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ISPITIVANJE POUZDANOSTI SEROLOSKIH, BAKTERIOLOSKIH I
MOLEKULARNIH METODA U DIJAGNOSTICI BRUCELOZE PASA IZAZVANE
VRSTOM BRUCELLA CANIS

Rezime

Bruceloza pasa je bolest poznata preko Cetiri decenije, ali i pored toga ne postoje
standardizovani dijagnosticki protokoli, kao ni generalni dogovor o najprikladnijem
dijagnostickom testu. Svaka laboratorija definiSe sopstvene kriterijume. Ovakva
raznovrsnost testova i nedostatak jasno definisanih protokola dovodi do teskoca u
interpretaciji rezultata seroloskih testova u razli¢itim laboratorijama. Iz tog razloga, cilj
ove doktorske disertacije obuhvatio je unapredenje dijagnostike primenom preporucenih
I novih, sopstveno pripremljenih testova. Jedan od zadataka ove disertacije je bilo i
ispitivanje upotrebljivosti Bruce-ladder multiplex PCR metode za ispitivanje klinickih

uzoraka odnosno tkiva uterusa i testisa pasa.

Sakupljen je materijal (krv, testisi i materice) od 225 nevlasnickih pasa i to 145
zenki 1 80 muzjaka. Dobijeni rezultati su pokazali da je od ukupno 225 ispitanih
uzoraka, 33 ili 14,67% krvnih seruma imalo merljiv titar antitela u 2-ME TAT. Najnizi
ispitivani titar od 1/50 imalo je 13 krvnih seruma ili 5,78%, kod 8 krvnih seruma
ustanovljen je titar od 1/100 ili 3,55%, dok je titar od 1/200 imalo 12 uzoraka seruma ili
5,33%. Primenom klasi¢nih bakterioloskih metoda, B. canis je izolovana iz tri uzorka
homogenizata tkiva reproduktivnih organa (1,33%) i to iz 2 uzorka poreklom od
muzjaka i1 jednog uzorka poreklom od zenke. Jedan izolat je poticao od seroloski
negativnog psa. Od 225 uzoraka ispitaninh Bruce-ladder multiplex PCR metodom,
pozitivna reakcija je ustanovljena kod dva (0,88%). Pre formulacije indirektnog ELISA
testa, odredivane su koncentracije proteina. Elektroforetska analiza antigena dobijenih
toplotom i ultrazvukom kao i denzitometrijska kvantifikacija su pokazale da je u
antigenu dobijenom toplotom, najzastupljenija frakcija molekulske mase 10,95 kDa sa
uces¢em od cak 43,12% koja odgovara R-LPS-u brucela. Ista frakcija je u antigenu

dobijenom ultrazvukom bila zastupljena sa 11,56%, odnosno u koli¢ini koja je bila 3,7x



manja. Proteinski sastav antigena dobijenog primenom ultrazvuka bio je znacajno
bogatiji, a po kvantitativnom sastavu su dominirali proteini molekulskih masa od 30,5,
24,5, 38 i 22 kDa koji pripadaju proteinima spolja$nje membrane. Sah titracijom je
ustanovljena optimalna koncentracija antigena za oba ELISA testa od 1 pg/mi,
optimalno razredenje pozitivnog seruma 1/200, a optimalno razredenje konjugovanog
antitela iznosilo je 1/25000. U ELISA testu koji je formulisan sa antigenom dobijenim
toplotom, od 225 ispitanih seruma, 44 odnosno 19,55% je bilo pozitivno, dok je u

ELISA testu sa antigenom dobijenim ultrazvukom 37 (16,44%) bilo pozitivno.

Za odredivanje saglasnosti izmedu testova koriS¢ena je Kappa statisticka analiza
za interval pouzdanosti od 95%. Osetljivost bakterioloSke izolacije u odnosu na
referentni test iznosila je 16,7%, a specificnost 99,5%. Izracunata Kappa vrednost
iznosila je 0,251, $to je u rangu srednje saglasnosti. Primenom McNemar testa
ustanovljena je statisticki znac¢ajna razlika izmedu ova dva testa (p<0,05), odnosno broj
pozitivnih uzoraka je bio statisticki znacajno visi u 2-ME TAT. Osetljivost Bruce-ladder
PCR iznosila je 8,3%, a specifi¢nost 99,5%. IzraCunata Kappa vrednost iznosila je
0,130 $to je u rangu beznacajne saglasnosti. Primenom McNemar testa ustanovljena je
statistiCki znacajna razlika izmedu ova dva testa (p<0,05), odnosno broj pozitivnih
uzoraka je bio statisticki znacajno visi u 2-ME TAT u odnosu na Bruce-ladder PCR.
Osetljivost indirektnog ELISA testa sa antigenom dobijenim toplotom iznosila je
66,7%, a specificnost 83,1%. Izracunata Kappa vrednost iznosila je 0,220 i bila je u
rangu srednje saglasnosti. Primenom McNemar testa ustanovljena je statisticki znacajna
razlika izmedu ova dva testa (p<0,05), odnosno broj pozitivnih uzoraka je bio statistic¢ki
znacajno visi u indirektnom ELISA testu u odnosu na 2-ME TAT. Osetljivost
indirektnog ELISA testa sa antigenom dobijenim ultrazvukom iznosila je 66,7%, a
specificnost 86,4%. IzraCunata Kappa vrednost iznosila je 0,268 i bila je u rangu srednje
saglasnosti. Primenom McNemar testa ustanovljena je statisticki znacajna razlika
izmedu ova dva testa (p<0,05), odnosno broj pozitivnih uzoraka je bio statistiCki
znacajno visi u indirektnom ELISA testu u odnosu na 2-ME TAT. Analizom dijagrama
ROC krive uoCava se da je ELISA test sa antigenom dobijenim ultrazvukom bolji
diskriminatorni test zato Sto se kriva nalazi blize levoj i gornjoj liniji dijagrama u
odnosu na ELISA test formulisan sa antigenom dobijenim toplotom. Vrednost povrSine

ispod krive za ELISA test u kome je koriS¢en antigen dobijen ultrazvukom je veca od



vrednosti povrSine ispod krive za ELISA test u kome je koriS¢en antigen dobijen
toplotom. Vrednost povrsine ispod krive (AUC) iznosi 0,820 sto ELISA test sa

antigenom dobijenim ultrazvukom svrstava u dobre dijagnosticke testove.

U cilju postavljanja tacne dijagnoze, za serolosko ispitivanje, pored 2-ME TAT,
preporucuje se 1 upotreba indirektnog ELISA testa formulisanog sa antigenom
dobijenim ultrazvukom zbog boljih karakteristika. Kod postojanja sumnjivih rezultata
seroloskih testova, obavezno je testiranje parnih seruma i bakterioloSko ispitivanje

dostupnih klini¢kih uzoraka, zbog dokazanog postojanja lazno negativnih rezultata.

Kljuéne reci: Bruce-ladder multiplex PCR, Brucella canis, ELISA, izolacija, 2-ME
TAT

Naucna oblast: Veterinarska medicina
Uza naucna oblast: Epizootiologija, zarazne bolesti Zivotinja i bolesti péela i sviloprelja

UDK broj: 619:616.981.42:636.7



EXAMINATION OF THE RELIABILITY OF SEROLOGICAL,
BACTERIOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS IN THE DIAGNOSIS OF
CANINE BRUCELLOSIS CAUSED BY BRUCELLA CANIS

Summary

The scientific community has known about canine brucellosis for over four
decades, even so, there are no standardized diagnostic protocols, nor a general
agreement on the most appropriate diagnostic test. Each laboratory defines its own
criteria. This variety of tests and the lack of clearly defined protocols lead to difficulties
in interpreting the results of serological tests in different laboratories. For this reason,
the goal of this doctoral dissertation has been to improve diagnostics using
recommended and new, self-prepared tests. One of the tasks of this dissertation was to
examine the usability of the Bruce-ladder multiplex PCR method for testing clinical
samples, i.e. dog uterine and testicular tissues.

