poz 6 7 sum poz
55. | RS7132613475 poz 1 10 poz poz
56. | CS7101147536 sum 2 7 poz poz
57. | CS7101432892 poz 2 7 poz poz
58. | CS7121439053 sum 1 15 poz poz
59. | CS7131433135 poz 9 1 nes mav
60. | CS7160804461 sum 1 5 poz neg
61. | CS7120795425 poz 0 0 neg neg
62. | CS7181428481 poz 1 30 poz sum
63. | CS7140795429 sum 0 0 neg neg
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Red. Br. usne Rezultat Komparativna tuberkulin. v m;[erferon
broj markice monotesta —— — est
Avijami Bovini | Ocena ocena
64. | CS7112319465 poz 1 4 poz neg
65. | CS7111439063 poz 0 12 poz neg
66. | CS7141439052 poz 1 1 neg mav
67. | CS7142315828 poz 0 8 poz poz
68. | CS7152316808 poz 15 5 poz poz
69. | CS7191433364 poz 0 5 poz poz
70. | CS7112312402 poz 5 6 sum neg
71. | CS7142308615 poz 0 11 poz poz

poz=pozitivna  reakcija; sum=sumnjiva  reakcija; = neg=negativha  reakcija;
nes=nespecifi¢na reakcija; mav-negativna reakcija; reakcija na M.avium

Rezultata komparativnog tuberkulinskog testa i y-IFN testa analizirani su
posebno, za svaki od 71 ispitivanog uzorka, a dobijene su sledeCe vrednosti: 67,6%
goveda bilo je pozitivno na komparativnom tuberkulinskom testu, dok je 59,1% bilo
pozitivno na y-IFN testu. Procenat sumnjivih reakcija na y-IFN testu i komparativnom
tuberkulinskom testu neznatno se razlikovao 8,4% naspram 9,9%. Ukupno 2 (2,8%)
goveda su bila pozitivna na avijarni PPD tuberkulin pri izvodenju y-IFN testa, dok su
takode 2 grla imala pozitivnu reakciju na avijarni tuberkulin pri izvodenju komparativne

tuberkulinizacije.

Tabela 9. Uporedni prikaz rezultata dobijenih komparativiom tuberkulinizacijom i upotrebom y-1FN testa

J-IEN (%) _ Ko_mparativna tuber_l_<u|inizacija (O_A?) _
Pozitivna Negativna Sumnjiva Avijarni Ukupno
Pozitivna 34 (47,9) 3(4,2) 4 (5,6) 1(1,4) 42 (59,1)
Negativna 8(11,2) 10 (14,1) 34,2 0 21 (29,6)
Sumnjiva 6 (8,4) 0 0 0 6 (8,4)
Avijarni 0 1(1,4) 0 1(1,4) 2(2,8)
Ukupno 48 (67,6) 14 (19,7) 7(9,9 2(2,8) 71 (100)

Pri poostrenom tumacenjem tuberkulinske probe u zarazenim zapatima sve
sumnjive reakcije dobijene na bilo kojem od dva testa svrstavane su u pozitivne, a
reakcije na avijarni tuberkulin u negativne. Ovako modifikovana izracunata prevalencija
pozitivnih reaktora za komparativni tuberkulinski test iznosila je 77,4%, a za
v-IFN test 67,6%. Izracunavanje podudarnosti dobijenih rezultata reakcije kasne
preosetljivosti sa dva dijagnosticka testa: komparativnom tuberkulinizacijom i y-IFN

testom, izvrSeno je uz pomo¢ -Kappa statisticke analize (k). Ukupna podudarnost oba
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testa iznosila je 0,79; odnosno saglasnost rezultata oba testa ustanovljena je u 78,8%
Ispitanih uzoraka, pri ¢emu je ustanovljen visok nivo proporcije pozitivne podudarnosti
r = 0,85, dok je utvrdena proporcija saglasnosti negativnog nalaza bila r = 0,62 (Cl
95%). Kapa analizom dva poredena dijagnosti¢ka testa izra¢unata je vrednost k= 0,48
S§to ukazuje na umerenu (srednju) saglasnost testova (Viera i sar., 2005). Rezultati su

prikazani u tabeli 9.
Tabela 10. Uporedni prikaz podudarnosti rezultata dobijenih komparativnhom tuberkulinizacijom i

upotrebom y-IFN testa ( reakcije na avijarni tuberkulin svrstane su u negativne, a sumnjive reakcije oba
testa ukljucene su u pozitivne)

Komparativna tuberkulinizacija (%)

- 0,

v-IFN (%) Pozitivna Negativha Ukupno
Pozitivna 44 (61,9) 4 (5,6) 48 (67,6)

Negativna 11 (15,5) 12 (16,9) 23 (32,4)
Ukupno 55 (77,5) 16 (22,5) 71 (100)

Kada se dobijeni rezultati dva testa kombinuju, odnosno koriste paralelno, pri
¢emu se inficiranim smatra svako grlo koje je pozitivno na bilo kojem od dva testa,
ukupan broj dijagnostikovanih pozitivnih goveda bio je 63 (88,7%). Rezultati paralelne
primene komparativnog tuberkulinskog testa i y-IFN testa prikazani su u tabeli 11.
Tabela 11. Broj inficiranih goveda otkriven primenom poostrenog ocitavanja komparativnog

tuberkulinskog testa i/ili y-IFN testa (sve sumnjive reakcije na bilo koji od dva testa tumacene su kao
pozitivne)

Rezultat dijagnosti¢kog ispitivanja Broj ispitanih grla (No=71)
Komp.tub. test poz. 55 (77, 5%)
v- IFN poz. 48 (67, 6%)
Komp.tub. i/ili y-IFN pozitivni 63 (88, 7%)

5.3.1. Rezultati ispitivanja osetljivosti y-IFN testa kod goveda sa potvrdenom

dijagnozom tuberkuloze klasi¢énim metodama dijagnostike

Osetljivost y-IFN testa proverena je na 18 goveda kod kojih je post mortem na
osnovu izolacije M. bovis, pozitivnog patohistoloskog pregleda ili nalaza
acidorezistentnih bakterija (ACR) na direktnoj mikroskopiji potvrdena tuberkuloza. Kod
11 goveda (61,1%) tuberkuloza je potvrdena izolacijom kulture M.bovis, dok je kod 6
(33,3%) grla ustanovljen pozitivan patohistoloski nalaz, a kod jednog grla (5,5%)
direktnim mikroskopskim pregledom utvrdeno je prisustvo ACR (izolacija nije

dovrSena usled kontaminacije). Ovo grlo potie iz istog zapata (zapat 4) kao i dva grla
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kod kojih je tuberkuloza dokazana patohistoloski ili izolacijom, pa je nalaz
acidorezistentnih bakterija u uzorku limfnog ¢vora smatran dovoljnim za potvrdu
tuberkuloze. Goveda su poticala iz 13 razliCitih gazdinstava lociranih na teritoriji pet
optina (Titel, Zabalj, Temerin, Novi Sad i Stara Pazova) i sedam naseljenih mesta
(Mogorin, Zabalj, Vilovo, Gardinovci, Kovilj, Temerin i Golubinci) i sva su bila starija
od 12 meseci. Gazdinstva 1-17 locirana su u regionu, gde je tuberkuloza goveda bila
enzootski prisutna, sa relativno visokom prevalencijom inficiranih zapata u odnosu na
ostale delove Vojvodine, dok je u sluc¢aju zapata 18 dijagnoza postavljena prvi put u
opstini Stara Pazova. Goveda su pre upucivanja na sanitarno klanje bila dijagnosticki
pregledana primenom komparativnog tuberkulinskog testa i y-IFN testa. Od ukupno 18
potvrdenih slucajeva pozitivan y-IFN test, ustanovljen je kod 15 grla, kod jednog grla

dobijen je sumnjiv rezultat, dok su dva grla bila negativna.

Sumnjiva reakcija, sa granicnom cut off vrednos$cu, je radi lakSe statisticke
obrade uvrStena u pozitivne, tako da dobijeni rezultat pokazuje da je od ukupno 18
potvrdeno tuberkuloznih goveda, nekom od navedenih post mortem metoda koje su u
ovom istraZivanju uzete za ,,zlatni standard“ y-IFN test bio pozitivan u 16 slucajeva.
Osetljivost y-IFN testa koriS¢enog u dijagnosticke svrhe bila je 90% (Se = potvrdeno
pozitivni/potvrdeno pozitivni+lazno negativni). Rezultati ispitivanja prikazani su u

tabeli 12.

Tabela 12. Rezultati ispitivanja osetljivosti y-IFN testa kod goveda sa post mortem potvrdenom
dijagnozom tuberkuloze

Redni Br. usne markice Opstina Oznaka Rezultat y- Potvrdna

broj goveda gazdinstva IFN testa metoda

1 (CS7142308615 Titel 1 + Izolacija

2 CS7101147536 Zabalj 2 + Izolacija

3 CS7121439053 Zabalj 2 + p/h

4 RS7132613475 Zabalj 2 + p/h

5 CS7101432892 Zabalj 3 + Izolacija

6 CS7150254888 Titel 4 - I1zolacija

7 CS7140254884 Titel 4 + p/h

8 CS7170254887 Titel 4 - ACR

9 CS7130252828 Titel 5 + Izolacija
10 CS7150252832 Titel 6 S Izolacija
11 CS7180252835 Titel 6 + p/h
12 CS7170262929 Titel 7 + Izolacija
13 CS7190252825 Titel 8 + Izolacija
14 CS7120254880 Titel 9 + Izolacija
15 CS7180798065 Temerin 10 + Izolacija
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16 CS7102337035 Novi Sad 11 + Izolacija

17 CS7152316808 Zabalj 12 + p/h

18 CS7101359085 St.Pazova 13 + p/h
Ukupno 16(88,8%) 18(100%)
pozitivno

+ pozitivno;- negativno; S sumnjivo; ACR acidorezistentne bakterije; p/h patohistoloski

5.4. Rezultati ispitivanja incidencije i prevalencije tuberkuloze goveda u Vojvodini

U periodu od 2010. do 2015. godine u Vojvodini je dijagnostickom ispitivanju
na tuberkulozu metodom intradermalne tuberkulinizacije PPD tuberkulinom B bilo
podvrgnuto ukupno 1.515.863 goveda. Broj registrovanih gazdinstava na kojima su
uzgajana goveda na teritoriji Vojvodine u posmatranom periodu varirao je izmedu
18.500-19000. U 2015. godini ukupan broj aktivnih gazdinstava na kojima su se
uzgajala goveda u Vojvodini iznosio je 18.619, od Cega je 2262 zapata goveda bilo
locirano na teritoriji Juznobanatskog epizootioloskog podrucja (VSI “Pancevo*), 4269
zapata bila su registrovana na teritoriji Srednjebanatskog i Severnobanatskog
epizootioloskog podrucja (VSI ,,Zrenjanin®), 2912 gazdinstava bilo je smeSteno na
teritoriji Zapadnobackog epizootioloskog podrucja (VSI ,,Sombor®), a 2966 zapata
goveda na teritoriji Severnobackog epizootioloSkog podrucja (VSI ,,Subotica®). Na
epizootioloSkom podrucju koje je pod nadzorom NIV ,Novi Sad“, bilo je ukupno
registrovano 6210 gazdinstava na kojima su uzgajana goveda, od cega 2586 u
Juznobackom okrugu i 3624 u Sremskom okrugu. U analiziranom periodu pozitivna
reakcija je ustanovljena kod 204 (0,013%) grla od ukupno ispitanih 1.515.863. Tokom
2010. godine od ukupno tuberkulinisanih 247.044 goveda pozitivha reakcija
ustanovljena je kod 31 (0,013%), pri ¢emu su 3 pozitivna grla ustanovljena na teritoriji
Zapadnobackog okruga u 2 zapata goveda, a 28 pozitivnih grla na teritoriji Juznobackog
okruga u 14 razli¢itih gazdinstava. U 2011. od ukupno 258.019 tuberkulinisanih goveda
pozitivna reakcija ustanovljena je kod 33 (0,013%), od cega su 3 pozitivna grla
dijagnostikovana na teritoriji Severnobackog okruga u dva gazdinstva, 14 na teritoriji
Zapadnobackog u tri zapata, a 16 Juznobackog okruga u 12 zapata goveda. U 2012.
godini od ukupno ispitanih 256.712 Zivotinja pozitivna tuberkulinska proba bila je
ustanovljena kod 45 (0,018%) grla, od Cega je po 1 pozitivno grlo bilo ustanovljeno u
Severnobackom i Juznobanatskom okrugu, 4 u Srednjebanatskom okrugu u tri zapata,

11 u Zapadnobackom epizootioloSkom okrugu u 4 zapata, a 28 u Juznobackom okrugu
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u 14 zapata goveda. U 2013. godini, od ukupno tuberkulinisanih 248.520 goveda,
pozitivna su bila 42 (0,017%) grla, od toga po 1 pozitivho grlo ustanovljeno je u
Severnobackom, Sremskom i Severnobanatskom regionu, 12 u Zapadnobackom regionu
u tri gazdinstva, a 27 pozitivnih ustanovljeno je u Juznobackom epizootioloSkom
podru¢ju u 15 gazdinstava. Tokom 2014. godine prisustvo infekcije tuberkulozom
ispitano je 252.938 goveda, pri ¢emu je ustanovljeno 35 (0,014%) pozitivnih grla.
Pozitivna grla ustanovljena su samo na teritoriji Zapadnobackog (17) u 4 gazdinstva i
Juznobackog (18) epizootioloSkog podrucja u 14 gazdinstava. U 2015. godini od
ukupno ispitanih 252.630 goveda, pozitivna tuberkulinska reakcija ustanovljena je kod
18 grla (0,007%), a pozitivna grla bila su na teritoriji Zapadnobackog (6) u 2 zapata i
Juznobackog (12) epizootioloskog podru¢ja u 9 zapata. Analizom ispitivanog perioda
od 6 godina moze se zakljuciti da je incidencija tuberkuloze na nivou celokupnog stada
goveda u Vojvodini stabilno niska. U posmatranom periodu od 2010-2015. godine
incidencija na nivou obolelih jedinki nije znatnije varirala i kretala se u rasponu od
minimalnih 0,007 u 2015. do maksimalnih 0,018 u 2012. godini. Budu¢i da svi
otkriveni slucajevi u toku godine, zapravo predstavljaju nove slucajeve, jer se na osnovu
Pravilnika o utvrdivanju mera za rano otkrivanje, dijagnostiku, spreCavanje Sirenja,
suzbijanje i iskorenjivanje zarazne bolesti tuberkuloza goveda, nacdinu njihovog
sprovodenja, kao 1 nacinu utvrdivanja statusa gazdinstva slobodnog od tuberkuloze
goveda (,,S1. Glasnik RS* br. 51/09), sva test pozitivna grla smatraju zaraZenim i
uklanjaju u roku od 30 dana od postavljanja dijagnoze, dobijeni rezultati predstavljaju

apsolutnu incidenciju oboljenja na nivou inficirane jedinke.