The material (blood, testicles and uteruses) was collected from 225 dogs without
owners, 145 female and 80 male dogs. The results obtained showed that from a total of
225 tested samples, 33 or 14,67% of blood sera had measurable antibody titer in 2-ME
TAT. 13 or 5,78% blood sera had the lowest tested titer of 1/50, in 8 or 3,55% blood
sera a titer of 1/100 was determined, while 12 serum samples or 5,33% had the titer of
1/200. By applying classic bacteriological methods, B. canis was isolated from three
samples of homogenized reproductive organ tissue (1,33%), 2 from samples originating
from males and one specimen originating from a female. One isolate originated from a
serologically negative dog. Of the 225 samples assayed using the Bruce-ladder
multiplex PCR method, a positive reaction was established in two (0,88%). Protein
concentrations were determined prior to the formulation of the indirect ELISA test. The
electrophoretic analysis of antigens retrieved using heat and ultrasound, as well as the
densitometric quantification, showed that the antigen retrieved using heat had the most
prevalent molecular weight fraction of 10,95 kDa with a participation of as much as
43,12% that corresponds to Brucella R LPS. The same fraction was represented in the
antigen retrieved using ultrasound with 11,56%, or in a quantity that was 3,7 times

lower. The protein composition of the antigen retrieved using ultrasound was



considerably richer, and proteins with the molecular weight of 30,5, 24,5, 38 and 22
kDa belonging to the external membrane proteins dominated in quantitative
composition. By using chessboard titration optimal antigen concentration was
established for both ELISA tests — 1 pg / ml, optimal dilution of positive serum - 1/200,
and optimal dilution of the conjugated antibody was 1/25000. In the ELISA test that
was formulated with antigen retrieved using heat, out of 225 sera tested, 44 or 19,55%
were positive, while in the ELISA test using antigen retrieved using ultrasound 37

(16,44%) sera were positive.

To determine the agreement between the tests, Kappa statistical analysis was
used with reliability interval of 95%. The sensitivity of bacteriological isolation
compared to the reference test was 16,7% and the specificity was 99,5%. The calculated
Kappa value was 0,251, which is rated as fair agreement. Using the McNemar test, a
statistically significant difference was found between these two tests (p <0,05), i.e. the
number of positive samples was statistically significantly higher in the 2-ME TAT. The
sensitivity of the Bruce-ladder PCR was 8,3% and the specificity was 99,5%. The
calculated Kappa value was 0,130, which is rated as slight agreement. Using the
McNemar test, a statistically significant difference was found between these two tests (p
<0,05), i.e. the number of positive samples was statistically significantly higher in 2-ME
TAT compared to the Bruce-ladder PCR. The sensitivity of the indirect ELISA test with
antigen retrieved using heat was 66,7%, and the specificity was 83,1%. The calculated
Kappa value was 0,220 and it is rated as fair agreement. Using the McNemar test, a
statistically significant difference was found between these two tests (p <0,05), i.e. the
number of positive samples was statistically significantly higher in the indirect ELISA
test compared to the 2-ME TAT. The sensitivity of the indirect ELISA test with antigen
retrieved using ultrasound was 66,7%, and the specificity was 86,4%. The calculated
Kappa value was 0,268 and was rated as fair agreement. Using the McNemar test, a
statistically significant difference was found between these two tests (p <0,05), i.e. the
number of positive samples was statistically significantly higher in the indirect ELISA
test compared to the 2-ME TAT. An analysis of the ROC curve diagram shows that the
ELISA test with an antigen retrieved using the ultrasound is a better discriminatory test
because the curve is closer to the left and upper diagram lines compared to the ELISA
test formulated with antigen retrieved using heat. The surface area below the curve for



the ELISA test in which an antigen retrieved using ultrasound is greater than the surface
area below the curve for the ELISA test in which the antigen retrieved using heat was
used. The value of the area under the curve (AUC) is 0,820, which classifies the ELISA

test with antigen retrieved using ultrasound as a good diagnostic test.

In order to determine the exact diagnosis, for serological testing, in addition to
2-ME TAT, the use of indirect ELISA test formulated with antigen retrieved using
ultrasound is recommended due to better characteristics. When there are suspicious
results of serological tests, it is mandatory to test the paired serum and complete
bacteriological examination of the available clinical samples, due to the proven

existence of false negative results.

Key words: Bruce-ladder multiplex PCR, Brucella canis, ELISA, isolation, 2-ME TAT
Major Field of Study: Veterinary Medicine

Special Field of Study: Epizootiology, infectious diseases of animals and diseases of
bees and silkworms

UDC Number: 619:616.981.42:636.7
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1. UvOD

Bruceloza pasa je oboljenje mesojeda, sporadicno i ljudi, izazvano Gram
negativnom bakterijom Brucella canis (B. canis). Uzro¢nik je sitna bakterija kokoidnog
oblika koja formira R (rough) tip kolonija. Primarno patogena u R fazi rasta je i
Brucella ovis (B. ovis), koja je antigenski sli¢na B. canis; obe vrste imaju antigeno
izmenjen lipopolisaharidni omota¢ R-LPS za razliku od ostalih pripadnika roda
Brucella koji su punovirulentni u S (smooth) fazi rasta kolonija. Jo§ jedna jedinstvena
karakteristika vrste B. canis je izrazita mukoidnost kolonija. Bakterija je prvi put
opisana 1966. godine u jednoj odgajivacnici pasa u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama

(SAD).

Bruceloza pasa je registrovana u velikom broju zemalja Sirom sveta. Opisani su
slucajevi bruceloze pasa u SAD, u zemljama Centralne i Juzne Amerike, zatim u Kini,
Japanu, Kanadi, Spaniji, Svedskoj, Italiji, Madarskoj, Austriji. Bruceloza pasa je
prisutna i u Srbiji. Za sada, zemlje koje se deklariSu kao slobodne od infekcije izazvane

bakterijom B. canis su Australija i Novi Zeland.

Uzro¢nik bruceloze pasa, kao i ostali ¢lanovi roda, ima tropizam za monocitno-
makrofagni sistem i posebno za reproduktivne organe primarnih domacina, pasa. U
slucaju infekcije gravidnih zivotinja B. canis odlazi u uterus i placentu koje
predstavljaju tropno tkivo za ove bakterije. 1z tog razloga, inficirane Zivotinje su
seroloski negativne sve do pred pobacaj jer izostaje stvaranje antitela, S obzirom na to
da se uzro¢nik ne zadrzava u krvotoku. Do pobacaja dolazi najceS¢e pred kraj
graviditeta izmedu 45. i1 55. dana. Kod muZzjaka glavne klinicke manifestacije su
epididimitis 1 orhitis. Kod pasa oba pola moze biti prisutan limfadenitis, kao i promene

na koStano zglobnom sistemu, o€ima i centralnom nervnom sistemu. Veoma je vazno



ista¢i da mnogi inficirani psi ne pokazuju vidljive simptome bolesti, pa ¢ak ni znacajnije

povisenje telesne temperature.

Inficirane zenke izlucuju gotovo Cistu kulturu brucela u spoljasnju sredinu
vaginalnim iscetkom tokom estrusa, nakon pobacaja i porodaja, a muzjaci izlucuju
bakterije spermom i urinom. Uzimajuéi u obzir karakteristike socijalnog ponaSanja
pasa, izluCivanje bakterija urinom predstavlja mnogo vazniji epizootioloski faktor za
Sirenje 1 odrzavanje bolesti na nekom podrucju. Lecenjem i sterilizacijom obolelih
Zivotinja sprecava se izlu€ivanje uzrocnika, posledi¢na kontaminacija spoljasnje sredine
1 prenoSenje infekcije na zdrave pse. Terapija obolelih pasa moze da se sprovodi
tetraciklinima i tuberkulostaticima, ali efikasnost navedenih antibiotika, u velikoj meri
zavisi od primenjene doze kao i duzine trajanja leCenja. Sa ekonomskog aspekta
posledice izbijanja bruceloze pasa u odgajivac¢nicama su velike. 1z ugla veterinarske i
humane medicine, mnogo su vazniji nedijagnostikovani slucajevi koji dovode do Sirenja
1 odrzavanja bolesti kod pasa i predstavljaju dodatni rizik za zdravlje ljudi. Naime, iako
klasi¢na antropozoonoza, vrsta B. canis nema takav znacaj za humanu medicinu kao $to
ga imaju klasi¢ne S vrste brucela. Kod ljudi, ova vrsta se dijagnostikuje tek sporadi¢no,
a broj zvani¢no prijavljenih slucajeva je mali. Ipak, s obzirom na to da su najugrozenije
kategorije za infekciju bakterijom B. canis deca i imunosuprimirane osobe, ne moze se
zanemariti njen znacaj 1 potencijalno ucesce u febrilnim stanjima nepoznate etiologije.
Za razliku od kategorija pasa koje su pod kontrolom vlasnika i veterinara, suStinski veci
problem predstavljaju psi lutalice, o ¢emu govore brojna istrazivanja sprovedena u
zemljama Latinske Amerike i Indije u kojima je broj pasa lutalica stalno narastajuca i
teSko reSiva prepreka. Generalno se moze re¢i da ovaj problem imaju sve nerazvijene
zemlje u kojima, sa druge strane, zivi ve¢ina svetskog stanovniStva. Posmatrano iz tog
ugla, ova vrsta brucela ima nesumnjivo mnogo veci znacaj s obzirom na to da se zbog
loSih uslova zivota, nedostatka zdravstvene zastite i1 prirodnog preboljenja, vecina
obolelih ljudi i ne registruje. Mere koje se preduzimaju za kontrolu i eventualno
eradikaciju ove bolesti kod pasa variraju od zemlje do zemlje. U mnogim razvijenim
drzavama, u slucaju pojave bruceloze pasa obavezna je eutanazija obolelih jedinki pre
svega zbog velikih troSkova i neizvesnog ishoda samog lecenja. U Republici Srbiji,
prema c¢lanu 9. Pravilnika o nacinu sprovodenja mera za suzbijanje i iskorenjivanje

bruceloze goveda, ovaca, koza, svinja i pasa (,,SI. glasnik RS*, br. 36 od 22. aprila



2005), ,,ukoliko se kod pasa primenom brzih metoda i sporog aglutinacionog testa sa 2-
merkaptoetanolom ili izolacijom uzro¢nika utvrdi bruceloza (Brucella canis), obavezna

je kastracija odnosno ovariohisterektomija i le¢enje obolelih Zivotinja“.

Pored izabranog nacina kontrole i suzbijanja bolesti, veliki problem
predstavljaju i dostupne metode dijagnostike. Kao jedini pouzdan metod, izdvaja se
bakterioloska izolacija vrste B. canis, koja se ne sprovodi u rutinskoj dijagnostici. Pored
male osetljivosti metode izolacije na koju uti¢e kvalitet i vrsta uzorka, opremljenost
laboratorija, ali 1 iskustvo i obuc¢enost osoblja, jedan od eliminacionih kriterijuma je 1
veliki rizik koji postoji tokom rada sa Cistim kulturama brucela. Iz tog razloga, za
dijagnostiku se najcesce koriste seroloSke metode. Vazno je znati i da je zbog antigene
specifi¢nosti B. canis, neophodno koristiti homotipski antigen jer klasi¢nim testovima
za detekciju antitela protiv ostalin S vrsta brucela nije moguce ustanoviti seroloski
pozitivne Zzivotinje na B. canis. Uz to, B. canis ima slicne ili identi¢ne antigene
determinante kao i brojne druge Gram negativne bakterije. Ovaj fenomen vezan za
antigensku strukturu B. canis dovodi do pojave unakrsne reaktivnosti i dobijanja lazno
pozitivnih rezultata. Mali ,komercijalni* znacaj ove bolesti uslovljava da na trziStu
dijagnostickih testova nema onih koji su u dovoljnoj meri validovani i pouzdani. Uz to,
priprema antigena za dijagnosticke testove povezana je sa problemima zato Sto je B.
canis ekstremno mukoidna posle nekoliko dana inkubiranja, pokazuje svojstvo
autoaglutinacije u fizioloSkom rastvoru, po svojoj prirodi je hidrofobna i ¢vrsto adherira

za agar ili stvara mukoidni talog u te¢nim podlogama ¢iji je pH nizi od 7,0.

Kod procene statusa inficiranosti, treba znati da su svi seroloski testovi
nepouzdani tokom prve cetiri nedelje. Nakon toga u serumu se odrzava visok titar
antitela koji po prestanku bakterijemije opada u periodu od Cetiri do Sest meseci, a zatim
Zivotinja postaje seronegativna. LeCene zivotinje mogu duZze vreme da imaju niske

aglutinacione titre.

Napredak nauke i razvoj molekularnih metoda, promenili su dijagnostiku vecine
zaraznih bolesti. Lancana reakcije polimeraze (PCR - polymerase chain reaction) je
napravila revoluciju u dijagnostici brojnih patogena, skracuju¢i vreme 1 povecavajuci

Sansu za otkrivanje Zivotinja u ranim fazama infekcije. Iz tog razloga, u okviru ove



doktorske disertacije ispitana je i moguénost primene Bruce-ladder multiplex PCR

metode u ispitivanju klinickog materijala.

Kako pogresno postavljena dijagnoza, bilo lazno negativni ili lazno pozitivni
rezultat, ima velike posledice za pse pa i ljude, unapredenje dijagnostike ove bolesti je

bio glavni imperativ sprovedenog ispitivanja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Rod Brucella

Na osnovu poredenja sekvenci 16S rRNA rod Brucella je svrstan u familiju
Brucellaceae, red Rhizobiales i klasu Alphaproteobacteria (Moreno, 1990). Prema
patogenosti, primarnim domacinima i fenotipskim karakteristikama rod je dugo

obuhvatao Sest vrsta (Corbel, 1984) :

1. B. melitensis u okviru koje se nalaze tri biotipa, a primarni domacini su ovce i

koze,
2. B. abortus sa sedam biotipova, ¢iji su domacini goveda i druge bovide;

3. B. suis sa pet biotipova, od kojih su za biotipove 1, 2 i 3 primarni domacini
svinje, a za biotip 2 i zeCevi; biotip 4 koji se javlja kod irvasa i biotip 5 prisutan

kod malih glodara;

4. B. canis ¢iji su primarni domacini psi;

5. B. ovis ¢iji su primarni domacini ovce;

6. B. neotomae ¢iji je primarni domacin vrsta glodara Neotoma lepida

U poslednjih deset godina otkriveno je Sest novih vrsta roda Brucella. Dve vrste
poreklom iz morskih sisara su B. pinnipedialis iz foka i B. ceti iz delfina i kitova
(Foster, 2007). Scholz i sar. 2008. godine su opisali vrstu izolovanu iz poljske
voluharice (Microtus arvalis) koja je oznacena kao B. microti, a koja je potom
izolovana 1 iz kontaminiranog zemljista (Scholz, 2008b) i iz crvene lisice (Vulpes

vulpes) (Scholz, 2009). Kod jedne pacijentkinje je iz inficiranog grudnog implanta



izolovana vrsta koja je oznacena kao B. innopinata (Scholz, 2010). Whatmore i sar.
(2014) su opisali vrstu B. papionis poreklom iz dva babuna sa reproduktivnim
poremecajima. Poslednja vrsta izolovana je iz limfnog ¢vora crvene lisice (Vulpes

vulpes) i oznacena je kao B. vulpis (Scholz i sar., 2016).