Po broju pozitivnih reaktora, u ispitivanom periodu isticu se dva epizootioloSka
regiona: Zapadnobacki sa 63 (30,88%) od ukupno 204 tuberkuloznih goveda i
Juznobacki u kome je dijagnostikovano 129 (63,24%) test pozitivnih grla. Potrebno je
istac¢i da su sva tuberkulozna grla u Zapadnobackom epizootioloSkom podrucju poticala
iz ukupno 9 razlicitih zapata lociranih na teritoriji tri opStine (Backa Topola, Sombor 1
Kula), u kojima su pozitivni reaktori registrovani intermitentno u toku ispitivanog
perioda. Slican trend prisutan je i u JuZnobackom okrugu, gde se tuberkuloza vise
godina intermitentno javlja u oko 45% od ukupnog broja pozitivnih zapata u
posmatranom periodu. U ostalim epizootioloskim podru¢jima registrovani su

pojedinacni slucajevi, bez tendencije ponavljanja. Rezultati ovih ispitivanja zbirno su
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prikazani u tabeli 13. Prevalencija je odredivana na nivou inficiranih zapata, odnosno

predstavljala je broj zapata koji su u toku godine bili pod merama restrikcije usled

pojave tuberkuloze u odnosu na ukupan broj testiranih zapata. U posmatranom periodu

procenat inficiranih zapata kretao se od 0,06-0,012% od ukupnog broja registrovanih

gazdinstava za uzgoj goveda na teritoriji Vojvodine.

Tabela 13. Zbirni prikaz broja tuberkulinisanih goveda u Vojvodini u periodu 2010-2015. godine i broja

pozitivnih reaktora

Ukupno Broj pozitivnih
Godina tuberkulinisanih %
reaktora
goveda
2010 247.044 31 0,013
2011 258.019 33 0,013
2012 256.712 45 0,018
2013 248.520 42 0,017
2014 252.938 35 0,014
2015 252.630 18 0,007
Ukupno 1.515.863 204 0,013
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MITROVICA

ALIBUNAR ’
h | BELA CRKVA

SK - SREMSKI KARLOVCI (Sremski Karlovci)

Legenda:

BP - BACKI PETROVAC (Baéki Petrovac)

Kartogram 1. Rasirenost i incidencija tuberkuloze na teritoriji Vojvodine, crveno su oznacene opstine sa
najvec¢im brojem inficiranih jedinki i zapata

5.4.1. Rezultati ispitivanja incidencije i prevalencije tuberkuloze goveda u
JuzZnobackom okrugu u periodu 2006-2015. godine

Juznobacki upravni region se proteze na 4016 km?

i predstavlja oko 18,2%
teritorije Autonomne pokrajine Vojvodine, a ¢ine ga teritorije deset opstina. U sastav
Juznobackog epizootioloskog podrucja, ulaze teritorije sledecih opstina: Novi Sad,
Titel, Zabalj , BeoCin, Becej, Temerin, Srbobran, Ba¢, Backi Petrovac 1 Backa Palanka.
Broj registrovanih goveda tokom analiziranog perioda varirao je od oko 46-62000 grla,
po ¢emu ovo epizootiolosko podrucje spada u regione sa najgus¢om populacijom ovih
Zivotinja u Srbiji. Na teritoriji koja se nalazi izmedu desne obale reke Tise i leve obale

Dunava, a proteZe se u tri razli¢ite opstine (Zabalj, Titel, Novi Sad) veliki broj stada
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goveda drzi se u slobodnom pasnom odgoju u sistemu krava-tele. Goveda su preko cele
godine na ispasi osim kratkog perioda tokom zime, kada se naj¢es¢e vracaju na farmu i
mesSaju sa muznim grlima koja se uzgajaju u gazdinstvima. Upravo na ovim lokalitetima
identifikovano je nekoliko zarista tuberkuloze u kojima je oboljenje enzootski prisutno.
Rezultati ispitivanja incidencije i prevalencije tuberkuloze goveda u Juznobackom

okrugu za period 2006-2015. prikazani su u tabelama (14-34).

Iako je ukupna incidencija tuberkuloznih grla na nivou JuZnobackog okruga
niska, ispod 0,1%, u poslednjih Sest godina, dijagnosticCkom tuberkulinizacijom goveda
u pojedinim naseljenim mestima ustanovljen je veéi broj inficiranih grla nego u svim
ostalim delovima Vojvodine zajedno. Tokom 2006. godine nakon uvodenja obaveznog
obelezavanja goveda uSnim markicama, pozitivna reakcija na tuberkulin B ustanovljena
je kod 121 grla u dva naseljena mesta i ukupno 28 dvorista. U naseljenom mestu Kovilj
(opstina Novi Sad) od ukupno pregledanih 750 grla, 113 goveda iz 20 zapata je bilo
tuberkulozno, s§to predstavlja prevalenciju od 15,1% na nivou inficiranih jedinki. U
pojedinim gazdinstvima utvrdena prevalencija inficiranih grla kretala se od 11,1 do
59,2% od ukupnog broja Zivotinja, a prevalencija na nivou zaraZenih zapata inosila je
22% (20 inficiranih zapata od ukupno 91 pregledanih). U naseljenom mestu Gardinovci
(opstina Titel) od ukupno 482 pregledana grla pozitivno na TBC bilo je 8 (1,65%), koja

su poticala iz 8 razli¢itih gazdinstava, a prevalencija na nivou zapata bila je 15,3%.

Tabela 14. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih gria u Juznobackom okrugu u 2006. godini

Bro_j . ij. .| Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora

grla grla
Bad 2397 0 0 0
Backa Palanka 14945 0 0 0
Backi Petrovac 2719 0 0 0
Becej 11104 4 0 0
Zabalj 13225 0 0 0
Novi Sad 13203 123 113 0,86
Srbobran 2755 0 0 0
Temerin 1004 0 0 0
Titel 4608 11 8 0,17
Ukupno 65960 138 121 0,18
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Grafikon 1. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2006. godini
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Kartogram 2. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2006. godine

Tabela 15. Prikaz broja pozitivnih grla i zaraZenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2006.
godini

Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora Broj zarazenih zapata
Novi Sad Kovilj 113 20
Titel Gardinovci 8 8
Ukupno 2 121 28
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U 2007. godini na teritoriji Juznobackog okruga ukupno je tuberkulinisano
23.748 goveda, pri ¢emu je tuberkuloza ustanovljena u 3 opstine i 4 naseljena mesta u
ukupno 23 zapata goveda. Po incidenciji pojave tuberkuloze istiCe se podrucje opstine
Titel gde je od ukupno pregledanih 2338 grla tuberkuloza dijagnostikovana kod 31
(1,33%) u dva naseljena mesta i 18 gazdinstava.

Tabela 16. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2007. godini

Bro_j . ij. .| Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora

grla grla
Bac 1209 0 0 0
Backa Palanka 5257 0 0 0
Backi Petrovac 257 0 0 0
Becej 5182 0 0 0
Zabalj 3703 44 3 0,08
Novi Sad 5156 6 4 0,08
Srbobran 635 0 0 0
Temerin 11 0 0 0
Titel 2338 37 31 1,33
Ukupno 23748 87 38 0,16
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Grafikon 2. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2007. godini
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Kartogram 3. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2007. godine
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Tabela 17. Prikaz broja pozitivnih grla i zaraZenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2007.

godini
Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zaraZenih zapata
Novi Sad Kovilj 4 3
Titel Garqlinovci 30 17
Vilovo 1 1
Zabalj Purdevo 3 2
Ukupno 4 38 23

U 2008. godini dijagnostickom ispitivanju na tuberkulozu podvrgnuto je 62.244

goveda na teritoriji Juznobackog okruga, pri ¢emu je ustanovljeno ukupno 145 (0,23%)

pozitivnih reaktora. Pozitivna grla ustanovljena su u Cetiri opstine, 5 naseljenih mesta i

22 razlicita zapata goveda. Evidentan je znacajan broj novootkrivenih inficiranih grla u

opstinama Zabalj, gde je u 7 zapata goveda ustanovljeno 55 pozitivnih jedinki i Titel sa

ukupno 70 pozitivnih grla u 2 naseljena mesta i 8 gazdinstava. U ovoj godini prvi put je

identifikovan pozitivan zapat u opstini Temerin.

Tabela 18. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2008. godini

Bro_j : Broj_ .| Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora

grla grla
Bac 2336 3 0 0
Backa Palanka 9685 2 0 0
Backi Petrovac 3175 0 0 0
Becej 10417 0 0 0
Zabalj 8432 73 55 0,65
Novi Sad 8643 19 17 0,20
Srbobran 2869 0 0 0
Temerin 3997 5 3 0,08
Titel 12690 79 70 0,55
Ukupno 62244 181 145 0,23
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Grafikon 3. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloSkom podrucju u 2008. godini
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Kartogram 4. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2008. godine
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Tabela 19. Prikaz broja pozitivnih grla i zaraZenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2008.

godini
Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zarazenih zapata
Novi Sad Kovilj 17
Temerin Temerin 3 1
Titel Gardinoyci 2 2
Mosorin 68 6
Zabalj Zabalj 55 7
Ukupno 5 145 22

U toku 2009. godine na teritoriji Juznobackog okruga ukupno je dijagnostickom

metodom tuberkulinizacije ispitano 39.087 grla goveda. Od broja ispitinih pozitivha

reakcija je ustanovljena kod 64 (0,16%) grla u tri opStine 1 28 dvoriSta. Najveci broj

pozitivnih jedinki utvrden je u dva Zariita u naseljenim mestima Zabalj gde je

ustanovljeno 41 pozitivno grlo u 10 zapata i Kovilj sa 13 pozitivnih grla u 9

gazdinstava. U Kovilju ve¢inom se radilo o gazdinstvima u kojima je i1 prethodnih

godina bila ustanovljena tuberkuloza, ali je usled uklanjanja pozitivnih reaktora u

sklopu mera suzbijanja zaraze broj novootkrivenih grla bio mali.

Tabela 20. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2009. godini

Broj Broj Broj
Opstina tuberkulisanih retuberkulisanih pozitivnih %
grla grla reaktora
Bad 1425 0 0 0
Backa Palanka 5546 0 0 0
Backi Petrovac 1719 0 0 0
Becdej 7545 8 0 0
Zabalj 13008 81 42 0,32
Novi Sad 5986 25 13 0,22
Srbobran 1082 0 0 0
Temerin 1655 6 0 0
Titel 1121 38 9 0,8
Ukupno 39087 158 64 0,16
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Grafikon 4. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2009. godini
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Kartogram 5. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2009. godine
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Tabela 21. Prikaz broja pozitivnih grla i zaraZenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2009.

godini
Opstina Naseljeno mesto Broj pozitivnih reaktora | Broj zaraZenih zapata
Novi Sad Kovilj 13
Titel Gardinovci 9
. Zabalj 41
Zabalj Purdevo 1
Ukupno 4 64

U toku 2010. godine na teritoriji Juznobackog okruga ukupno je na prisustvo

tuberkuloze dijagnosticki ispitano 40.930 grla goveda. Od broja ispitanih pozitivna

reakcija je ustanovljena kod 28 (0,07%) grla u tri opstine 1 14 zapata goveda. Najveci

broj pozitivnih jedinki utvrden je u dva Zari§ta u naseljenim mestima Zabalj gde je

ustanovljeno 13 pozitivnih grla u 5 zapata i Kovilj sa 12 pozitivnih grla u 6 gazdinstava.

Tuberkuloza je po prvi put ustanovljena u 1 zapatu goveda u naseljenom mestu Vilovo,

i 1 u naseljenom mestu Gardinovei. U Kovilju i Zablju veéinom se radilo o

gazdinstvima u kojima je prethodnih godina vrSeno suzbijanje tuberkuloze.

Tabela 22. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2010. godini

Broj Broj Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora
grla grla
Bac 1132 0 0 0
Backa Palanka 5920 0 0 0
Backi Petrovac 1698 0 0 0
Becej 7167 0 0 0
Zabalj 12447 17 13 0,10
Novi Sad 6002 15 12 0,20
Srbobran 1575 0 0 0
Temerin 1938 0 0 0
Titel 3051 3 3 0,10
Ukupno 40930 35 28 0,07
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Grafikon 5. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2010. godini
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Kartogram 6. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2010. godine
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Tabela 23. Prikaz broja pozitivnih gria i zarazenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2010.

godini
Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zarazenih zapata
Novi Sad Kovilj 12 6
Titel Garc_iinovci 2 2
Vilovo 1 1
Zabalj Zabalj 13 5
Ukupno 4 28 14

U 2011. godini dijagnostickom ispitivanju na tuberkulozu podvrgnuto je 41.682

goveda na teritoriji Juznobackog okruga, pri ¢emu je ustanovljeno ukupno 16 (0,04%)

pozitivnih reaktora. Pozitivna grla ustanovljena su u tri opstine, 3 naseljena mesta i 12

zapata goveda. Primetan je znacajan pad incidencije infekcije, medutim u 4 zapata

uoceno je odrzavanje infekcije u niskom intenzitetu.

Tabela 24. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2011. godini

Broj Broj Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora

grla grla
Bac 1058 0 0 0
Backa Palanka 5590 0 0 0
Backi Petrovac 1504 0 0 0
Becej 6889 0 0 0
Zabalj 11817 7 5 0,04
Novi Sad 8205 10 6 0,07
Srbobran 1465 0 0 0
Temerin 1578 0 0 0
Titel 3576 8 5 0,14
Ukupno 41682 25 16 0,04
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Grafikon 6. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2011. godini
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Kartogram 7. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2011. godine
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Tabela 25. Prikaz broja pozitivnih gria i zarazenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2011.

godini
Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zarazenih zapata
Novi Sad Kovilj 6 6
Titel Gardinovci 5 3
Zabalj Zabalj 5 3
Ukupno 3 16 12

U toku 2012. godine ukupno je na prisustvo tuberkuloze dijagnostic¢ki ispitano

41.398 grla goveda. Od broja ispitanih pozitivna reakcija je ustanovljena kod 28

(0,07%) grla u 5 opstina, 7 naseljenih mesta i 14 zapata goveda. Najveci broj pozitivnih

jedinki ponovo je utvrden u dva Zarista, u naseljenim mestu Kovillj (14), Zabalj (5) i

Titel (5), prvi put pozitivno grlo ustanovljeno je u opstini Becej, naseljenom mestu

Backo Gradiste, dok se u Temerinu radilo o istom dvoriStu u kojem je tuberkuloza ve¢

dijagnostikovana 2008. godine.

Tabela 26. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2012. godini

Opti Broj Broj Broj pozitivnih o
pstina tuberkulisanih | retuberkulisanih reaktora Yo
grla grla
Bad 1093 0 0 0
Backa Palanka 6419 0 0 0
Backi Petrovac 1323 0 0 0
Bedej 6697 3 1 0,02
Zabalj 12350 14 5 0,04
Novi Sad 6779 18 14 0,21
Srbobran 1595 0 0 0
Temerin 1293 5 3 0,23
Titel 3849 11 5 0,13
Ukupno 41398 51 28 0,07
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Grafikon 7. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2012. godini
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Kartogram 8. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2012. godine
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Tabela 27. Prikaz broja pozitivnih grla i zarazenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2012.

godini

Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zaraZenih zapata

Becej Backo Gradiste 1 1
Novi Sad Kovilj 14 6
Temerin Temerin 3 1

. Mosorin 4 1
Titel Lok 1 1
y . Zabalj 3 2
Zabalj Purdevo 2 2
Ukupno 7 28 14

U 2013. godini dijagnosti¢kom ispitivanju na tuberkulozu podvrgnuto je 38.292
goveda na teritoriji Juznobackog okruga, pri ¢emu je ustanovljeno ukupno 27 (0,07%)
pozitivnih reaktora. Pozitivna grla ustanovljena su u 4 opstine (Zabalj, Novi Sad,
Temerin, Titel), 6 naseljenih mesta i 15 zapata goveda. Po prvi put pozitivna reakcija
ustanovljena je kod jednog grla u Ceneju (opitina Novi Sad), ali poreklo goveda nije
moglo biti precizno utvrdeno, jer se radilo o nelegalnom prometu zivotinja. U Temerinu

tuberkuloza je ustanovljena kod goveda u istom gazdinstvu kao i prethodne godine.

Tabela 28. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2013. godini

Bro_j . Broj_ .| Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora

grla grla
Bac 1158 0 0 0
Backa Palanka 5853 0 0 0
Backi Petrovac 1655 0 0 0
Becej 3189 12 0 0
Zabalj 12477 9 6 0,048
Novi Sad 6955 11 11 0,158
Srbobran 1797 0 0 0
Temerin 1315 3 3 0,228
Titel 3893 34 7 0,179
Ukupno 38292 69 27 0,07

Grafikon 8. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2013. godini
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Kartogram 9. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2013. godini

Tabela 29. Prikaz broja pozitivnih grla i zarazenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2013.
godini

128



Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zarazenih zapata

: Kovilj 10 7
Novi Sad Cenej 1 1
Temerin Temerin 3 1
. Sajkas 2 2
Titel Gardinovci 5 3
Zabalj Zabalj 6 1
Ukupno 6 27 15

Tokom 2014. godine na prisustvo tuberkuloze dijagnosticki je ispitano ukupno

37.552 grla goveda. Od ovog broja pozitivna reakcija je ustanovljena kod 18 (0,05%)

grla u 4 opstine, 5 naseljenih mesta i 14 zapata goveda. Najveci broj pozitivnih jedinki

ponovo je detektovan u dva endemska Zarista u naseljenim mestima Kovillj (8) i opstini

Zabalj (6). Prvi put pozitivna grla ustanovljena su u naseljenom mestu Parage, (opstina

Backa Palanka), ali epizootioloSkom analizom ustanovljeno je da se radi o govedima

kupljenim u Kovilju, iz zapata koji je u proteklim godinama u viSe navrata imao

pozitivne reaktore. U Beceju je od 17 grla sumnjivih prilikom izvodenja monotesta kod

2 ustanovljena pozitivna reakcija prilikom komparativne tuberkulinizacije.

Tabela 30. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2014. godini

Broj Broj Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora
grla grla
Ba¢ 1085 0 0 0
Backa Palanka 5899 2 2 0,03
Backi Petrovac 1590 0 0 0
Becej 3604 17 2 0,06
Zabalj 12284 22 6 0,05
Novi Sad 6035 10 8 0,13
Srbobran 1586 0 0 0
Temerin 1229 0 0 0
Titel 4240 13 0 0
Ukupno 37552 64 18 0,05
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Grafikon 9. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2014. godini
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Kartogram 10. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2014. godini
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Tabela 31. Prikaz broja pozitivnih grla i zarazenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2014.

godini
Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zarazenih zapata

Backa Palanka Parage 2 1
Becej Becej 2 2
Novi Sad Kovilj 8 8
. L Zabalj 4 2
Zabalj Purdevo 2 1
Ukupno 5 18 14

U 2015. godini od ukupno tuberkulinisanih 39.082 goveda u Juznobackom
okrugu, pozitivna reakcija je ustanovljena kod 12 (0,03%) grla u 3 opstine, 6 naseljenih
mesta 1 9 zapata goveda. Najveci broj pozitivnih jedinki ponovo je detektovan u dva
endemska ZariSta u naseljenim mestima Kovillj (8) i dva naseljena mesta u opstini
Zabalj (6). U opstini Begej je od 38 grla sumnjivih ili pozitivnih prilikom izvodenja
kod 3

tuberkulinizacije, $to mozZe ukazati da se radi o regionu u kome je rasprostranjena

monotesta ustanovljena pozitivna reakcija prilikom komparativne
pojava nespecificne senzibilizacije. Jedino pozitivno grlo koje je otkriveno u
naseljenom mestu Budisava, kupljeno je preko posrednika, i pre dolaska na gazdinstvo

promenilo je viSe vlasnika.

Tabela 32. Broj tuberkulinisanih i pozitivnih grla u Juznobackom okrugu u 2015. godini

Broj Broj Broj pozitivnih
Opstina tuberkulisanih | retuberkulisanih %
reaktora
grla grla
Ba¢ 965 0 0 0
Backa Palanka 5691 0 0 0
Backi Petrovac 1571 0 0 0
Becej 6990 38 3 0,04
Zabalj 9201 16 5 0,05
Novi Sad 5762 15 4 0,07
Srbobran 1231 0 0 0
Temerin 2221 2 0 0
Titel 5450 10 0 0
Ukupno 39082 81 12 0,03
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Grafikon 10. Incidencija tuberkuloze goveda u Juznobackom epizootioloskom podrucju u 2015. godini
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Kartogram 11. Geografska rasirenost tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu tokom 2015. godini

132



Tabela 33. Prikaz broja pozitivnih grla i zarazenih dvorista po opstinama i naseljenim mestima u 2015.

godini
Opstina Naseljeno mesto | Broj pozitivnih reaktora | Broj zaraZzenih zapata

Beei Becej 1 1

! Backo Petrovo Selo 2 1

. Kovilj 3 2
Novi Sad Budisava 1 1
. Zabalj 3 2
Zabalj Purdevo 2 2
Ukupno 6 12 9
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Tabela 34. Ukupan broj test pozitivnih goveda na tuberkulozu u Juznobackom okrugu u periodu 2006-2015. godine

Opstina 2006.9. | 2007.g. | 2008.9. |2009.g. | 2010.g. |2011.g. | 2012.g. |2013.g. | 2014.g. | 2015.9. | Ukupno
Bac 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Backa Palanka | O 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
Backi Petrovac | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Becej 0 0 0 0 0 0 1 0 2 3 6
Zabalj 0 3 55 42 13 5 5 6 6 5 140
Novi Sad 113 4 17 13 12 6 14 11 8 4 202
Srbobran 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Temerin 0 0 3 0 0 0 3 3 0 0 9
Titel 8 31 70 9 3 5 5 7 0 0 138
Ukupno 121 38 145 64 28 16 28 27 12 12 497
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Grafikon 11. Kretanje incidencije tuberkuloze goveda u Juznobackom okrugu u periodu 2006-2015.

Ukupan broj pozitivnih reaktora
u periodu od 2006-2015. godine
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5.4.2. Rezultati ispitivanja raSirenosti i prevalencije tuberkuloze goveda u

Sremskom okrugu u periodu 2006-2015.

Ispitivanja incidencije i prevalencije tuberkuloze goveda u Sremskom regionu
pokazuju znatno povoljniju epizootioloSku situaciju u odnosu na Juznobacki region.
Tokom 2006. ukupno je pregledano 34.504 goveda i nije otkriveno ni jedno pozitivno
grlo. U 2007. godini dijagnosti¢koj tuberkulinizaciji podvrgnuto je 31.950 goveda a
pozitivna reakcija ustanovljena je kod 16 (0,05%) grla u tri opstine (Indija, Sremska
Mitrovica i Sid) i tri naseljena mesta Beika, AdaSevci i Sremska Mitrovica.
Epizootioloskom analizom ustanovljeno je da se grla iz sva tri pozitivna zapata u Beski,
tokom sezone napasaju u Koviljskom ritu, a onda vraéaju na prezimljavanje u
gazdinstva. Jedno pozitivno grlo detektovano u Sremskoj Mitrovici, kupljeno je na
vasaru u Zablju. Pozitivno grlo u Adasevcima (opstina Sid), je tovno june poreklom iz
neutvrdenog regiona uze Srbije, kupljeno preko posrednika. U 2008. godini od ukupno
ispitanih 57.557 goveda pozitivna su bila dva grla u 2 gazdinstva. Jedno grlo u opstini
Ruma, u naseljenom mestu Putinci, koje je kupljeno od preprodavaca i 1 grlo u
naseljenom mestu Golubinci u opstini Stara Pazova, koje je poticalo iz zapata od oko 40
muznih krava. Tokom 2009. godine u Sremskom okrugu tuberkulinisano je 41.859
goveda, pri ¢emu je ustanovljeno samo 1 pozitivno grlo u opstini Sremska Mitrovica, u
naseljenom mestu Kuzmin. Interesantno je naglasiti da je u opstini Stara Pazova u
naseljenom mestu Surduk, izvrSena retuberkulinizacija kod 7 grla, komparativnim
testom pri ¢emu ni kod jednog grla nije ustanovljena pozitivna reakcija. U 2010. godini
pregledano je 35.825 goveda i nije ustanovljeno ni jedno pozitivno grlo. Sli¢na situacija
bila je i tokom 2011., kada je preledano 41.856 grla i 2012. godine kada je
tuberkulinisano 38.415 grla i nije ustanovljena ni jedna pozitivna reakcija. U 2013.
godini od 30.691 tuberkulinisanog grla pozitivna reakcija ustanovljena je kod 1 grla u
opétini Irig u naseljenom mestu Satrinci. Tokom 2014. godine na prisustvo tuberkuloze
pregledano je 34.619 grla 1 nije ustanovljena ni jedna pozitivna reakcija, a sli¢na
situacija bila je i u 2015. godini kada je tuberkulinisano 34.783 grla i ni kod jednog nije
ustanovljena sumnjiva ili pozitivna reakcija. Ukupna incidencija pozitivnih grla u
posmatranom periodu nije prelazila 0,05 %, a prevalencija pozitivnih zapata 0,13%.
Rezultati ovih ispitivanja prikazani su u tabeli 35 i grafikonu 12.
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Tabela 35. Ukupan broj test pozitivnih goveda na tuberkulozu u Sremskom okrugu u periodu 2006-2015. godine
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Grafikon 12. Graficki prikaz kretanja incidencije tuberkuloze goveda u Sremskom okrugu u periodu 2006-2015.

Ukupan broj pozitivnih reaktora
u periodu od 2006-2015. godine
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6. DISKUSIJA

Tuberkuloza goveda uzrokovana prvenstveno sa M.bovis i u neSto manjem
obimu sa M.caprae, endemski je prisutna u mnogim evropskim drzavama ili pojedinim
regionima i predstavlja znacajan zdravstveni i ekonomski problem. U zemljama Treceg
sveta sa slabo razvijenom veterinarskom infrastrukturom i odsustvom bilo kakvih
drzavnih programa kontrole i eradikacije, o rasirenosti i prevalenciji tuberkuloze goveda
i drugih bovida, malo je validnih podataka. Sa epizootioloskog aspekta, nece biti
pogresno re¢i da nema zemlje niti klimatskog podrucja u svetu gde infekcija nije
prisutna u nekom obimu. Cak i u drzavama zvaniéno slobodnim od tuberkuloze goveda,
povremeno se otkrivaju zariSta, $to se pripisuje Sirenju infekcije sa divlja¢i na goveda ili
reaktivaciji latentnih infekcija. Kontrola i eradikacija tuberkuloze u najveéem broju
drzava, zasnivaju se na dijagnostickom ispitivanju i1 sanitarnom klanju inficiranih
jedinki i/ili inspekcijskom nadzoru u klanicama. Medutim, uprkos znatnim finansijskim
sredstvima i intenzivnim naporima koji se decenijama ulazu u cilju kontrole i

iskorenjivanja tuberkuloze goveda, ova bolest ostaje problem na globalnom nivou.

Istrazivanjem incidencije i prevalencije tuberkuloze goveda u Vojvodini, kao i
izolacijom i molekularnom karakterizacijom, odnosno genotipizacijom dobijenih izolata
MTB-kompleksa, i ispitivanjem njihove antimikrobne osetljivosti, dobijeni su veoma

znacajni podaci vazni za dalje suzbijanje tuberkuloze u nasoj zemlji.

6.1. Utvrdivanje prisustva, izolacija i bakterioloSka identifikacija uzrocnika

tuberkuloze goveda

Ispitivanje prisustva i determinacija bakterija MTB-kompleksa klasi¢nim
bakterioloskim metodama; bojenjem preparata direkno iz materijala, zasejavanjem na
selektivnim podlogama i primenom standardnih biohemijskih testova izvrSeno je u
uzorcima tkiva 49 goveda koja su bila pozitivna na komparativnom tuberkulinskom
testu. Kod 40 od ovih grla su prilikom patomorfoloskog pregleda na liniji klanja na
limfnim ¢vorovima i/ili plu¢ima uoc¢ene lezije koje mogu ukazivati na tuberkulozu. Sva
ispitivana goveda poticala su iz Cetiri opStine JuZznobackog i dve Sremskog okruga. U
ranijim istraZzivanjima koja su bila u sklopu izrade ove doktorske disertacije (Pusi¢ i

sar.,, 2009) u opstinama JuznobaCkog okruga iz kojih poti¢u ispitivana goveda
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registrovana su zariSta tuberkuloze u kojima je oboljenje bilo endemski prisutno.
Direktnim mikroskopskim pregledom preparata obojenih po Ziehl-Neelsen-u, prisustvo
acidorezistentnih Stapicastih bakterija (ACR) ustanovljeno je u uzorcima tkiva 14
goveda (28,6%). Ovakav rezultat moze biti posledica ¢injenice, da u patomorfoloSkom
supstratu tuberkuloznog procesa, kod goveda dominiraju kazeozno-nekroti¢ne lezije, U
kojima su acidorezistentni bacili generalno prisutni u malom broju, tj. paucibacilarno,
za razliku od ljudi gde kazeo-nekroti¢ne lezije pokazuju tendenciju ka likvefakviji i
stvaranju kavitacija u zahva¢enom plué¢nom tkivu uz prisustvo velikog broja ACR
bakterija (Waters i sar., 2014). Sa druge strane, Nebreda i sar., (2016) opisujuci slucaj
tuberkuloznog peritonitisa kod ¢oveka uzrokovanog sa M.caprae, isticu da uprkos
viSestrukom uzorkovanju nisu uspeli da dokazu prisustvo ACR bacila u peritonealnom
eksudatu, te da je kona¢na dijagnoza infekcije postavljena tek nakon 6 meseci. Takode,
Gormley i sar. (2014), navode da direktna mikroskopija razmaza bojenih po Ziehl-
Neelsen, iako najbrza, najjednostavnija za izvodenje i najjeftinija metoda za potvrdu
tuberkuloze, poseduje veoma nisku osetljivost, koja se moZe neznatno povecati

dodavanjem fluorescentne acido-reistentne boje auramina.