Vrste u okviru roda se medusobno razlikuju prema potrebama za ugljen-
dioksidom (CO,), proizvodnji vodonik-sulfida (H,S), aktivnosti ureaze, osetljivosti na
tionin 1 bazni fuksin, osetljivosti na odredene bakteriofage, aglutinaciji sa A 1 M

specificnim antiserumima i oksidativnim metabolickim profilom (Alton, 1988).

2.2. Istorijat bruceloze pasa

Prvi podaci o pojavi bruceloze pasa datiraju iz 1963. godine, kada je u SAD
opisana epizootija abortusa u odgajivacnicama pasa. Etioloski, bolest je rasvetljena
izolacijom uzro¢nika 1966. godine. Profesor Leland Carmichael sa Cornell Univerziteta
u SAD je prvi izvrSio izolaciju B. canis iz tkiva pasa i vaginalnog iscetka (Carmichael,
1966). Sve do sredine sedamdesetih godina proSlog veka, zarazni pobacaj pasa je
povezivan sa rasom bigl (beagle) kod koje je bolest prvi put i ustanovljena (Yamauchi i
sar., 1974; Pollock, 1979). Razlog tome je bila ucestalost koris¢enja pasa ove rase za
naucna istrazivanja, a kasnije je dokazano da rasna predispozicija ne postoji. Rezervoari
B. canis su domaci i divlji pripadnici porodice Canidae. U prirodnom okruZenju, psi
lutalice ostaju znacajni rezervoari B. canis (Flores-Castro i sar., 1976, 1977;
Carmichael, 1979).

2.3. Opste karakteristike bruceloze pasa

Bruceloza pasa je zarazna bolest mesojeda koju izaziva bakterija B. canis, Gram
negativan fakultativno intracelularni kokobacilus, virulentna u R formi rasta kolonija Sto
je razlikuje od vecine drugih vrsta roda Brucella (Carmichael i Bruner, 1968;
Carmichael i Green, 1990; Berthelot i Garin-Bastuji, 1993). B. canis dobro raste na



obogacenim hranljivim podlogama bez dodatka seruma, kao S$to je triptozni agar i ne

pripada karbofilnim vrstama brucela.

U prijem¢iv organizam bakterije najcesc¢e ulaze per os ili preko sluzokoza
genitalnog trakta. Klinicke manifestacije bruceloze pasa podrazumevaju nastanak
pobacaja, zapaljenje tkiva reproduktivnog trakta i1 pojavu metritisa, orhitisa 1
epididimitisa Sto u krajnjoj liniji moze da dovede do steriliteta kod oba pola. Od
klinickih simptoma zabelezena je pojava limfadenitisa i diskospondilitisa (Carmichael i
Kenney, 1968; Carmichael, 1976; Barton, 1977; Johnson i Walker, 1992; Berthelot i
Garin-Bastuji, 1993; Carmichael, 1999). Kod vecine inficiranih Zivotinja bolest protice
inaparentno, S$to dodatno otezava postavljanje klinicke dijagnoze. Seroloska
dijagnostika takode moze da bude nepouzdana, a posebno u prvih mesec dana bolesti
kada je titar antitela u serumu varijabilan. Na rezultate ispitivanja umnogome utice i

upotrebljena dijagnosti¢ka metoda.

2.4. 1zlu¢ivanje B. canis iz inficiranog organizma i putevi prenoSenja

Po ulasku u organizam 1 nakon lokalnog umnozavanja u regionalnim limfnim
¢vorovima bakterije dospevaju u krv. Nakon perioda bakterijemije koji moze da traje
razli¢ito vreme, a nekada i godinama, B. canis se lokalizuje u tkivima reproduktivnog
trakta odakle se kontinuirano ili povremeno izlu€uje u spoljasnju sredinu, mesecima, a

nekada i godinama.

Brucele se izlu¢uju vaginalnim iscetkom za vreme estrusa, prilikom pobacaja i
posle porodaja. U odgajivanicama pasa zenke koje su pobacile predstavljaju znacajan
izvor infekcije. Kod kuja se javlja vaginalni iscedak koji moze biti prisutan 4-6 nedelja
nakon pobacaja. U pobacenim tkivima posteljice i plodovim tecnostima prisutan je
veliki broj uzro¢nika, koji se mogu naéi u koncentracijama do 10 CFU/ml (CFU-

colony forming unit) (Carmichael i Green, 1990).

Dugo nakon prestanka bakterijemije, u organizmu zarazenih muzjaka brucele se

nalaze u prostati i pasemenicima i izlucuju se spermom (Carmichael i Shin, 1996). Ako



se muzjak aktivno koristi za reprodukciju ovi organi predstavljaju glavna mesta
umnozavanja i diseminacije B. canis. Uzorci sperme imaju visoku koncentraciju
bakterija u prva dva meseca posle infekcije, a izlu¢ivanje moze sporadi¢no da se nastavi
godinama, pri ¢emu domacin ne mora da ispolji bilo kakve simptome, ukljucujuci

povisenje telesne temperature i pojavu orhitisa.

Bakterije se takode izluCuju i urinom, a izluéivanje pocinje od 4-8 nedelja posle
nastanka infekcije. lako oba pola izlu¢uju bakterije urinom, njihov broj u urinu muzjaka
je veéi nego kod Zenki i iznosi i do 10%-10° CFU/mI urina (Serikawa i sar., 1981;
Carmichael 1 Joubert, 1988). Smatra se da urin moZe biti manje vazan put prenoSenja
infekcije (Serikawa i sar., 1978; Serikawa i Muraguchi, 1979), iako sadrzi zna¢ajan broj
bakterija tokom prvih nedelja do tri meseca nakon infekcije. Sa druge strane, ¢injenica
da socijalni Zivot pasa podrazumeva obeleZavanje teritorije urinom, namece pitanje
koris¢enja javnih zelenih povrsina u kojima se nalazi potencijalni izvor bolesti. Pojava
bruceloze kod vlasnic¢kih pasa koji se nikada nisu parili ukazuje na to da se ne moze

zanemariti uloga urina u prenosenju bolesti (Zivojinovié i sar., 2006).

Znacajan put izluéivanja B. canis je i mleko u kome se nalazi veliki broj
bakterija, §to moZe dovesti do infekcije mladunaca (Pollock, 1979). Neki autori navode
da mleko nije znaajan izvor infekcije za potomstvo jer do inficiranja dolazi jo§ u
materici (Carmichael i Green, 1990). Bakterije su izolovane i iz pljuvacke, iscetka iz
nosa i oka, kao i fecesa (Weber i Christoph, 1982). Postoje navodi da su i oprema,
prostor u kome se drZe inficirane Zivotinje i1 ljudi u kontaktu bili izvor infekcije

(Johnson i Walker, 1992).

Kod polno zrelih pasa oboljenje se prenosi parenjem, ali i oronazalno i
peroralno, unoSenjem kontaminiranih tkiva ili tecnosti. Glavni put prenosenja bruceloze
pasa je polni put gde je verovatnoca za Sirenje visoka zbog velikog broja brucela koje se
izluuju vaginalnim sekretom i spermom. Psi koji ne ispoljavaju simptome mogu biti
nosioci B. canis tokom duzeg vremenskog perioda. Vreme od pocetnog izlaganja

uzro¢niku do pojave bakterijemije iznosi oko tri nedelje.



Jatrogeno, infekcija se moze prenositi kontaminiranim vaginoskopima,
vestaCkim osemenjavanjem 1 upotrebom kontaminiranih Spriceva, a u retkim

slu¢ajevima i transfuzijom inficirane krvi (Pollock, 1979).

2.5. Imunoloski odgovor na infekciju vrstom B.canis

Vazna osobina B. canis je sposobnost razmnoZavanja i prezivljavanja u éelijama
monocitno-makrofagnog sistema, epitelnim ¢elijama i trofoblastima placente (Pizarro-
Cerda 1 sar., 2000; Celli, 2006) Sto omogucéava nastanak hroni¢ne infekcije kod
inficiranih jedinki. Brucele, a posebno B. canis, izazivaju zapaljensku reakciju niskog
intenziteta. Kisela sredina unutar fagozoma ne oStecuje bakterije, ali izaziva ekspresiju
bakterijskih gena koji su bitni za intracelularno prezivljavanje tokom ranih faza

infekcije vrstom B. canis (Porte i sar., 1999; Boschiroli i sar., 2002).

Uzrocnici poseduju sposobnost prezivljavanja i razmnozavanja u dendriti¢nim
¢elijama 1 za njih imaju veci tropizam nego za makrofage. Prisustvo uzro¢nika u ovim
¢elijama zaustavlja njihovo sazrevanje $to ometa prezentaciju antigena i sekreciju

odgovarajucih citokina (Billard i sar., 2007; Cirl i sar., 2008; Salcedo i sar., 2008).

2.6. Patogeneza i Klini¢ka slika bruceloze pasa

Vrata infekcije za B. canis su prvenstveno sluzokoze genitalnog trakta, ali i
sluzokoze nosne i usne duplje ili konjunktive. Nakon ulaska B. canis u organizam
domacina, brucele bivaju fagocitovane i transportovane do limfati¢nih tkiva (limfnih
¢vorova, slezine) 1 genitalnih organa gde dolazi do njihovog umnozavanja.
Bakterijemija se javlja sporadi¢no, a epizode bakterijemije se mogu javljati i pet godina

nakon infekcije (Carmichael i Green, 1990).

Bruceloza pasa je oboljenje koje nema patognomoni¢ne simptome i koje Cesto

protice asimptomatski. Kod pasa najce$¢i su simptomi vezani za promene na



reproduktivnim organima. Klini¢ki simptomi mogu varirati od blagih do teskih
reproduktivnih poremeéaja. Na brucelozu uvek treba prvo posumnjati kod pasa kod
kojih se javljaju reproduktivni poremecaji - pobacaji i1 zapaljenje semenika i
pasemenika. Morbiditet moZe biti visok, a mortaliteta kao direktne posledice infekcije

ovim uzro¢nikom kod odraslih zivotinja nema.

Najces¢i vidljivi klinicki znak je pobacaj naizgled zdrave Zivotinje bez
prethodno ispoljenih simptoma. Za pse je karakteristicno i da nakon pobacaja pojedu

mladuncad pa se u ovakvim slu¢ajevima pobacaj i ne primeti.

Pobacaji, kao najces¢i simptom bruceloze pasa kod Zenki, javljaju se u periodu
izmedu 30. 1 57. dana graviditeta, a najces¢e izmedu 45. 1 55. dana. Nakon pobacaja,
javlja se viskozan, serohemoragi¢an vaginalni iscedak, braon do sivozelene boje, koji
moze biti prisutan 1-6 nedelja (Carmichael i Kenney, 1968). U ovom iscetku se nalazi

veliki broj bakterija koje su znacajan izvor infekcije za druge pse, ali 1 drzaoce Zivotinja.

Takode, moZe do¢i do uginuca i resorpcije embriona, uginuca fetusa ili radanja
slabo vitalnih Stenaca koji Zive nekoliko sati ili dana. Resorpcija embriona u ranim
fazama graviditeta, koja prolazi nezapaZeno od strane vlasnika, moZe navesti na
pogresan zakljucak da se radi o neuspe$nom zaeCu ili se zenka moze proglasiti
neplodnom. Mogu se roditi i naizgled zdravi mladunci kod kojih se sa ulaskom u
pubertet moZze ispoljiti oboljenje (Lewis 1 sar., 1973; Nicoletti, 1989). Preziveli

mladunci mogu da budu bakterijemi¢ni nekoliko meseci.

Naredni graviditet moze da protekne normalno, (Serikawa i sar., 1978), a

prisustvo uzro¢nika kod kuja ne utice na normalnu pojavu estrusa (Pickerill i

Carmichael, 1972).

Kod muZzjaka se najc¢eS¢e javljaju zapaljenske promene na pasemenicima i
prostati. Tokom akutne faze oboljenja prisutna je bolnost usled uveéanja pasemenika i
nakupljanja serohemoragic¢ne te¢nosti u omota¢ima semenika (Moore i Kakuk, 1969;
Schoeb i Morton, 1978; George i sar., 1979). Zapaljenje pasemenika nastaje oko pet

nedelja nakon pocetka infekcije.
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U hroni¢noj fazi, intenzitet zapaljenja pasemenika se smanjuje, ali dolazi do
induracije tkiva pa Cesto nastaje jednostrana ili obostrana atrofija testisa (Greene i
Carmichael, 2006). Zbog prisutnog bola kod zivotinja dolazi do smanjenja libida i

odbijanja parenja.

Kao posledica zapaljenja dolazi do prestanka spermatogeneze, smanjenja
koli¢ine ejakulata i generalno loSeg kvaliteta sperme, a na spermatozoidima su vidljive
promene u morfologiji i broju (Shin i Carmichael, 1999). Promene na spermatozoidima

se javljaju 16 nedelja posle infekcije (Serikawa i sar., 1984).

Ostecenje testisa pokrec¢e autoimunski odgovor koji dovodi do nastanka antitela
protiv spermatozoida (Serikawa i sar., 1984b) od 11 do 14 nedelja nakon infekcije
(Serikawa i sar., 1981). Aglutinacija spermatozoida je vidljiva od 18. do 27. nedelje
posle infekcije (Serikawa i sar., 1984).

Autoimunski fenomen koji nastaje kao posledica zapaljenja, oStecenja tkiva
testisa i pojavljivanja sopstvenih antigena u cirkulaciji, povezan je sa nastankom
steriliteta kod nekih pasa. Bez obzira da li postanu sterilni ili ne, psi mogu nastaviti da
izlucuju B. canis spermom (Nicoletti, 1989) iz koje se uzro¢nici izoluju i tri meseca

nakon infekcije (Carmichael, 1976).

Povisenje telesne temperature je neuobicajeno jer B. canis poseduje drugaciji

LPS u odnosu na druge pripadnike roda Brucella (Serikawa i sar., 1978).

Limfadenitis, posebno onaj koji ukljucuje retrofaringealne i ingvinalne limfne
¢vorove, prisutan je kod oba pola. Kod polno nezrelih pasa naj¢esc¢i klinicki simptom je

generalizovani limfadenitis (Carmichael i Green, 1990).

U literaturi su opisani slucajevi diskospondilitisa torakalnih 1 lumbalnih
prsljenova, prac¢enih akutnim bolom koji je lokalizovan u predelu kicmenog stuba, sa

posledi¢cnom hromos¢u, parezama i ataksijama (Kerwin i sar., 1992).