Kultivacijom na podlogama po Lovenstein-Jensen-u, iz uzoraka tkiva 19 goveda
(38,7%) izolovane su bakterije MTB-kompleksa. Kod 4 goveda u uzorcima limfnih
¢vorova ustanovljeno je prisustvo acidorezistentnih bakterija, ali izolacija nije uspela
usled kontaminacije ili drugih razloga. Ovih 19 izolata poticalo je iz ukupno 17
razli¢itih zapata lociranih u naseljenim mestima Zabalj, Kovilj, Gardinovci, Mogorin,
Vilovo i Temerin u JuZznobackom okrugu i naseljenog mesta Beska u opstini Indija u
Sremskom okrugu. Najve¢i broj pozitivnih nalaza bilo direktnom mikroskopijim ili
izolacijom, dobijen je iz uzoraka limfnih ¢vorova. Vise autora navodi da prilikom post
mortem pregleda trupova i organa tuberkulin pozitivnih goveda, tuberkulozni
limfadenitis predstavlja dominantan nalaz (Gormley i sar., 2006; Liebana i sar., 2008).
Kako u Srbiji ne postoji referentna veterinarska laboratorija za dijagnostiku
mikobakterijskih infekcija kod Zivotinja, izolacija je vrSena u laboratoriji za
mikobakterije Instituta za pluéne bolesti u Sremskoj Kamenici. Patoloski materijal je
zasejavan na podlogama po Lowenstein-Jensen-u sa glicerolom koje su prilagodene
prvenstveno za izolaciju Mycobacterium tuberculosis, ali nisu podloge izbora za

izolaciju M.bovis i M.caprae koje pokazuju intenzivniji rast na podlogama bez glicerola,
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ali sa dodatkom piruvata. Dobijene kolonije bile su sitne, disgoni¢ne, nehromogene i
pojavljivale su se najcesce posle vise od 8 nedelja kultivacije. Na uspeh primarne
izolacije M.bovis iz uzoraka klinickog materijala, moze uticati niz faktora od kojih su
najznacajniji izbor medijuma za izolaciju, procedura dekontaminacije 1 uslovi
inkubiranja, koji nisu identi¢ni za sve bakterije MTB-kompleksa.Vecina veterinarskih
dijagnostickih laboratorija za primarnu izolaciju M.bovis preporucuje upotrebu
obogacenih podloga za rast, kao $to su podloga sa jajima po Stonebrinku, Lowenstein-
Jensen sa dodatkom 0,4 Na-piruvata ili polusintetske modifikovane podloge sa agarom
Middlebrook 7H10 i 7H11 (Adams, 2001). Za dokazivanje infekcije kod goveda,
primarna izolacija M.bovis ili M.caprae trebalo bi da predstavlja definitivnu dijagnozu,
odnosno tzv. ,,zlatni standard“. Medutim, izolacija oba mikroorganizma pokazala se kao
veoma teSka i zahtevna, naroCito u ranim stadijumima infekcije, a uspeh zavisi od
optimalnog izvodenja svih faza u procesu, od pravilnog izbora uzorka tkiva, do vrste
podloge i uslova inkubiranja (Gormley i sar., 2014). Kod pozitivne izolacije, dijagnoza
je definitivno potvrdena i jedina sumnja u dobijeni rezultat mogla bi biti usled
eventualne unakrsne kontaminacije pri pripremi materijala ili izvodenju zasejavanja,
medutim u slu¢aju negativnog rezultata izolacije, situacija je znatno sloZenija. U
opseznom istrazivanju Corner i sar., (2012) identifikovali su faktore koji bitno uti¢u na
osetljivost primarne izolacije M.bovis iz uzoraka tkiva goveda. Stetno delovanje
dekontaminenata, dovodi do produZavanja vremena prvog pojavljivanja kolonija i
smanjenja broja dobijenih kolonija i pozitivnih rezultata uopste, pri ¢emu se kao
primarne izolacije postizu kada se potpuno isklju¢i upotreba dekontaminenata ili se
njihova koncentracija svede na minimum. Da bi se obezbedila maksimalna osetljivost
kod primarne izolacije na ¢vrstim podlogama, najbolje je koristiti veci broj razlicitih
vrsta npr. podloge zasnovane na agaru za brz porast, i Stonebrink ili Lowenstein—Jensen
sa dodatkom piruvata, na kojima je bujniji rast, uz zasejavanje na dve ili vise podloga
od svake vrste, i produzenim vremenom inkubacije od najmanje 12 nedelja. Uspeh
primarne izolacije svakako zavisi 1 od broja vijabilnih mikobakterija prisutnih u uzorku
tkiva sa lezijama, kao i od stadijuma Zivotnog ciklusa u kome se mikobakterije nalaze.
Tako, Cardona i Ruiz-Manzano (2004), navode da M.bovis, ali i ostale mikobakterije iz

MTB-kompleksa, adaptiraju¢i se na stresnu situaciju u imunokompetentnom
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makroorganizmu, uzrokovanu dejstvom razli¢itth imunoloskih mehanizama, mogu
usporiti sopstveni metabolizam i pre¢i u dormantno stanje Sto gotovo onemogucuje
kultivaciju. Zato veci broj zasejanih podloga sa produzenim vremenom inkubacije,
duzim od 12 nedelja, znatno povecava verovatnocu izolacije, narocito u uzorcima koji
sadrze mali broj bacila (Corner i sar., 2012). U istrazivanjima koja su vrsili Aranaz i
sar., (1999) ustanovljeno je, da se kolonije M.caprae mnogo brze pojavljuju i bujnije
rastu na podlogama po Coledos-u i Lowenstein-Jensen-u sa dodatkom piruvata nego na

klasi¢nim podlogama po Lowenstein-Jensenu.

Identifikacija 19 dobijenih mikobakterijskih izolata, do nivoa vrste izvrSena je
ispitivanjem kulturelnih 1 biohemijskih osobina, pri ¢emu su kriterijumi za
diskriminaciju ukljucivali sekreciju i nakupljanje niacina, redukciju nitrata, testove
hidrolize Tween 80 posle 3 i 10 dana, prisutnost aril sulfataze posle 3 i 14 dana i
aktivnost semikvantitativne katalaze. Na osnovu ovako ustanovljenih biohemijskih
osobina uz ranije utvrdene i1 opisane kulturelne i fenotipsko-morfoloske karakteristike
kolonija, svi izolati svrstani su u vrstu M.bovis. Aranaz i sar., (1999) kao klju¢ne
biohemijske karakteristike M.caprae nove vrste u MTB-kompleksu po kojima se
razlikuje od M.tuberculosis navode nakupljanje niacina, redukciju nitrata i senzitivnost
na TCH, dok je od M.bovis i M.bovis BCG diferencira osetljivost na pirazinamid, na
koji je M.bovis prirodno rezistentan. Zato, je neophodno u cilju preciznije biohemijske
diferencijacije razli¢itih ¢lanova MTB-kompleksa prosiriti paletu biohemijskih testova u
odnosu na one koji se koriste u rutinskoj dijagnostici. Bakterioloska izolacija M.bovis ili
drugih vrsta bakterija MTB- kompleksa, sigurno potvrduje infekciju, medutim
osetljivost je diskutabilna, jer na uspeh izolacije uti¢e veliki broj faktora. Tako de la
Rua-Domenech (2006b), isti¢e slabu osetljivost bakterioloskih metoda narocito kada je
uzorak za kultivaciju uzet iz pula limfnih ¢vorova na tuberkulin pozitivnih Zivotinja kod
kojih patomorfoloskim pregledom nisu ustanovljene promene. Prosec¢na verovatnoca
izolacije iz ovakvih uzoraka u Engleskoj se kretala se od 5-12%. U naSim ispitivanjima
od 9 uzoraka uzetih iz pula retrofaringealnih, medijastinalnih i bronhijalnih limfnih
¢vorova grla kod kojih nisu ustanovljene makroskopski vidljive lezije, ni u jednom
slu¢aju nisu izolovane mikobakterije. Mogucée objaSnjenje je da su eventualne
mikroskopske promene bile prisutne na drugim lokalitetima i promakle pri

patomorfoloskom pregledu, ili se radilo o latentnoj infekciji sa izuzetno malim brojem

142



vijabilnih mikobakterija, a ne moze se u potpunosti iskljuciti ni kontaminacija nastala
tokom uzorkovanja. Stoga, nepostojanje vidljivih tuberkuloznih lezija i negativan
bakterioloski nalaz kod goveda pozitivnih na tuberkulinskom ili gama interferon testu
ne iskljucuje infekciju, jer je reakcija kasne preosetljivosti osetljiviji indikator prisutne
infekcije od bakterioloske izolacije ili PCR tehnike (de la Rua-Domenech 2006b,
Schiller i sar., 2011).

Kada se kombinuju rezultati direktnog mikroskopskog pregleda i bakterioloske
izolacije ukupan broj potvrdeno inficiranih grla iznosio je 23, (46,9%). Za optimizaciju i
poboljsanje uspesnosti izolacije prevashodno vrsta MTB-kompleksa ¢iji su domacini
Zivotinje, neophodno bi bilo zasejavanje vrsiti na podlogama koje favorizuju rast ovih
sojeva uz period inkubacije od minimalno 12 nedelja. Period inkubiranja krac¢i od 12
nedelja, moze dovesti do pojave signifikantnog broja lazno negativnih rezultata (Corner
1 sar., 2012). Interesantna je Cinjenica, da je u devet slucajeva uprkos negativhom
mikroskopskom nalazu izvrSena uspe$na izolacija, dok u Cetiri slu¢aja pozitivnog nalaza
acidorezistentnih bakterija na direkthom preparatu izolacija nije uspela usled
kontaminacije ili drugih razloga. Patohistoloskim pregledom u 36 (90%) iseCaka tkiva
uzetih od 40 goveda sa vidljivim patomorfoloskim lezijama, ustanovljene su promene
ekvivalentne tuberkulozi. Medutim kod jednog grla kod koga je patohistoloski pregled
bio nejasan odnosno sumnjiv, dokazano je prisustvo acidorezistentnih bakterija i
izvrSena je izolacija. Sve navedene Cinjenice ukazuju na veliku sloZenost 1 teSkoce u
pravilnoj i ta¢noj dijagnostici tuberkuloze goveda, ali 1 drugih vrsta Zivotinja, koje se
mogu u znacajnoj meri prevazi¢i kombinacijom razli¢itih metoda kako u ante mortem
dijagnostici tako i kasnije pri post mortem ispitivanju. U cilju maksimalizacije
osetljivosti dijagnostike infekcije, vazno je pravilno odabrati delove tkiva za
uzorkovanje, obezbediti dovoljan broj uzoraka i spreciti kontaminaciju u toku samog
procesa uzorkovanja, sto u terenskim uslovima Cesto nije jednostavno. Druga karika u
nizu na koju je potrebno obratiti paznju je odrzavanje hladnog lanca pri transportu
uzoraka u laboratoriju, 1 njithovo dopremanje u Sto kratem roku. U laboratoriji od
kriticnog znacaja su tehnika dekontaminacije, pravilan izbor podloga za izolaciju
M.caprae i M.bovis, broj zasejanih podloga i duzina kultivacije, §to ukazuje na potrebu
za opremanjem odgovarajuce veterinarske laboratorije i posebne obuke osoblja, za koje

je neophodno obezbediti odredene materijalne resurse.
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6.2. Molekularna karakterizacija dobijenih MTB-kompleks izolata uzro¢nika
tuberkuloze goveda u Vojvodini

Uspesnost nadzora, kontrole a na kraju i iskorenjivanja tuberkuloze kod goveda,
lezi prvenstveno u ranoj i pravilnoj dijagnostici oboljenja, brzom uklanjanju pozitivnih
grla i kontroli kretanja. Da bi se ovaj cilj postigao, neophodno je dobro poznavati
prirodu uzro¢nika, njegovu prilagodenost na razliite vrste domacina, intra i
interspecijske puteve Sirenja 1 prenoSenja kao i patogeni potencijal. Razvoj razlicitih
metoda analize DNK odnosno genotipitacije, koji je bio narocito intenzivan U
poslednjih dvadesetak godina, omogucéio je mnogo jasnije sagledavanje epizootiologije i
epidemiologije tuberkuloze i pruzio odgovore na mnoga pitanja vezana za poreklo i
evoluciju MTB-kompleks bakterija. Molekularne metode identifikacije i diferencijacije
pojedinih vrsta ili ekotipova u okviru MTB-kompleksa, odavno su prestale da budu
rezervisane za nau¢no istrazivacke projekte i naSle svoju primenu u svakodnevnoj
klinickoj praksi. Sa druge strane danas gotovo da viSe 1 nema ozbiljnijeg
epizootioloskog ili epidemioloskog istrazivanja ili analize, koji se ne zasnivaju ili u
odredenom obimu ukljucuju razlicite nivoe molekularne karakterizacije uzro¢nika, bilo
na lokalnom ili globalnom nivou.

Molekularna epidemiologija i epizootiologija tuberkuloze znacajno je doprinela
dubljem uvidu i1 boljem razumevanju dinamike Sirenja 1 prenoSenja bolesti u populaciji
ljudi, ali i medu razli¢itim vrstama domacih 1 divljih Zivotinja 1 Coveka, kao i
razumevanju evolucije pojedinih sojeva tokom vremena. Bez genotipizacije, nemoguce
je utvrditi da li se izvor infekcije sa M.bovis ili M.caprae u nekom zapatu nalazi unutar
samog zapata, medu zivotinjama u susednom zapatu ili je infekcija unesena kupovinom
novih goveda ili kontaktom sa razli¢itim divljim zivotinjama ili inficiranim ljudima. 1z
ovih razloga tipizacija sojeva, uz utvrdivanje pripadnosti odredenom klasteru primenom
razli¢itih DNK ,,fingerprinting* metoda ima vaznu ulogu u usmeravanju 1 dizajniranju
programa eradikacije tuberkuloze goveda (Collins 2011).

U cilju molekularne identifikacije vrste bakterija MTB-kompleksa i njihovog
grupisanja u klastere, izvrSeno je ispitivanje izolata dobijenih iz uzoraka limfnih
¢vorova 1 pluéa tuberkulin pozitivnih goveda. Nakon izolacije, dobijene
acidorezistentne mikobakterije, klasiénim bakterioloskim metodama i primenom

standardnog biohemijskog niza, svrstane su u vrstu M.bovis. Ispitivana goveda poticala,
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su u najveem broju (14) iz dela Juznobackog regiona u kome je pre rigorozne
implementacije mera kontrole i suzbijanja tuberkuloze, ona bila enzootski prisutna sa
visokom incidencijom i prevalencijom, koja je u pojedinim zapatima dostizala i 59%
(Pusi¢ i sar.,2009). Ispitivana goveda iz Sremskog okruga (ukupno 4) kod kojih je
uspela izolacija uzro¢nika, epizootioloski su bila povezana sa zariStima tuberkuloze u
Juznobackom okrugu.

Metodom PCR spoligotipizacije ispitano je 18 izolata mikobakterija kod kojih je
proces ekstrakcije DNK bio uspeSan. Rezultati spoligotipizacije kod svih izolata
poreklom od goveda iz Juznobackog i Sremskog okruga pokazali su odsustvo spejsera 1
I niza spejsera od 3 sve do 16, kao i spejsera 28 sto je karakteristiCan spoligotipni
obrazac za Mycobacterium caprae. Na ovaj na¢in molekularnom tipizacijom po prvi put
u Vojvodini i Srbiji kao znacajan uzro¢nik tuberkuloze goveda identifikovana je vrsta
Mycobacterium caprae. Odsustvo spejsera 28, i niza spejsera od 39 do 43, kod svih
izolata ukazuje na pripadnost istom klasteru, odnosno svih 18 izolata imaju ,,klasic¢an‘
Mycobacterium caprae S1 spoligotip kako je opisano od strane Prodinger i sar., (2005).
Sliéne rezultate dobili su i Erler i sar., (2004) koji su ispitivanjem 79 izolata M.bovis
subsp. caprae dobijenih u periodu od nekoliko godina u vise evropskih zemalja iz
patoloSkog materijala poreklom od goveda, jelena, kamila, divljih svinja 1 ljudi,
ustanovili 11 razli¢itih spoligotipova koje su oznacili C1-C11. Medutim 62(78,5%) od
79 izolata pripadalo je dominantnom spoligotipnom obrascu koji je bio ozna¢en kao C1
i definisan je prisustvom spejsera 2, 17 do 27 i 29-38.

U zavisnosti od baze u kojoj su automatski poredene karakteristike spoligotipnih
obrazaca naSih izolata sa postoje¢im, dobijena je spoligotipna oznaka SB0418 1
Hexcode 20-00-1F-7E-FF-60 u www.Mbovis.org odnosno ST 647 u SITVIT_ONLINE.