Usled taloZenja imunskih kompleksa u tkivima oka, mogu se javiti i
endoftalmitis i rekurentni uveitis (Saegusa i sar., 1977; Gwin i sar., 1980). U literaturi je
opisan i negnojni meningitis i meningoencefalitis (Serikawa i sar., 1978; Purvis, 1981)
kao i endokarditis kod obolelih pasa (Ying i sar., 1999).
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2.7. PatomorfoloSke promene

Na obdukciji se najces¢e zapaza uvecanje retrofaringealnih 1 ingvinalnih limfnih
¢vorova, ali se mozZe javiti i generalizovani limfadenitis, zatim hepatomegalija i

splenomegalija.

Kod muzjaka dolazi do pojave skrotalnog edema, skrotalnog dermatitisa,
epididimitisa, orhitisa i prostatitisa. Kod hroni¢nih slu¢ajeva uocava se atrofija i fibroza

testisa.

Kod Zenki se nalazi metritis i vaginalni iscedak. Na posteljici dolazi do nastanka
fokalne koagulacione nekroze horionskih resica i nekroti¢nog arteritisa, a brojne

bakterije su prisutne u trofoblastima.

Na pobacenim plodovima se uocava autoliza koja je posledica generalizovane
bakterijske infekcije. Moze biti prisutan supkutani edem, supkutana kongestija i
krvarenje u trbusnoj regiji, serohemoragi¢na peritonealna tecnost i degenerativne

promene u jetri, slezini, bubrezima i crevima.

Drugi organski sistemi su rede zahvaceni promenama, a najceS¢e se javljaju
diskospondilitis, promene na intervertebralnim diskovima, osteomijelitis, meningitis,
fokalni negnojni encefalitis i apscesi u razli¢itim unutra§njim organima. U uvei oka
dolazi do formiranja antigen-antitelo kompleksa §to prouzrokuje anteriorni uveitis
(Saegusa i sar., 1977; Gwin i sar., 1980).

2.8. Patohistoloski nalaz

Patohistoloski, prisutna je hiperplazija retikularnih ¢elija u limfnim ¢vorovima i

granulomatozne promene u kozi, testisima i drugim organima (Serikawa i sar., 1978).

Ostecenje celija usled upale epididimisa dovodi do izlaska antigenskog
materijala u okolne omotace testisa Sto stimuliSe stvaranje antitela protiv spermatozoida.

S obzirom na to da su tkiva testisa tokom ontogeneze imunoloski zasti¢ena tkiva i kao
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takva nepoznata imunskom sistemu domacina, to zapravo znai da ¢e bilo kakva
mehanicka trauma ili zapaljenje tokom koga dolazi do izlaska antigena tkiva testisa biti
okida¢ za nastanak autoimunske reakcije. Kao posledica toga u spermi se mogu naci
spermatozoidi abnormalne morfologije, aglutinovani spermatozoidi ili isti mogu da
nedostaju (Serikawa i sar., 1981; George i sar., 1984). Sintetisana antitela koja nastaju
kao posledica autoimunske reakcije organizma su usmerena protiv spermatozoida, a ne

protiv B. canis.

2.9. Lecenje bruceloze pasa

Bruceloza pasa zbog intracelularnog opstanka i razmnozavanja uzrocnika,
zahteva dugotrajno lecenje visokim dozama antibiotika. U literaturi je opisano vise
terapijskih protokola koji se sa manje ili viSe uspeha koriste u terapiji ove bolesti.
Peroralna aplikacija tetraciklin-hidrohlorida u dozi od 30 mg/kg dva puta dnevno tokom
28 dana, pri ¢emu je psima prvih 14 dana terapije jednom dnevno intravenski aplikovan
i streptomicin u dozi od 20 mg/kg dovela je do eliminacije infekcije kod 81 od 86
seropozitivnih pasa (Nicoletti, 1991). U drugom istrazivanju, Zenke obolele od
bruceloze, tretirane su kombinovanom antibiotskom terapijom koja se sastojala od
tetraciklina, dihidrostreptomicina 1 trimetoprim sulfadijazina. Nakon Sest nedelja
lecenja, doslo je do eliminacije bakterija iz krvi i pada titra antitela kod svih le¢enih
zivotinja izuzev jedne (Johnson i sar., 1982). Jedan od uspeSnijih i1 najcesSce
primenjivanih terapijskih protokola je peroralna aplikacija tetraciklina u dozi od 30
mg/kg tokom mesec dana uz intramuskularnu aplikaciju streptomicina u dozi od 20
mg/kg tokom prve i poslednje nedelje tretmana (Nicoletti i Chase, 1987). Ispitana je i
efikasnost enrofloksacina u terapiji bruceloze pasa, pri ¢emu su postignuti veoma dobri
rezultati. U ovaj eksperiment su ukljucene zenke koje su parene sa inficiranim
muZjacima. Inficiranim Zenkama je dva puta dnevno aplikovan enrofloksacin u dozi od
5 mg/kg tokom 30 dana. Nakon zavrSetka eksperimenta, psi su ispitivani seroloSkim
testovima narednih 38 meseci, a takode su pored seroloskih praceni i rezultati klinickog
pregleda i bakterioloske izolacije. Cetrnaest meseci od pocetka istraZivanja svi psi su

bili negativni primenom brzog aglutinacionog testa. Sve zenke uklju¢ene u eksperiment
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su imale normalan graviditet i oStenile zdravu Stenad. Bakterioloskim ispitivanjima
vaginalnog iscetka nakon porodaja nije izolovana B. canis (Wanke i sar., 2006). U
literaturi su opisane i pojave recidiva i pored relativno uspe$ne terapije; naime B. canis
moze da prezivi u tkivima kao $to su limfni ¢vorovi, prostata, materica i slezina (Lewis 1

sar., 1973).

U Republici Srbiji se prema Pravilniku o nacinu sprovodenja mera za suzbijanje
I iskorenjivanje bruceloze goveda, ovaca, koza, svinja i pasa donesenom 2005. godine
(,,Sluzbeni glasnik RS*) sprovodi antibiotski tretman inficiranih pasa uz obaveznu

histerektomiju, odnosno orhidektomiju.

2.10. Rasprostranjenost bruceloze pasa

2.10.1. Rasprostranjenost bruceloze pasa u svetu

Bruceloza pasa je prisutna Sirom sveta, sa izuzetkom Australije i Novog Zelanda
(Wanke, 2004). Oboljenje je opisano u Spaniji (Mateau de Antonio i sar., 1994),
Austriji (Hofer i sar., 2012), Madarskoj (Gyuranecz i sar., 2011), Italiji (Ebani i sar.,
2003; Corrente i sar., 2010), Iranu (Mosallanejad i sar., 2009), Svedskoj (Holst i sar.,
2012). Bruceloza pasa je enzootsko oboljenje u Severnoj Americi kao i zemljama
Centralne i Juzne Amerike (Carmichael, 1990), a opisano je i u Kanadi gde je
zabelezena prevalencija od 0,3% (Bosu i Prescott, 1980). U Italiji je primenom AGID
testa (AGID - agar gel imunodifuzioni test) zabeleZena prevalencija od 1,07% (Ebani i
sar., 2003). U Iranu u populaciji vlasni¢kih pasa prevalencija antitela protiv B. canis
iznosi 4,90% (5 pozitivnih pasa od ukupno 102 testirana) (Mosallanejad i sar., 2009).
Svedska je do 2012. godine bila zemlja slobodna od B. canis kada je opisan prvi slu¢aj
kod psa uvezenog iz Poljske (Holst 1 sar., 2012). Prvi slu¢aj pojave oboljenja u
odgajivacnici u Madarskoj opisan je 2011. godine (Gyuranecz 1 sar., 2011), a u Austriji

su Hofer i sar., prvi slu¢aj u odgajivacnici pasa opisali 2012. godine.
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2.10.2. Rasprostranjenost bruceloze pasa u Republici Srbiji

Radoji¢i¢ i sar. su opisali prvi slu¢aj infekcije pasa vrstom B. canis u Srbiji
1999. godine. Kasnije je oboljenje dijagnostikovano i na podru¢ju Beograda i Pozarevca

cene

rasprostranjenosti oboljenja u drugim delovima nase zemlje.

2.11. Laboratorijska dijagnostika bruceloze pasa

Razli¢ite dijagnosticke metode koje se koriste u dijagnostici bruceloze pasa
variraju u osetljivosti i specifi¢nosti. Ceste su pojave lazno pozitivnih i laZno negativnih

rezultata.

Klasi¢ne metode koje se koriste za otkrivanje antitela protiv S Brucella spp. ne
mogu se Koristiti za ispitivanje seroprevalencije infekcija izazvanih B. canis. Osobine
po kojima se B. canis i B. ovis razlikuju od ostalih ¢lanova roda Brucella je prisustvo R-
LPS-a koji ¢ini ove bakterije manje patogenim od ostalih vrsta brucela. Ovakva
struktura LPS-a uslovljava upotrebu homotipskog antigena u seroloskoj dijagnostici

bruceloze pasa.

Jedina metoda uz pomoc¢ koje se sa sigurnoS¢u moze postaviti dijagnoza je
izolacija B. canis. lIzolacija B. canis nije uvek uspe$na, naro¢ito u slucajevima kada
prestane bakterijemija, a B. canis se lokalizuje u unutra$njim organima. Kod odredenog
broja seroloski negativnih muZzjaka otkriveno je prisustvo B. canis u epididimisu i
prostati (Moore i Kakuk, 1969; Flores-Castro i sar., 1977).

Tri do cetiri meseca nakon infekcije, dolazi do postepenog prestanka
bakterijemije, a titar specifi¢nih antitela protiv B. canis u serumu obolelih pasa raste
(Carmichael i Kenney, 1968). Specificna antitela protiv B. canis se duzi vremenski
period mogu odrzavati u titru od 1/25 do 1/50 (Flores-Castro i sar., 1977; Serikawa i
sar., 1978).
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2.11.1. Seroloske metode

U dijagnostici bruceloze pasa ne postoje standardizovane seroloske metode.

Seroloske metode zasnivaju se na koriS¢enju antigena dobijenih razli¢itim postupcima.

Prilikom izvodenja seroloskih reakcija javlja se veliki broj lazno pozitivnih
rezultata koji nastaju kao posledica postojanja povrsinskih antigenskih determinanti (R-
LPS) koje su zajednicke B. canis i drugim bakterijama kao $to su Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. i Pseudomonas spp. (Zoha i Carmichael, 1982a, 1982b;
Carmichael i sar., 1984; Carmichael i Joubert, 1987). Testovi u kojima se koriste
antigeni dobijeni od manje mukoidnog (M-) soja B. canis daju manje lazno pozitivnih
rezultata od onih u kojima se kao antigeni koriste B. ovis i referentni soj B. canis (RM
6/66). 1z tog razloga za dijagnostiku se preporucuje koris¢enje testova pripremljenih od
manje mukoidne varijante B. canis. Za razliku od sojeva B. canis koji imaju osobinu da
dovode do autoaglutinacije, manje mukoidni soj (M-) B. canis ne dovodi do
autoaglutinacije i to je razlog S$to je ovaj soj bolje koristiti u seroloskoj dijagnostici

bruceloze pasa (Carmichael i sar., 1984b; Carmichael i sar., 1989).

Bez obzira na izbor upotrebljenog soja odnosno antigena, u literaturi su
navedeni podaci koji pokazuju da, iako se specifi¢na antitela protiv B. canis mogu
otkriti dve nedelje posle infekcije, seroloSke metode nisu pouzdane u prvih 12 nedelja

po inficiranju (Zoha i Carmichael, 1982b).

Od seroloskih dijagnostickih metoda koje su danas u upotrebi najcesce se

koriste:

=

brzi aglutinacioni test sa i bez dodavanja 2-merkaptoetanola (2-ME),
2. test aglutinacije u epruveti sa i bez dodavanja 2-merkaptoetanola (2-ME),
3. agar gel imunodifuzija,

4. ELISA testovi u kojima se koriste antigeni celijskog zida ili

citoplazmatski proteini,

5. indirektna imunofluorescencija.
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2.11.1.1. Test brze aglutinacije na plocici — (RSAT - Rapid slide

agglutination test)

Brzi test aglutinacije na plocici je najjednostavniji metod koji se koristi u praksi.
Dovoljno je osetljiv da se moze koristiti kao trijazni test, ne samo u ranim fazama
infekcije, a pojava lazno negativnih rezultata je retka. Dodatkom 2-merkaptoetanola
specificnost ovog testa se povecava. Uzorke pozitivne na B. canis potrebno je ispitati

testovima koji imaju vecu specifi¢nost.

2.11.1.2. Test spore aglutinacije u epruveti (TAT - Tube agglutination
test)

Testom spore aglutinacije u epruveti mogu se otkriti inficirane Zivotinje u
periodu od dve do cetiri nedelje nakon infekcije vrstom B. canis. Kada se ustanovi
visina titra specifi¢nih antitela od 1/200, rezultat se smatra pozitivnim, dok titri od 1/50
1 1/100 ukazuju na sumnju na oboljenje. Kod ovakvih, sumnjivih slucajeva preporucuje
se ponovljeno ispitivanje parnih seruma nakon dve nedelje (Carmichael i Kenney, 1968;
Alton i sar., 1975). Specifi¢nost ovog testa je niska, ali se moze povecati dodavanjem 2-
merkaptoetanola (Moore i Kakuk, 1969). Upotrebom 2-merkaptoetanola razaraju se
pentameri imunoglobulina klase M koji su uglavnom zaduzeni za pojavu nespecifi¢nih
reakcija. U slucaju ispitivanja hemolizovanih seruma oc€itavanje reakcije je otezano ili

nemoguce (Carmichael i Kenney, 1970; Carmichael i Green, 1990).

2.11.1.3. Agar gel imunodifuzioni test (AGID) i imunoenzimski testovi

(ELISA - Enzyme linked immunosorbent assay)
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Agar gel imunodifuzioni test za dijagnostiku bruceloze pasa su prvi opisali Zoha
I Carmichael 1982 (b) godine. Dizajnirano je i procenjeno vise ELISA testova, a
dobijeni rezultati su razli¢iti u zavisnosti od nacina pripreme upotrebljenog antigena. Za
sada ne postoje komercijalni imunoenzimski testovi za dijagnostiku bruceloze pasa.
Metode AGID i ELISA se mogu izvoditi primenom citoplazmatskih ili antigena
¢elijskog zida odnosno LPS-a. Antigeni mogu biti poreklom iz soja B. canis RM 6/66,
manje mukoidnog soja (M-) B. canis koji su opisali Carmichael i Kenney (1968), zatim
LPS bakterijskog celijskog zida B. ovis, kao i citoplazmatski proteini iz B. abortus i B.
canis (Baldi i sar., 1994, 1997; Wanke i sar., 2000, 2002).