Izolati ovakvog spoligotipnog obrasca, pored nase zemlje ustanovljeni su u periodu od

1995. godine do danas jo§ u Austriji, Belgiji, Ceskoj, Nemackoj, Francuskoj, Velikoj
Britaniji, Hrvatskoj, Madarskoj, Italiji, Holandiji, 1 Ukrajini. Metoda spoligotipizacije
iako veoma efikasna u molekularnoj identifikaciji vrste M.caprae i M.bovis, ne moze se
koristiti za finiju diferencijaciju pojedinih subtipova. Prodinger i sar., (2005)
ispitivanjem 128 reprezentativnih izolata M.caprae poreklom iz 10 Evropskih drzava
(Austrija, Spanija, Hrvatska, Francuska, Nemacka, Italija, Ceska, Slovenija, Ukrajina i

Madarska), metodom spoligotipizacije ustanovili su 17 razli¢itih spoligotipnih obrazaca,
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a 71 (55%) od 128 ispitanih reprezentativnih izolata imao je ,,klasi¢an* S1 spoligotip.
Odsustvo diverziteta u spoligotipnom obrascu nasih izolata ukazuje na mogucu
proliferaciju monoklonalnog kompleksa, odnosno epizootiolosku povezanost inficiranih
zapata. Ovo se moze objasniti Cinjenicom da svi izolati potiCu iz istog relativno
ograni¢enog regiona, koji u precniku obuhvata oko 80 kilometara, ili su inficirani zapati
medusobno povezani zajedni¢kom ispasom ili prometom priplodnih grla i teladi za tov.
Tako recimo, izolat dobijen od goveda iz Temerina, potiCe iz zapata u koji je
tuberkuloza uneta kupovinom krave u Zablju, a goveda kod kojih je izolovana M.caprae
iz naseljenog mesta Beska u Sremskom okrugu, tokom letnje sezone boravila su na
istom pasnjaku sa govedima iz Kovilja i Gardinovaca. Ovakva upadljiva homogenost
ustanovljenih spoligotipova, ukazuje na Sirenje uzro¢nika medu farmama i zapatima
unutar Juznobackog regiona i povremenog prelivanja infekcije u druge delove
Vojvodine. Sa druge strane, nekoliko autora u svojim istrazivanjima ustanovilo je da
M.caprae u odnosu na M.bovis pokazuje znatno manji diverzitet. Tako su Duarte i sar.,
(2008) ispitujuci 10 izolata M.caprae iz razli¢itih regiona Portugalije, uocili izrazitu
homogenost, odnosno ustanovili su da svi izolati imaju isti spoligotipni obrazac, bez
obzira na geografsku udaljenost. Na osnovu spoligotipizacije izdvajaju se dva glavna
klastera M.caprae: Iberijski klaster koji karakteriSu odsustvo spejsera 1, 3-16, 28, 30-33
I 39-43, dok s druge strane, dominantna veéina izolata iz Srednje i Isto¢ne Evrope
pripada spoligotipu koji poseduje spejsere 30-33 (Rodriguez-Campos i sar., 2014).
Medutim, da bi se stekla potpuna slika o molekularnoj epidemiologiji kao i ta¢nom
nac¢inu Sirenja infekcije unutar, ali 1 izvan ZariSta, potrebne su finije metode
genotipizacije, kao $to su RFLP, VNTR i MIRU. Tako Erler i sar., (2004) navode da je
u okviru 62 izolata koji su svi pripadali C1 spoligotipnom klasteru, RFLP metodom
ustanovljeno 29 razlicitih subtipova, i1 zakljuuju da je kombinovanje metoda
spoligotipizacije i IS 6100 RFLP analize u velikoj meri doprinelo boljem uvidu u
epizootioloske procese i evoluciju genotipova M.bovis subsp. caprae. Do sli¢nih
zakljucaka dosli su 1 Prodinger i sar., (2005) koji su ispituju¢i 128 reprezentativnih
uzoraka M.caprae iz nekoliko evropskih drzava, koji pokrivaju period od 25 godina,
ustanovili 17 razli¢itih spoligotipova, od ¢ega je 55% ispitanih uzoraka pripadalo S1
klasteru. Kada je primenjena i VNTR-MIRU tehnika genotipizacije ukupno je

ustanovljeno 78 razlicitih subtipova. Medutim, za primenu ovih metoda genotipizacije
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sa visokom rezolucijom u diskriminaciji sojeva, subtipova i linija potrebna su znatna
materijalna sredstva, velik utroSak vremena, sofisticirana oprema i kvalifikovan kadar.
Usled ogranicenih resursa cilj ovog istraZivanja bio je da se primenom spoligotipizacije
na molekularnom nivou ustanovi identifikacija vrste MTB-kompleksa koja se javlja kao
uzro¢nik tuberkuloze u populaciji goveda u Vojvodini. Kako se radi o prvoj izolaciji i
genotipizaciji M.caprae, u nasoj zemlji, a svi izolati poticu od goveda, ne moze se
pouzdano zakljuciti o interspecijskom 1 zoonoznom potencijalu ili rasirenosti uzro¢nika
kod drugih Zivotinjskih vrsta ili ¢oveka. Ipak, u zemljama u neposrednom okruzenju
infekcija sa M.caprae identi¢nog spoligotipnog obrasca ustanovljena je osim kod
goveda jos i1 kod svinja domacih i divljih, jelena i koza. Takode, infekcija je potvrdena i
kod ljudi gotovo u svim drzavama u kojima se M.caprae pojavljuje kao uzroénik
tuberkuloze goveda (Erler i sar., 2004; Prodinger i sar., 2005; Ruettger i sar, 2012;
Rodrigez-Campos 2014, Nebreda i sar., 2016). U Hrvatskoj prvi potvrdeni slucaj
infekcije ljudi sa M.caprae opisao je Cvetni¢ (2007), kod 13-godiSnjeg decCaka sa
tuberkuloznim limfadenitisom. Decak je poticao iz seoskog domacéinstva u kojem su
uzgajana goveda. Kod Sest od 14 goveda na farmi ustanovljena je pozitivna
tuberkulinska reakcija, a nakon klanja potvrdena je infekcija vrstom M.caprae. Autori
smatraju da je do infekcije najverovatnije doslo konzumiranjem termicki neobradenog
mleka. lako su prilikom patomorfoloskog pregleda tuberkulin pozitivnih grla na liniji
klanja, tuberkulozne promene na supramamarnim limfnim ¢vorovima ustanovljene kod
samo jedne krave, zoonozni potencijal agensa upucuje na oprez pri konzumiranju
termicki neobradenog mleka, ili mle¢nih proizvoda, $to narocito treba uzeti u obzir u
regionima u kojima je ova bolest endemski prisutna, a u promet se stavljaju meki sirevi
proizvedeni od termi¢ki neobradenog mleka. U Spaniji najve¢i broj slucajeva
tuberkuloze ljudi uzrokovane sa M.caprae povezan je sa profesionalnim rizikom, i
dolazi iz endemskih podrucja sa visokom prevalencijom inficiranih zapata goveda i
koza (Rodrigez i sar., 2009).

Molekularna karakterizacija (genotipizacija) izolata MTB-kompleksa dobijenih
od razli¢itih vrsta zivotinja moze biti od sustinskog znacaja za razumevanje dinamike
interspecijskog Sirenja tuberkuloze, kao i zoonoznog rizika za infekciju ljudi.
Identifikacija M.caprae kao glavnog uzro¢nika tuberkuloze goveda u Vojvodini namece

potrebu da se ovaj uzro¢nik uvrsti ravnopravno sa M.bovis u sve zvani¢ne programe
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kontrole, nadzora i eradikacije. U Srbiji prema vazec¢em Pravilniku o utvrdivanju mera
za rano otkrivanje, dijagnostiku, sprecavanje Sirenja, suzbijanje i iskorenjivanje
zarazne bolesti tuberkuloze goveda, nacinu njihovog sprovodenja, kao i nacinu
utvrdivanja statusa gazdinstva slobodnog od tuberkuloze goveda, tuberkuloznim
govedima smatraju se goveda inficirana vrstom M.bovis ili drugim mikobakterijskim
vrstama koje pripadaju MTB-kompleksu. U nekim drzavama (Austrija, Hrvatska,
Holandija, Portugalija, Republika Irska i Spanija) kao uzro¢nici tuberkuloze goveda
takode se smatraju mikobakterije iz MTB-kompleksa. Medutim, ni u svim drzavama
¢lanicama Evropske Unije ne postoji jedinstven stav po pitanju definisanja uzro¢nika
tuberkuloze goveda. U Nemackoj nacionalna legislativa uklju¢uje M.bovis i M.caprae, u
Norveskoj i Svedskoj M.bovis i M.tuberculosis, u Francuskoj, Portugaliji i Svajcarskoj
M.bovis, M.caprae i M.tuberculosis. U nekim drzavama M.caprae nije uvrSten u
uzroénike tuberkuloze goveda (Kipar, Ceska, Finska, Italija, Latvija, Luksemburg,
Velika Britanija), ali ipak u slucaju izolacije M.caprae neke od ovih drzava kao npr.
Slovenija ukidaju status zapata slobodnog od tuberkuloze (Rodriguez-Campos i
sar.,2014)

Sa epizootioloSkog aspekta bitno je istaéi cCinjenicu da su u mnogim
domacinstvima u kojima su bila ustanovljena tuberkulozna goveda, ¢esto bili prisutni 1
mali prezivari, koji ne podlezu obaveznom dijagnostickom ispitivanju na prisustvo
tuberkuloze. Imaju¢i u vidu da je M.caprae prvobitno ustanovljen kao uzro¢nik
tuberkuloze koza (Aranaz i sar., 1999), smatramo da bi u sklopu suzbijanja tuberkuloze
u ZariStima ili pri iznenadnom izbijanju zaraze, obavezno trebalo dijagnostickom
pregledu podvrgnuti i ovce, a narocito koze, kako bi se sprecilo odrzavanje infekcije i
prekinuo lanac Sirenja na goveda i ljude. Dobro su poznati i dokumentovani slucajevi
tuberkuloze koza, ukljucujuéi i tuberkulozu vimena, kao i zoonoznog prenoSenja
infekcije sa koza na ljude (Rodriguez-Campos i sar.,2014; Aranaz i sar., 1999). Takode,
pri uvozu ovih vrsta Zivotinja kao obavezna karantinska mera moralo bi biti predvideno

1 dijagnosticko ispitivanje na tuberkulozu.
6.3. Ispitivanje osetljivosti izolata M.caprae na odabrane antituberkulotike

Kontrola i eradikacija tuberkuloze goveda u Srbiji kao i u mnogim drugim

Evropskim drzavama zasniva se na redovnom godiSnjem dijagnostickom testiranju svih
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goveda starijih od 6 nedelja, obaveznom klanju pozitivnih jedinki i nadzoru na liniji
klanja. Na osnovu Pravilnika o utvrdivanju mera za rano otkrivanje, dijagnostiku,
sprecavanje Sirenja, suzbijanje i1 iskorenjivanje zarazne bolesti tuberkuloze goveda i
nacinu njihovog sprovodenja, u Srbiji je zabranjena vakcinacija i leCenje tuberkuloznih
goveda. Stoga, ispitivanje antimikrobne osetljivosti govedih izolata MTB-kompleksa,
ima mali znacaj u veterinarskoj praksi. Medutim, uzimajuci u obzir antropozoonozni
potencijal uzro¢nika, poznavanje prijemcivosti odnosno rezistencije moze biti od velike
koristi pri izboru terapije u humanoj medicini, kod pacijenata kod kojih postoji sumnja
da je izvor infekcije usled profesionalne ili regionalne izloZenosti u direktnom kontaktu
sa zivotinjama ili animalnim proizvodima. M.bovis i M.caprae najznacajniji uzrocnici
tuberkuloze kod goveda, ali i drugih vrsta zivotinja, takode su potvrdeni uzroc¢nici
klinicke tuberkuloze ljudi (Prodinger i sar., 2005; Cvetni¢ i sar., 2007; Rodrigez 1 sar.,
2009; Rodwell i sar., 2010; Nebreda i sar., 2016), koja u odnosu na tuberkulozu
uzrokovanu sa M.tuberculosis vrlo ¢esto ima ekstrapulmonalnu lokalizaciju. Uprkos
tome podaci o osetljivosti obe vrste na antituberkulotike veoma su oskudni.

U cilju utvrdivanja antimikrobne osetljivosti na odabranu paletu
antituberkuloznih lekova (etambutol, rifampicin, izoniazid i streptomicin) koji se u
naSoj zemlji najeS¢e primenjuju u terapiji ljudi obolelih od tuberkuloze ispitano je 5
reprezentativnih uzoraka M.caprae izolovanih iz patoloskog materijala poreklom od
goveda. Kao reprezentativni uzorak uzeli smo po jedan izolat iz 5 razliitih zapata
lociranih u svakoj od opstina u kojima je bakterioloski potvrdena tuberkuloza goveda.
Na osnovu rezultata ispitivanja osetljivosti klasicnom metodom proporcija ustanovljeno
je da su svi izolati bili osetljivi na etambutol, streptomicin, rifampicin i izoniazid,
odnosno ni u jednom slucaju nije ustanovljena pojava rezistencije na neki od
antituberkuloznih lekova. Ovakvi rezultati su svakako povezani sa Cinjenicom da je
terapija inficiranth goveda 1 drugih ekonomskih kategorija Zzivotinja zabranjena i
prakti¢cno nikad i nije bila sprovodena u naSoj zemlji. Nema mnogo objavljenih
podataka o rezultatima istrazivanja antimikrobne osetljivosti izolata MTB-kompleksa
poreklom od Zivotinja u svetskoj literaturi. Prvi rezultati ispitivanja osetljivosti izolata
M.caprae na antituberkulozne lekove poti¢u iz Spanije od Romero i sar., (2007) koji su
ispitivali antibiotsku osetljivost 41 izolata M.bovis i 5 izolata M.caprae sakupljenih u

periodu od 10 godina iz uzoraka dobijenih od razli¢itih zivotinjskih vrsta. Tada je
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ustanovljeno da su svi ispitivani izolati bili osetljivi na izoniazid, rifampicin,
streptomicin, etambutol i ofloksacin. Rezultati nasih ispitivanja u skladu su 1 sa
istrazivanjima Parreiras i sar., (2004) koji su ispitivali osetljivost 65 izolata M.bovis
dobijenih iz patoloSkog materijala goveda na 5 antituberkulotika prve linije
(streptomicin, rifampicin, etambutol, izoniazid i etionamid) pri ¢emu nisu ustanovili
pojavu rezistencije, uprkos ¢injenici da se u Brazilu u odredenim situacijama sprovodi
terapija tuberkuloznih goveda naj¢eS¢e kao monoterapija izoniazidom. Drugacije
rezultate dobili su istrazivaci u Italiji koji su ustanovili visok procenat rezistencije
M.bovis na izoniazid i rifampicin (Sechi i sar., 2001; Cavirani i sar., 2003). Rezistencija
na izoniazid mozda moze biti objasnjena njegovom ilegalnom upotrebom u terapiji
inficiranih goveda §to je registrovano u Italiji (Moda 2006). Genetska ispitivanja
pokazala su da su mutacije u odredenim specifi¢nim genskim lokusima odgovorne za
razvoj rezistencije na izoniazid (katG, inhA i intergenski region oxyR—ahpC), rifampicin
(rpoB), streptomicin (rpsL, rrs), etambutol (embB) i kvinolone (gyrA, gyrB). lzolati
M.bovis su prirodno rezistentni na pirazinamid usled pojedina¢ne tackaste G-C mutacije
U pncA genu (Scorpio i sar., 1996). Iako rezultati nasih ispitivanja pokazuju da su svi
izolati bili osetljivi na standardnu paletu antituberkulotika, zbog moguénosti prenosenja
M.bovis i M.caprae sa Zivotinja na ¢oveka, ali i medu ljudima, naro€ito u odredenim
riziénim grupama, potrebno je uspostaviti sistem pracenja osetljivosti 1 eventualne
pojave rezistencije ovih vrsta. Uz klasi¢éne mikrobioloske metode u sistem kontrole
trebalo bi ukljuciti i molekularne tehnike koje omogucuju detektovanje pojedinacnih
nukleotidnih zamena u okviru istog spoligotipnog obrasca. Romero 1 sar., (2007) isticu
da je problem nastanka multirezistentnih M. bovis sojeva pre svega vezan za humanu
medicinu 1 nastaje usled neadekvatne ili nekonzistentne terapije najcesce
imunokompromitovanih pacijenata. Istrazuju¢i pojavu MDR-sojeva M.bovis medu
humanim pacijentima u Meksiku Vazquez-Chacon i sar., (2015) ustanovili su da svi
izolati imaju mutacije u katG i rpoB genima S$to uslovljava otpornost na
antituberkulotike prve linije izoniazid i rifampicin. Budu¢i da nisu nasli epidemiolosku
vezu sa sojevima izolovanim iz goveda, autori iznose pretpostavku da je cirkulacija
MDR-sojeva posledica reaktivacije infekcije kod pacijenata ili prenoSenja uzro¢nika sa
C¢oveka na Coveka, S§to se izgleda deSava mnogo ceSce nego Sto se pretpostavljalo.

Razvoj rezistencije se kod vecéine bakterija deSava nakon horizontalnog prenosenja
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malih mobilnih genetskih elemenata (plazmida, transposoma ili integrona), ali u sluc¢aju
M.tuberculosis pojava rezistencije je primarno posledica spontane mutacije u
hromozomskim genima. Pojava sojeva rezistentnih na postoje¢e tuberkulostatike,
predstavlja najveci izazov u terapiji tuberkuloznih pacijenata, koji iz godine u godinu
postaje sve znacajniji problem na globalnom nivou. Oc¢igledno je da postoji velika
potreba za pronalazenjem novih lekova kao preduslovom za uspeSnu borbu protiv
tuberkuloze. Kako sa stanovista danasnje nauke nisu u potpunosti razjaSnjeni svi
mehanizmi razvoja rezistencije u okviru bakterija MTB-kompleksa, Chandra i sar.,
(2011) predlazu novi terapijski koncept u kojem bi ciljni molekuli u terapiji bili zapravo
molekuli ¢elija domacina. Ovakav holisticki pristup bi imao najmanje dve prednosti; s
jedne strane omogucio bi da se tuberkuloza le¢i primenom jedinstvenog terapijskog
protokola, bez obzira na genotipske i1 fenotipske osobine uzro¢nika, a drugo buduéi da
se stimulacija molekula ¢elije domacina koristi u cilju eliminacije patogena znatno bi se
smanjio selektivni pritisak na evoluciju novih multi rezistentnih sojeva. Rezultati
preliminarnih ispitivanja na laboratorijskim miSevima ukazuju da modulacija aktivnosti
pojedinih ciljanih molekula ¢elija domacina omogucuje uspesnu eliminaciju i “¢is¢enje”

intracelularne infekcije, bez obzira na profil antimikrobne rezistencije patogena.

6.4. Ante mortem dijagnostika tuberkuloze goveda primenom komparativne
tuberku-linizacije i y-1FN testa i njihovo vrednovanje

Postavljanje pravovremene i tacne dijagnoze tuberkuloze kod goveda, uprkos
znaajnom razvoju i pojavi novih dijagnostickih metoda, jo§ uvek predstavlja veliki
izazov, usled postojecih ogranicenja u pogledu osetljivosti i specificnosti testova, ali i
sloZzenosti imunoloSke reakcije makroorganizma na infekciju. Razli¢ite metode
dijagnostike tuberkuloze na zivim govedima, mogu se uspes$no primenjivati u nekom
stadijumu razvoja oboljenja, ali ne sasvim uspesno u drugom. Dve zvani¢no odobrene
metode od strane OIE i Evropske Unije koje se koriste za dijagnostiku tuberkuloze
goveda 1 priznate su u medunarodnom prometu goveda su intradermalna
tuberkulinizacija i y-IFN test. Oba testa zasnivaju se na detekciji ¢elijskog imuniteta,
odnosno reakcije kasne preosetljivosti kod Zivotinja koje su prethodno senzibilisane
izlaganjem antigenima M. bovis ili drugih vrsta iz MTB-kompleksa. U cilju utvrdivanja

dijagnosticke moguénosti za $to tacnije i ranije otkrivanje tuberkuloze goveda, izvrSeno
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je terensko ispitivanje osetljivosti i specifi¢nosti y-IFN testa u lokalnim uslovima na
teritoriji Vojvodine. Ispitivanja su izvrSena u sklopu suzbijanja tuberkuloze na ukupno
25 malih farmi i individualnih gazdinstava u Juznobatkom i Sremskom okrugu.
Odabrani zapati goveda bili su locirani u endemskom podrucju, sa relativno visokom
prevalencijom oboljenja. Tokom perioda u kome su vrSena ispitivanja, ukupno je
metodom intradermalne tuberkulinizacije tuberkulinom B pregledano (monotestom) 364
goveda, pri ¢emu je kod 71 Zivotinje ustanovljena pozitivna ili sumnjiva reakcija. Po
isteku perioda od 50-60 dana sve Zivotinje koje su imale pozitivnu ili sumnjivu reakciju

testirane komparativnim tuberkulinskim testa i y-IFN testom.

Tokom ovog istrazivanja poredenjem komparativnog tuberkulinskog testa i
M.bovis y-IFN testa, ustanovili smo da su rezultati dva paralelno upotrebljena testa bili
identi¢ni kod 56 (78, 8%) od ukupno 71 ispitivanog grla. Podudarnost pozitivnih
reakcija iznosila je 85,4%, a kod negativnih 61,5%. Ukupno 11 (15,5%) pozitivnih
reakcija utvrdeno je samo na komparativnoj tuberkulinizaciji, dok su 4 (5,6%) zivotinje
bile pozitivne samo na y-IFN testu. Broj sumnjivih reakcija bio je gotovo identi¢an za
oba testa. Broj identifikovanih pozitivnih grla na komparativnom tuberkulinskom testu
bio je veéi u odnosu na rezultate dobijene y-IFN testom. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u
drugim zemljama u razli¢itim epizootioloskim okolnostima (Whiple i sar., 1995;
Marassi i sar.,2009). Medutim, rezultati naseg istrazivanja U suprotnosti su sa
rezultatima dobijenim u studijama drugih istrazivaca, u kojima je primenom y-IFN testa
otkriven ve¢i broj pozitivnih goveda u odnosu na tuberkulinski test (Domingo i sar.,
1995; Gormley i sar., 2006). Najéesc¢e ustanovljen rezultat u naSem istrazivanju bila je
pozitivna reakcija na oba testa, $to nije iznenadujuce jer su ispitivanja vrSena u
inficiranim ili ugroZenim zapatima u regionu u kome je tuberkuloza goveda bila
enzootski prisutna, sa visokom prevalencijom inficiranih jedinki u okviru zapata. U
odnosu na nivo podudarnosti dva testa kod paralelne upotrebe, kapa statistickom
analizom izracunat je k-indeks od 0,48 S$to ukazuje na umerenu odnosno srednju
podudarnost rezultata dva testa. Sli¢ne rezultate dobili su u Brazilu Marassi 1 sar.,
(2013) koji su u prirodno inficiranom stadu goveda poredeci dijagnosticke mogucnosti
komparativnog tuberkulinskog testa i y-IFN testa na 50 grla, dobili vrednost indeksa «
=0.50. Veca saglasnost dva testa 90,8% uz k-indeks od 0,63 utvrdena je u istrazivanjima

Gonzales-Llamazares i sar., (1999) sto se mozda moze objasniti ¢injenicom da je
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ispitivanje vrSeno na znatno vecem broju goveda i uz neSto drugacije postavljenu
grani¢nu vrednost (cut off), Sto je imalo uticaja na interpretaciju rezultata dobijenih
gama interferon testom.

Ispitivanje osetljivosti y-IFN testa primenjenog u dijagnostici tuberkuloze
goveda u lokalnim uslovima u Vojvodini, izvrSeno je na 18 goveda kod kojih je post
mortem potvrdena tuberkuloza na osnovu uspeSne bakterioloske izolacije, pozitivnog
patohistolo§kog pregleda ili nalaza acidorezistentnih bakterija (ACR). Pre sanitarnog
klanja, kod svih 18 goveda bio je ustanovljen pozitivan y-1FN test prilikom ante mortem
dijagnostike tuberkuloze. Rezultati nasih ispitivanja u ovoj grupi Zivotinja pokazuju
osetljivost testa od 90%. Ustanovljena osetljivost testa u skladu je sa rezultatima
istrazivanja brojnih autora koji su ustanovili da se osetljivost y-IFN testa, krece u
rasponu od 73,0 do 100% (srednja vrednost 87,6%), u =zavisnosti od nacina
interpretacije testa (Gormley i sar., 2006; Schiller i sar., 2010; Faye i sar.,2011).
Ispituju¢i upotrebu y-IFN testa u potvrdi dijagnoze tuberkuloze goveda u Brazilu,
Marassi i sar., (2009) u grupi od 21 goveda pozitivnhog na tuberkulinskom testu
ustanovili su osetljivost testa od 91,4%, medutim za tri grla kod kojih nisu izolovane
mikobakterije niti je PCR metodom ustanovljeno prisustvo genetskog materijala
bakterija MTB-kompleksa, autori suza potvrdu dijagnoze koristili pozitivan rezultat
komparativnog tuberkulinskog testa.

Kada su rezultati komparativne tuberkulinizacije i y-IFN testa bili kombinovani
ukupna dijagnosticka osetljivost povecana je za oko 10%, odnosno paralelna upotreba
oba testa omogucila je otkrivanje veceg broja pozitivnih jedinki u zapatu u odnosu na
bilo koji test pojedina¢no. Na ovaj nadin od ukupno 71 ispitivanog goveda kao
pozitivno dijagnostikovano je 63 (88,7%) grla u odnosu na 55 (77,5%) kada su u obzir
uzimani samo rezultati komparativnog tuberkulinskog testa. Gormley i sar., (2006)
navode da je paralelnim koriS¢enjem oba testa moguce povecati ukupnu osetljivost i do
20%. Tako se u nasim istrazivanjima gama interferon test nije pokazao superiorno u
odnosu na komparativni tuberkulinski test, strateska primena y-IFN testa, u podru¢jima
ili zapatima goveda sa visokom prevalencijom tuberkuloze ima svoje opravdanje, jer
povecava mogucnost otkrivanja inficiranih grla, tako Sto se uklanjaju sva goveda koja
su pozitivna na bilo koji od dva paralelno upotrebljena testa. Takode, rezultati

istrazivanja veéeg broja autora (Wood i Jones 2001; Schiller i sar., 2011; Bezos i
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sar.,2014) ukazuju da se uz pomo¢ y-IFN testa infekcija otkriva u ranijem stadijumu,
odnosno ve¢ posle 14 dana od inokulacije uzro¢nika. Na ovaj nacin strateSkom
primenom vy-IFN testa u zapatima sa visokom prevalencijom oboljenja, moguce je
otkriti posebnu subpopulaciju inficiranih goveda koja jo§ nisu razvila osetljivost na
kozni tuberkulinski test. U kombinaciji sa tuberkulinizacijom, y-IFN test obezbeduje
visoku osetljivost i pomaze da mnogo manje pozitivnih jedinki bude pogresno
dijagnostikovano kao negativno na tuberkulozu. Na ovaj nacin zapati se brze oslobadaju
inficiranih jedinki, ¢ime se smanjuje mogucénost prenosenja zaraze kako na druge
zivotinje, tako i na ljude, a i znatno se skrac¢uje vreme potrebno za eradikaciju oboljenja
(Sheridan, 2011).

Sa druge strane u podru¢jima u kojima je ustanovljen veliki broj nespecifi¢nih
reakcija, na teritoriji opStine Becej 1 naseljenom mestu Backo Petrovo Selo, kao 1 na dva
lokaliteta u opstini Stara Pazova (Golubinci i Surduk), upotreba y-IFN testa moze
znatno pomo¢i u razjasnjavanju situacije, narocito u zapatima u kojima se ista grla vise
puta pojavljuju kao sumnjiva ili pozitivna na primarnoj tuberkulinizaciji, ali kasnije na
komparativnom testu daju nespecifi¢ne ili reakcije koje nakon oditavanja ostavljaju
nedoumicu. Problemi povezani sa nespecificnom senzibilizacijom goveda inficiranih
nepatogenim ambijentalnim mikobakterijama 1 unakrsnom reakcijom pri izvodenju
tuberkulinizacije, nametnuli su potrebu za uvodenjem visoko specifi¢nih preciséenih
antigena kao dijagnostickih markera ¢ije intenzivno ispitivanje je u toku (Schiller i sar.,
2011). Na osnovu izvrSenih istrazivanja moze se zakljuciti da je upotreba y-IFN testa
najsvrsishodnija, kada se koristi kao dopunski paralelni test zajedno sa intradermalnom
tuberkulinizacijom u zaristima sa visokom prevalencijom tuberkuloze ili u hroni¢no
inficiranim zapatima. U ovakvim epizootioloskim situacijama uklanjanje malog broja
lazno pozitivnih jedinki nije od velikog znacaja, a kombinacijom dva testa treba
maksimalizovati ukupnu osetljivost u ante mortem dijagnostici. Istrazivanja koja su
vrsili Gormley i sar., (2006) ukazuju da je kombinovanom upotrebom y-IFN testa i
komparativnog tuberkulinskog testa moguce otkriti i do 95,2% inficiranih jedinki. Nasa
istrazivanja sugeriSu da bi prilagodavanje kriterijuma interpretacije testa
modifikovanjem, odnosno snizavanjem cut-off vrednosti u odnosu na standardno
preporucenu od strane proizvodaca, u zaristima tuberkuloze, ili u zapatima u kojima je

ranije potvrdena tuberkuloza ili su epizootioloSki povezani sa rizi¢nim i/ili
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tuberkuloznim zapatima u smislu povecanja osetljivosti moglo znatno poboljsati
performanse ovog testa. Do sli¢nih zaklju¢aka dosli su i Whiple i sar., (1995), dok Faye
i sar., (2011) navode cut-off vrednost od 0,02 za optimalnu osetljivost od 93% i
specifi¢nost od 98% i smatraju da su kod Bovigam M.bovis y-IFN testa OD vrednosti za
pozitivnu kontrolu generalno previsoke, te da u testu treba smanjiti titar pozitivne
kontrole. Upotreba y-IFN testa za potvrdu dijagnoze kod zivih goveda moze biti
preporucljiva, jer iako visoko specifi¢ni, ni PCR niti bakterioloSka kultivacija uzoraka
mleka ili nosnih briseva, kao klinickog materijala ne poseduju prihvatljiv nivo
osetljivosti kao konfirmativni testovi (Marassi i sar.,2009). Ipak, ni u jednoj drzavi
¢lanici Evropske unije y-IFN test se ne koristi kao primarni test za masovni ,,skrining*
niti kao jedini potvrdni test, osim u nekim specifiénim sluc¢ajevima, kao npr. u
Francuskoj u stadima za uzgoj bikova za borbu i u Italiji u nekoliko zapata bivola, iz
prevashodno tehnickih razloga. U Sest drzava y-IFN test se koristi paralelno sa
tuberkulinizacijom istog dana, u cilju poveéanja osetljivosti, a u Cetiri drzave y-IFN test
koriste nakon pozitivne ili sumnjive reakcije na tuberkulinskoj probi, za povecanje
specificnosti u odredenim geografskim podru¢jima. U najmanje 6 drzava EU y-IFN test

nikada nije upotrebljavan u dijagnostici tuberkuloze goveda (Riviere i sar., 2014).

6.5. Ispitivanje incidencije, prevalencije i epizootiologije tuberkuloze goveda u
Vojvodini
Program sistematskog suzbijanja tuberkuloze goveda zapoceo je u bivsoj SFRIJ

1946. godine, odmah po zavrSetku rata. Od tada se i u Srbiji primenjuje
tuberkulinizacija goveda u razli¢itom obimu kao obavezna dijagnosticka mera. Od
2005. godine kada se pocelo sa trajnim obeleZavanjem goveda u$nim markicama
program kontrole, suzbijanja i iskorenjivanja tuberkuloze zasnovan je na redovnom
godisnjem testiranju svih goveda starijih od 6 nedelja, brzom uklanjanju pozitivnih
reaktora (najduze 30 dana od postavljanja dijagnoze) i nadzoru na liniji klanja. Primarnu
tuberkulinizaciju vrsi terenska veterinarska sluzba na osnovu Pravilnika o programu
mera zdravstvene zastite zivotinja od zaraznih bolesti. Ukoliko se pri izvodenju
monotesta upotrebom PPD tuberkulina B, ustanovi sumnjiva ili pozitivna reakcija, po
isteku minimalno 42 dana vrSi se komparativni tuberkulinski test, uz upotrebu PPD
tuberkulina B i PPD tuberkulina A. U najveCem broju slucajeva dijagnosticko

ispitivanje komparativnom tuberulinizacijom, vrs$i regionalni epizootiolog, ali moze i
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nadlezni veterinar, medutim na ocitavanju reakcije obavezno je prisustvo epizootiologa
I veterinarskog inspektora. Na ovaj nacin celokupna populacija goveda morala bi
jednom godisnje biti podvrgnuta dijagnostiCkom ispitivabju na prisustvo infekcije
uzro¢nicima tuberkuloze. Analizom epizootioloskih podataka prikupljenih od
Veterinarskih specijalisticnih instituta sa teritorije VVojvodine (VSI "Subotica”, VSI
"Sombor", VSI" Pancevo" i VSI "Zrenjanin"), izvestaja Odseka za obelezavanje i
registraciju Zivotinja o broju aktivnih gazdinstava za uzgoj goveda, kao i sopstvenih
podataka, dobijeni su rezultati incidencije tuberkuloze na nivou apsolutnog broja
pozitivnih jedinki i prevalencije na nivou pozitivnih zapata, kao vaznih epizootioloskih
parametara prisustva i rasirenosti infekcije. U periodu od 2010. do 2015. godine u
Vojvodini je dijagnosticCkom ispitivanju na tuberkulozu metodom intradermalne
tuberkulinizacije PPD tuberkulinom B bilo podvrgnuto ukupno 1.515.863 goveda. U
posmatranom periodu, pozitivna reakcija na komparativnom tuberkulinskom testu
(retuberkulinizaciji) na PPD B, ustanovljena je kod ukupno 204 (0,013%) grla. Tokom
2010 godine od ukupno ispitanih 247.044 goveda pozitivna reakcija ustanovljena je kod
31(0,012%), pri ¢emu su 3 pozitivna grla ustanovljena na teritoriji Zapadnobackog
okruga, u 2 zapata goveda a 28 pozitivnih grla na teritoriji Juznobackog okruga u 4
naseljena mesta u 3 opStine 1 ukupno 14 zapata goveda. U ostalim epizootioloskim
podru¢jima nisu ustanovljena pozitivna grla. U 2011.godini od ukupno 258.019
tuberkulinisanih goveda pozitivna reakcija ustanovljena je kod 33(0,013%), od ¢ega su
3 pozitivna grla dijagnostikovana u dva zapata na teritoriji Severnobackog okruga, 14 u
3 zapata Zapadnobackog, a 16 u 12 zapata goveda Juznobackog okruga lociranih u
endemskom podruéju opstina Zabalj, Titel i Novi Sad.

U 2012. godini od ukupno ispitanih 256.712 zivotinja pozitivna tuberkulinska
proba bila je ustanovljena kod 45 (0,018%) grla, od ¢ega je po 1 pozitivno grlo bilo
ustanovljeno u Severnobackom 1 JuZnobanatskom okrugu, 4 u 3 =zapata u
Srednjebanatskom okrugu, 11 u 4 zapata u Zapadnobackom epizootioloskom okrugu, a
28 u 14 =zapata goveda u Juznobackom okrugu. U 2013. godini, od ukupno
tuberkulinisanih 248.520 goveda, pozitivna su bila 42(0,017%) grla, od toga po 1
pozitivno grlo ustanovljeno je u Severnobackom, Sremskom i Severnobanatskom
regionu, 12 u 3 zapata u Zapadnobackom regionu, a 27 pozitivnih grla dijagnostikovano

je u 15 zapata na teritoriji Juznobackog epizootioloskog podruéja. Tokom 2014. godine
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na prisustvo infekcije tuberkulozom ispitano je kod 252.938 goveda, pri ¢emu je
ustanovljeno 35(0,014%) pozitivnih grla. Pozitivna grla otkrivena su samo na teritoriji
Zapadnobackog (17) u 4 zapata i Juznobackog epizootioloSkog podrucja (18) u 14
razli¢itih zapata. U 2015 godini od ukupno ispitanih 252.630 goveda, pozitivha
tuberkulinska reakcija ustanovljena je kod 18 grla (0,007%), a pozitivna grla bila su
prisutna na teritoriji Zapadnobackog (6) u 2 zapata i Juznobackog epizootioloskog
podrucja ukupno 12 grla u 9 zapata. Analizom ispitivanog perioda od 6 godina moze se
zakljuciti da je incidencija tuberkuloze na nivou celokupnog stada goveda u Vojvodini
izuzetno niska. U posmatranom periodu od 2010-2015. godine incidencija na nivou
inficiranih jedinki nije znatnije varirala i kretala se u rasponu od minimalnih 0,007 u
2015. godini do maksimalnih 0,018 u 2012 godini. Takode, prevalencija inficiranih
zapata u svim regionima osim u delu Juznobackog epizootioloSskog podrucja u toku
posmatranog perioda nije prelazila 0,1%. Broj pozitivnih reaktora i broj stada koja se
stavljaju pod mere zabrane per annum predstavljaju primarne epizootioloske
pokazatelje raSirenosti tuberkuloze (Sheridan 2011). Za sticanje statusa drzave ili
regiona slobodnog od tuberkuloze goveda u Evropskoj Uniji potrebno je ispuniti sledece
uslove: procenat zapata u kojima je potvrdena tuberkuloza, ne sme biti ve¢i od 0,1% od
ukupnog broja pregledanih zapata godiSnje u periodu od 6 uzastopnih godina; sva
goveda moraju biti trajno obeleZena, 1 sva goveda nakon klanja moraju pro¢i zvanian
post mortem pregled (Reviriego Gordejo i Vermeersch 2006). Dobijeni rezultati
pokazuju da se Nacionalni program suzbijanja tuberkuloze u Srbiji u velikoj meri
pokazao uspeSnim, i da se najve¢i deo Vojvodine moze smatrati slobodnim od
tuberkuloze goveda, odnosno da je 99,9% zapata u najveCem delu Vojvodine
kontinuirano slobodno od tuberkuloze. Izuzetak predstavljaju ustanovljena ZzariSta
tuberkuloze u delovima JuZnobackog okruga u kojima i pored znatnog opadanja
incidencije kao 1 prevalencije zarazenih zapata usled preduzetih mera na suzbijanju
tuberkuloze tokom prethodnih 10 godina ona i dalje ostaje enzootski prisutna u niskom
intenzitetu. Povremeno se iz ovih ZariSta, prometom goveda kako legalnim tako i
nelegalnim, infekcija preliva i u druge delove Vojvodine. Sa druge strane znacajnu
prepreku potpunom eliminisanju zaraze, doprinosi i hroni¢na perzistencija infekcije u
pojedinim ve¢im zapatima u verovatno latentnom stanju uz povremenu reaktivaciju i

diseminaciju uzro¢nika. Sli¢na situacija je i u Zapadnobackom okrugu, gde se u periodu
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izmedu 2010-2015. godine tuberkulozna grla registruju u svega 9 razli¢itih gazdinstava,
od kojih se u jednom slucaju radi o velikoj farmi mle¢nih goveda. Ovde medutim treba
ista¢i da potvrda infekcije nekom od definitivnih post mortem metoda nije radena.
Mnogi autori kao poseban problem isti¢u reaktivaciju zariSta uprkos preduzetim
pojacanim merama nadzora i kontrole, i navode da se u prvih 12 meseci po okoncanju
pocetne epizode infekcije, u 23% zapata registruju novi slucajevi, dok se ta brojka u
periodu od 24 meseca penje na 38% zapata. Ovoj pojavi u velikoj meri doprinosi
nedovoljna osetljivost tuberkulinskog testa, reaktivacija latentne infekcije kod nekih
zivotinja kao 1 duze zadrzavanje u zapatu grla sa sumnjivom ili nedovoljno jasnom
tuberkulinskom reakcijom (Karolemeas i sar., 2011). Iskustva u drugim drzavama
upucuju na zakljucak da je epizootioloske "dzepove" tuberkuloze teSko suzbiti, kao i da
je u distriktima u kojima se TBC goveda endemski odrZzava neophodno unaprediti
dijagnosticke tehnike, revidirati strategiju i pojacati mere kontrole i eradikacije. Kod
vecéine hroni¢no inficiranih zapata u Juznobackom okrugu, radi se o govedima drzanim
u ekstenzivnim uslovima na pasnjaku u sistemu krava-tele, a kao posebno nepovoljan
epizootioloski momenat istice se ¢injenica da se ovde mesSa veliki broj grla iz razlicitih
zapata, pa i naseljenih mesta. Nema sumnje da nacin stocarenja koji dominira u ovom
regionu, predstavlja glavni faktor u Sirenju infekcije. Zapati goveda sa pozitivnim
grlima u tuberkuloznim ZariStima napasaju se zajedno sa drugim vrstama domacih
Zivotinja, pre svega ovcama, kozama, svinjama i konjima, uz koriS¢enje zajednickih
pojila. Na istim pasnjacima i obodnim Sumama prisutna je 1 znacajna populacija divljih
zivotinja. Veoma cesto goveda su u losoj telesnoj kondiciji, iscrpljena znacajnim
parazitskim prisustvom, pripustana u ranom uzrastu i izloZena nepovoljnim vremenskim
prilikama. U odrzavanju infekcije u ovim zapatima ulogu imaju i losi zoohigijenski
uslovi u kojima se drze goveda tokom zime, Sto favorizuje dugotrajan opstanak
tuberkuloznih bacila u spoljasnjoj sredini 1 predstavlja perzistentan izvor zaraze za nova
grla. Svi ovi faktori koji imaju uticaja na slabljenje odbrambenih mehanizama zivotinje,
dovode do aktivacije tuberkuloznog procesa koji je pracen rasejavanjem i Sirenjem
patogenog agensa. Daljem Sirenju zaraze unutar samih gazdinstava pogoduje zimsko
sakupljanje goveda u prenaseljenim 1 slabo ventiliranim stajama, u kojima se meSaju sa
muznim grlima. Na ovakav zaklju¢ak navodi ¢injenica da se u velikom broju

patohistoloSki potvrdenih infekcija radilo o aktivnoj tuberkulozi, a distribucija
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ustanovljenih patomorfoloskih promena koje su u najveCem broju slucajeva bile
ustanovljene na limfnim ¢vorovima i organima grudne duplje, ukazuje na dominantno
aerogeni put infekcije. Tuberkulozne lezije na mezenterijalnim limfnim ¢vorovima kod
jednog tuberkulin pozitivnog grla, ukazuju i na moguéi alimentarni put infekcije,
najverovatnije mlekom, budu¢i da kod ovog grla nisu ustanovljene makroskopski
vidljive lezije na drugim mestima. Aktivna tuberkuloza koju smo ustanovili pri
patomorfoloskom pregledu najveceg broja pozitivnih grla, moze biti povezana i1 sa
prirodom samog uzroc¢nika. Naime nedavna istrazivanja Garcia-Jiménez i sar.,(2013)
pokazala su da kod divljih svinja inficiranih sa M.caprae tuberkulozni proces ima
znatno nepovoljniji tok pracen razvojem velikog broja granuloma u uznapredovalom
stadijumu sa viSe multijedarnih dZinovskih ¢elija 1 velikim brojem prisutnih ACR
bakterija u odnosu na infekciju izazvanu sa M.bovis. Autori zakljuéuju da su lezije koje
uzrokuje M.caprae sklonije ekskreciji i rasejavanju uzro¢nika. Nacin uzgoja goveda kao
i razli¢iti klimatski 1 ekoloski uslovi u zemljama EU, najviSe doprinose odrzavanju
razliCite epizootioloSke situacije 1 distribucije infekcije unutar pojedinih zemalja i
regiona (Gordejo i Vermeersch, 2006). Eliminicija tuberkuloze, pokazala se kao
izuzetno teSka, jer se u nekim drzavama bolest prvenstveno odrzava u divljim
zivotinjama kao rezervoarima infekcije za goveda. Kao prepreka potpunom eliminisanju
tuberkuloze goveda u Austriji i Nemackoj javlja se visok procenat inficiranih jelena koji
u Alpima dele iste pasnjake sa govedima, dok u Velikoj Britaniji i Irskoj kao glavni
uzrok za porast incidencije tuberkuloze goveda smatraju raSirenost infekcije u populaciji
jazavaca (preko65% inficiranih) koji borave na pasnjacima (Schiller 1 sar. 2011, More
2009). Nedavna istrazivanja uz koriS¢enje RFLP metode genotipizacije pokazala su
prisustvo istih sojeva M.bovis izolovanih iz jazavaca i goveda u datom geografskom
podrucju, a pokazalo se da je infekcija samoodrziva u populaciji jazavaca (Sheridan
2011). Uloga divljaci u odrzavanju tuberkuloze u endemskom podru¢ju Juznobackog
okruga nije u potpunosti istrazena, ali neka preliminarna i ogranic¢ena ispitivanja koja su
izvr§ena na odstreljenoj divljaci u regionu Koviljskog rita (64 divlja zeca, 7 srna i 49
divljih svinja), a obuhvatala su patomorfoloski pregled uz patohistolosko ispitivanje na
tuberkulozu sumnjivih lezija nisu dovela do otkrivanja inficiranih jedinki. Stoga, uloga
divljih Zivotinja a pre svega lisica, jazavaca 1 Sakala kao rezervoara infekcije ostaje

predmet paznje i tema za Sira ispitivanja u buducénosti. Medutim, osim faktora vezanih
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za epizootioloske okolnosti, biologiju samog uzro¢nika i njegovu interakciju sa
domacdinom, postoji i niz socio-ekonomskih faktora koji izazivaju poteskoce u
iskorenjivanju infekcije, a koji moraju biti uzeti u obzir i adekvatno obradeni. lako je u
proteklih 10 godina uradeno mnogo na suzbijanju i iskorenjivanju tuberkuloze u
endemskim zariStima, ipak nije postignut potpuni uspeh. U pocetnim fazama eradikacije
tuberkuloze, kada se prevalencija inficiranih jedinki u pojedinim zapatima kretala i do
59%, a broj inficiranih zapata u pojedinim naseljenim mestima prelazio 20%, najveéi
broj grla je prilikom post mortem pregleda imao vidljive lezije koje su jasno ukazivale
na infekciju. Ovo je razumljivo, jer vec¢ina ritskih i pasnih goveda pre uvodenja
obaveznog obelezavanja godinama nije ni bila dijagnosticki testirana, pa se u velikom
broju slucajeva radilo o hroni¢noj aktivnoj tuberkulozi. Kako je program suzbijanja
odmicao grla su otkrivana u sve ranijoj fazi infekcije i veterinarsko-sanitarnim
pregledom na liniji klanja bilo je teze ili nemoguce ustanoviti vidljive promene. Ovo je
kod odredenog broja farmera budilo sumnju u efikasnost intradermalnog testa, narocito
u pogledu pojave lazno pozitivnih reakcija. S tim u vezi, Collins (2006), istice da je
potrebno imati na umu kako u zavr$nim fazama eradikacije M.bovis infekcija kod
goveda nema klini¢ku 1 patomorfoloSku manifestaciju, nego se najcesce radi o naizgled
zdravim zivotinjama sa reakcijom pozne preosetljivosti na tuberkulin. De la Rua
Domenech i sar. (2006b), navode da u Velikoj Britaniji i Irskoj kod 50- 80% pozitivnih
grla na liniji klanja nije moguce ustanoviti makroskopski vidljive lezije, ali naglasavaju
post mortem pregleda mesa u komercijalnim klanicama i standardnih bakterioloskih
metoda. Paralelna upotreba gama interferon testa, u ZariStima tuberkuloze u
Juznobackom okrugu, kao moguéeg pomoc¢nog dijagnostickog sredstva zbog visoke

cene bila je ogranic¢ena samo na odredene zapate i u eksperimentalne svrhe.

Nepoverenje odgajivaca stoke u sprovodenje mera kontrole i eradikacije bilo je
dodatno pospeSeno zbog niza organizacionih poteSkota koje su uticale na
nekonzistentnost i oduglovacenje u sprovodenju programa kontrole. Pri ¢emu nije od
preteranog znacaja bilo da li se radilo o viSemese¢nom nedostatku tuberkulina na
trziStu, nemogucnosti da se pronade klanica koja zadovoljava uslove za klanje
tuberkuloznih grla, kasnjenju u raspodeli terena usled privatizacije veterinarske sluzbe

ili neadekvatnoj ceni i kaSnjenju u isplati kompenzacije za oduzeta goveda. Sa druge
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strane hroni¢na priroda oboljenja, sa dugo skrivenim klini¢kim znacima i malim, ali
progresivnim gubitkom proizvodnih performansi, relativizovali su znacaj uklanjanja
inficiranih grla iz ugla vlasnika stoke. Sva ova odlaganja dovodila su do perzistiranja
infekcije u pojedinim stadima i povremenog Sirenja U druge zapate sa kojima su bili u
direktnom ili indirektnom kontaktu. Sa druge strane, nezainteresovanost pa i otvoreni
otpor pojedinih stoCara uz primenu razli¢itth nezakonitih radnji, ukljucujuci
preobeleZzavanje i skrivanje pozitivnih grla ili odbijanje da se goveda podvrgnu
dijagnostickom ispitivanju, dodatno su otezavali proces suzbijanja zaraze. Za
prevazilazenje ovakvih problema osim veterinarske sluzbe, moraju biti ukljuceni i drugi
drzavni organi u okviru svojih nadleznosti. Susrecuci se sa sli¢nim problemima u Italiji
Moda (2006), navodi da je od kriticne vaznosti da su sve aktivnosti programa
iskorenjivanja dobro isplanirane, konzistentne i koordinisane, uz odgovarajué¢u
finansijsku 1 drzavnu podrSsku. Kao bitan elemenat u ogranicavanju mogucnosti
suzbijanja tuberkuloze, navode se i razlicite prevarne radnje i falsifikovanje rezultata,
kako bi se izbegle restrikcije vezane za izgon stoke na pasu ili trgovinu, pri ¢emu isti¢e
naroCiti znacaj nezakonitih radnji kada je u pitanju trgovina. Kao jedan od glavnih
puteva Sirenja tuberkuloze identifikovali smo promet 1 trgovinu govedima, pri ¢emu
naroCitu opasnost predstavlja promet goveda preko mreze uglavnom neregistrovanih
preprodavaca tzv. nakupaca stoke, ¢ime se pospeSuje kako Sirenje zaraze unutar
tuberkuloznog distrikta tako i formiranje novih ZariSta zaraze u udaljenim oblastima.
Jedna od znacajnih prepreka iskorenjivanju tuberkuloze u mnogim Evropskim drzavama
je intenzivan promet i trgovina govedima izmedu razli€itih, ¢esto 1 geografski udaljenih
farmi (Collins, 2006; Schiller 1 sar., 2011), Sto takode predstavlja i glavni put ponovnog
unosa infekcije u nezarazene regione (de Vos i sar., 2015). Tako je tuberkuloza goveda
koja je prvi put dijagnostikovana u naseljenom mestu Parage u opstini Backa Palanka,
bila posledica kupovine dva grla iz Kovilja, dok je unoSenje tuberkuloze u zapat muznih
krava u Sremskoj Mitrovici registrovan nakon kupovine u Zablju. Sli¢na situacija bila je
i sa zapatom goveda u Temerinu gde je tuberkuloza uneta kupovinom krave u Zablju. U
ovom zapatu tuberkuloza je nakon toga intermitentno dijagnostikovana u narednih 5
godina, $to je buduci da se radilo o malom zapatu od 4-6 goveda na kraju dovelo do
odluke o depopulaciji. Na osnovu ustanovljenih puteva Sirenja infekcije, ali 1 iskustava

iz drugih drzava, kretanje i promet goveda iz zapata u ustanovljenim ZzariStima
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tuberkuloze, moralo bi biti pojac¢ano kontrolisano u odnosu na druge regione. Pri tome
se ne treba ograniciti samo na zapate koji su do nedavno bili pod merama zabrane usled
suzbijanja zaraze, nego treba obuhvatiti sva gazdinstva u definisanom regionu u kome je
tuberkuloza goveda enzootski prisutna. Odluka o sanitarnom klanju svih grla doneta je i
u 2 zapata goveda u Kovilju sa post mortem potvrdenom tuberkulozom u kojima su i
posle 3 ili vise sukcesivnih tuberkulinizacija otkrivana pozitivna grla. Prema Collins-u
(2006), opravdano je pretpostaviti da se rizik od ponovnog pojavljivanja tuberkuloze na
farmi suStinski smanjuje kada se izvrS$i depopulacija masovno zarazenog zapata i
sprovedu sve zoohigijenske mere uklju¢ujuéi sanitarno pranje i dezinfekciju objekata,
opreme i dvorista uz istovremeni period odmora od minimalno 6 meseci. Medutim, ni
ova krajnja mera ne dovodi uvek do eliminacije infekcije, tako Hahesy i sar.,(1995)
navode da je procenat zapata sa pozitivnim reaktorima 1-3 godine nakon uklanjanja svih
goveda i ponovnog uvodenja grla rastao progresivno sa 19% u prvoj godini na 30% i
40% u trecoj, pri ¢emu je od znacaja bila veliina zapata. Obzirom da su rezultati ovih
istrazivanja vezani za Irsku i Severnu Irsku u kojima je dokazana uloga jazavaca u
perzistiranju i prenoSenju infekcije na goveda (Sheridan 2011, Gormley i sar. 2006),
nije jo§ uvek dovoljno jasno koliko su primenjiva na situaciju u naSoj zemlji. Od tri
zapata u kojima je izvrSena depopulacija nova goveda su uneta samo u jedan po isteku
perioda od 6 meseci, i kasnije nisu ustanovljene pozitivne jedinke. Razli¢ita incidencija
i prevalencija inficiranih jedinki i zapata ustanovljena u pojedinim podrucjima
Vojvodine, namece potrebu za redefinisanjem strategije i drugacijem pristupu kontroli i
suzbijanju u razli¢itim specificnim epizootioloskim situacijama. Znacajna pomoc¢ u
dijagnostici tuberkuloze u zaristima sa visokom incidencijom inficiranih grla, moze biti
strateSka primena y-IFN testa, zbog njegove osetljivosti i mogucnosti nesto ranijeg
otkrivanja tuberkuloznih jedinki u odnosu na komparativni tuberkulinski test. Sa druge
strane, u regionu opstine Becej 1 delovima opstine Stara Pazova sa velikim procentom
nespecificnih 1 nejasnih reakcija, usled senzibilizacije goveda najverovatnije
ambijentalnim mikobakterijama, primena ovog testa moze pomo¢i u razjasnjavanju
situacije. U slu¢ajevima pojedinacnog iznenadnog otkrivanja pozitivnih reaktora, bez
epizootioloski ustanovljenog puta unosa infekcije, u regionu sa niskom incidencijom
primena pomoénih dijagnostickih sredstava moze doprineti pouzdanijoj dijagnozi i

spreciti nepotrebno uklanjanje velikog broja lazno pozitivnih, neinficiranih grla. Na
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osnovu utvrdene incidencije i prevalencije, u najve¢em broju regiona Vojvodine
mogucée je otpoceti program sertifikacije zapata za dodelu statusa slobodnih od
tuberkuloze. Sa druge strane, u zariStima tuberkuloze, treba pojacati mere kontrole i
suzbijanja, 1 sa ekonomskog i1 epizootioloSkog stanovista prihvatiti meru uniStavanja
Citavog stada u situacijama kada je tuberkuloza uzrokovana bilo sa M.bovis ili M.caprae
etioloski potvrdena, a procenat inficiranih jedinki visok, ili se pozitivna grla u istom
zapatu otkrivaju tokom tri i viSe uzastopnih tuberkulinizacija.

Znacaj kontrole i suzbijanja tuberkuloze goveda ogleda se pre svega u oCuvanju
javnog zdravlja i sprec¢avanju infekcije ljudi uzroc¢nicima tuberkuloze zoonoznim
uzro¢nicima M.bovis i M. caprae. Od ne manjeg znacaja su i ekonomski aspekti
prisustva oboljenja u populaciji goveda ili unutar pojedinih zapata, a vezani su za
smanjene proizvodnih performansi, za Stete nastale usled uklanjanja pozitivnih jedinki,
te zabranu prometa kako zivih goveda tako i njihovih proizvoda. Iz tih razloga kontrola
I na kraju eradikacija tuberkuloze iz nacionalnog zapata goveda mora predstavljati
krajnji cilj, za ¢ije ostvarenje je neophodna posvecenost kontinuiran i koordiniran rad
terenske veterinarske sluzbe, veterinarske inspekcije 1 podru¢nih epizootiologa, podrzan
i finansiran od strane nadleznih drzavnih organa. Istovremeno se mora unapredivati
znanje 1 informisanost veterinara, odgajivaca goveda, trgovaca stokom, klanicara i
drugih zainteresovanih subjekata, o znacaju i mogué¢im posledicama infekcije, imajuci
na umu da je borba protiv tuberkuloze poduhvat koji donosi dobrobit ¢itavoj drustvenoj

zajednici.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja izvedeni su sledeci zakljucci:

1. Devetnaest izolata bakterija iz kompleksa Mycobacterium tuberculosis je
primenom klasi¢nih bakterioloskih i standardnih biohemijskih testova tipizirano
kao vrsta Mycobacterium bovis. Na osnovu molekularne karakterizacije izolata
primenom PCR spoligotipizacije, ustanovljeno je da svi izolati pripadaju vrsti
Mycobacterium caprae.

2. Spoligotipni obrazac kod svih izolata je bio identi¢an, na osnovu cega je
ustanovljeno da svi pripadaju istom soju odnosno Kklasteru, jedinstvene
spoligotipne oznake SB0418, Hexcode 20-00-1F-7E-FF-60, odnosno ST 647.
Nalaz SB0418 odnosno ST647 Mycobacterium caprae spoligotipa kao
uzro¢nika tuberkuloze goveda na podruc¢ju Vojvodine potvrduje njegovu Siroku i

dominantnu rasprostranjenost u Srednjoj i Isto¢noj Evropi kao i u nasoj zemlji.

3. lIspitivanjem antimikrobne osetljivosti pet reprezentativnih izolata vrste
Mycobacterium caprae metodom proporcija, nije ustanovljena rezistencija na

sledece antibiotike: etambutol, streptomicin, rifampicin i izoniazid.

4. Poredenjem tuberkulinskog i1 y-IFN testa Kappa statistickom analizom, dobijena
je vrednost k=0,48, §to predstavlja srednji nivo podudarnosti poredenih testova u

ante mortem dijagnostici tuberkuloze goveda.

5. Paralelnom upotrebom tuberkulinskog i y-IFN testa ukupan broj
dijagnostikovanih pozitivnih grla bio je za 10% veéi u odnosu na pojedinacnu

primenu tuberkulinskog testa.

6. Prilikom ispitivanja osetljivosti y-IFN testa u poredenju sa post mortem
potvrdenim slucajevima tuberkuloze na osnovu bakterioloske izolacije, nalaza
acidorezistentnih  bakterija u mikroskopskim preparatima ili pozitivnog

patohistoloS§kog nalaza, ustanovljena osetljivost testa iznosila je 90%.
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7. Na osnovu epizootioloskih istrazivanja, ustanovljena incidencija tuberkuloze
goveda u periodu od 2010. do 2015. godine, na teritoriji VVojvodine je bila niska
i kretala se u rasponu od 0,007 do 0,018% od ukupno ispitanih grla u datoj

godini, a prevalencija inficiranih zapata se kretala izmedu 0,08-0,012%.

8. U Juznobatkom okrugu na teritoriji op$tina Novi Sad, Zabalj i Titel
ustanovljena su zariSta tuberkuloze u kojima je infekcija enzootski prisutna sa
niskom prevalencijom Sto zahteva izradu posebnog programa kontrole i
eradikacije ove bolesti. U takvim situacijama, opravdano je raditi i

tuberkulinizaciju koza i ovaca.
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Slika 7. Retrofaringealni limfni ¢vor- Lymphadenitis caseosa tuberculosa
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Slika 9. Supramamarni limfni ¢vor- Lymphadenitis caseosa tuberculosa
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Slika 10. Histoloski preparat- na uvecanju 400x uocavaju se karakteritine dzinovske celije
Langhansovog tipa

Slika 11. Histoloski preparat pluénog tkiva na uvecanju 50x-kazeozna nekroza i
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Slika 12. Pozitivna tuberkulinska reakcija-difuzan otok i zadebljanje koznog nabora veée od
40mm

Slika 13. Pozitivna tuberkulinska reakcija- difuzan otok i nekroza na mestu aplikacije
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Slika 14. Pozitivna reakcija- prisutan tipi¢an tuberkulinski otok-difuzan, temperiran, bolan sa
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e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 0; 0? ZO/{ '
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: lvan Pusi¢
Broj upisa

Studijski program Magistar veterinarskih nauka, Zakon o izmenama i dopunama Zakona o
visokom obrazovanju iz 2008. godine

Naslov rada: ,lzolacija, identifikacija i molekularna karakterizacija uzro¢nika
tuberkuloze goveda u Vojvodini®

Mentor: prof dr Sonja Radojici¢
Potpisani Ivan Pusi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 0?’ 0? zO/{ '

CClI



Prilog 3.

Izjava o koriséenju
Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:
»1zolacija, identifikacija i molekularna karakterizacija uzro¢nika tuberkuloze goveda u
Vojvodini“
koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu
da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odlucio.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda

O7. 09 Lo/t '

U Beogradu,
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