Upotrebom antigena celijskog zida B. canis javljaju se lazno pozitivni rezultati
kao posledica unakrsne reaktivnosti sa drugim vrstama bakterija. Specifi¢na antitela
koja nastaju protiv ovih antigena javljaju se na pocetku infekcije i nestaju ubrzo nakon
§to je bakterijemija prestala (Moon i sar., 1994). U literaturi su opisane metode kojima
je moguce razlikovati specifi¢ne precipitinske linije koje nastaju reakcijom specifi¢nih
antitela i antigena B. canis od onih koje su posledica lazno pozitivnih rezultata (Zoha i
Carmichael, 1982b). ELISA testovi napravljeni od antigena ¢elijskog zida M- B. canis
poseduju visoku specificnost i nesto nizu osetljivost, za razliku od testova sa antigenom
poreklom iz referentnog soja RM 6/66 koji ¢esto daje visok procenat lazno pozitivnih

rezultata (Serikawa i sar., 1989; Mateau de Antonio i sar., 1993).

Upotrebom citoplazmatskih antigena, povecava se specificnost AGID testa, a
broj laZzno pozitivnih rezultata se smanjuje. Rezultati dobijeni upotrebom
citoplazmatskih antigena na pocetku infekcije nisu pouzdani, jer specificna antitela
protiv takvih antigena nastaju u kasnijem toku infekcije (Zoha i Carmichael, 1982b;
Carmichael i sar., 1984, 1989; Mateau de Antonio i sar., 1994).

2.11.2. Klasi¢ne metode bakteriologije — izolacija i identifikacija B. canis

Izolacija B. canis iz uzoraka poreklom od obolelih Zivotinja je najsigurniji
metod za kona¢nu potvrdu infekcije kod pasa. Izolacija se vr$i na obogacenim

hranljivim podlogama, sa ili bez dodatka seruma ili na selektivnim podlogama kao S$to
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je Farrell-ova podloga ili Thaier-Martin modifikovana podloga. 1zolacija je otezana u
slu¢ajevima kontaminiranih uzoraka ili primene antibiotika u lecenju, a pre postavljanja
egzaktne dijagnoze, pa u tom slucaju rast moze biti spor. Na podlogama B. canis rastu u

obliku kolonija koje su prirodno hrapave (R) i mukoidne (M).

Pogodan materijal za izolaciju je sterilno uzorkovana krv sa antikoagulansom,
jer kontaminenti prisutni u drugim vrstama uzoraka mogu ometati izolaciju B. canis.
Bakterijemija kod pasa moze biti povremena, a broj bakterija mali $to je jedan od

razloga dobijanja laZzno negativnih rezultata.

Za izolaciju su pogodni i uzorci poreklom iz genitalnog trakta (npr. sperma,
vaginalni iscedak, placenta), posebno kod Zzivotinja sa znacima reproduktivnih
poremecaja. Zbog Ceste kontaminacije uzoraka sperme pasa saprofitnim vrstama
bakterija, izolacija B. canis je relativno otezana i hranljive podloge koje se koriste za
izolaciju moraju da sadrZe selektivne dodatke (antibiotike 1 slicno). Sli¢no tome, uzorci
vaginalog iscetka tokom estrusa i posle pobacaja kod inficiranih kuja mogu biti
kontaminirani enterobakterijama 1 drugim vrstama koje pripadaju brzorastu¢im
bakterijama pa je u takvim slucajevima izolacija otezana, ¢ak i onemoguéena. B. canis
se u ogromnom broju moze naci i u placenti, mada njeno prisustvo u pobacenim

fetusima nije obavezan i stalan nalaz.

B. canis se takode moze izolovati iz mleka, urina i pobacenih fetusa (zeluda¢ni
sadrzaj, jetra, slezina), limfnih ¢vorova, slezine, prostate, epididimisa, testisa, uterusa,
jetre, kostne srzi i zahvaéenih prsljenova (Nicoletti, 1989). Izolacija B. canis iz uzoraka
urina inficiranih muzjaka je pouzdanija i lakSa nego kod Zenki jer je urin Zenskih

Zivotinja mnogo ¢eS¢e kontaminiran drugim vrstama mikroorganizama (Serikawa i sar.,

1978).

2.11.3. Molekularne metode u detekciji B.canis

Garcia-Yoldi i sar. su dizajnirali Bruce-ladder multiplex PCR metodu koja je

namenjena za brzu i jednostavnu identifikaciju vi$e vrsta brucela i njihovih vakcinalnih
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sojeva. Navedeni autori su na osnovu genetic¢kih razlika izmedu vrsta brucela dizajnirali

osam parova prajmera za Bruce-ladder multipleks PCR metodu.

Za B. canis je specifi¢na delecija 976 bp u hromozomu 1. U Bruce-ladder
multiplex PCR protokolu ukupno se moze pojaviti sedam amplikona: 1682, 1071, 794,
587, 450, 272 i 152 bp. B. canis se od ostalih brucela razlikuje po odsustvu fragmenta
794 bp (Garcia-Yoldi i sar., 2006).

Nedostatak Bruce-ladder multiplex PCR metode je to Sto neke sojeve B. canis
identifikuje kao B. suis (L6pez-Gofii i sar., 2008). Ovaj nedostatak prevaziden je novom
multipleks PCR metodom nazvanom Suis-ladder koja razlikuje sve biotipove u okviru
vrste B. suis, a pravi razliku i izmedu B. suis i B. canis. Primenom ovog protokola na
referentni soj B. canis dobijen je specifican profil sa samo dva fragmenta, 614 1 197 bp,
a nedostajao je fragment 774 bp koji je zajednicki za sve biotipove B. suis. Takode su i
svi ispitani izolovani sojevi B. canis pokazali odsustvo ovog fragmenta (774 bp)

potvrdujuci da je delecija ovog dela genoma karakteristi¢na za B. canis.

Lépez-Goiii i sar. preporucuju zamenu para prajmera BMEI1436f i BMEI1435r
u originalnoj Bruce-ladder multiplex PCR metodi prajmerima BMEI1426 i BMEI1427
(Tabela 1). Bruce-ladder multiplex PCR metoda modifikovana na ovaj na¢in nazvana je
Bruce-ladder multiplex PCR v2.0 (Lépez-Goiii i sar., 2011).

Tabela 1. Prajmeri upotrebljeni u Bruce-ladder multiplex v2.0 metodi

Prajmeri Sekvenca Ciljni gen DNK

Delecija 351 bp u
BMEI1426-BMEI1427

u B. canis

BMEI1426 TCG TCG GTG GAC TGG ATG AC
BMEI1427 ATGGTCCGC AAGGTGCTTTT
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je bilo poredenje rezultata dobijenih
primenom sopstveno pripremljenih seroloskih testova sporog aglutinacionog i ELISA
testa sa rezultatima klasi¢nog bakterioloSkog i1 molekularnog ispitivanja metodom
lancane reakcije polimeraze (Bruce-ladder multiplex PCR) u cilju procene osetljivosti i
specifi¢nosti, odnosno pouzdanosti tri dijagnosti¢ka protokola koje je moguée koristiti u

rutinskoj dijagnostici bruceloze pasa.
Za ostvarivanje postavljenih ciljeva definisani su i zadaci istrazivanja:

1. Prikupljanje materijala poreklom od Zivotinja, krv i reproduktivni organi

uzeti nakon sterilizacije nevlasnickih pasa.

2. Obrada prikupljenog materijala — odvajanje krvnih seruma i
homogenizacija tkiva u aparatu Bag Mixer 400 P (Interscience, France).

3. Umnozavanje referentnog soja B. canis RM 6/66 u cilju pripreme

antigena za izvodenje seroloSkih reakcija.
4. Priprema i validacija sporog aglutinacionog testa u epruveti (TAT).
5. Priprema i validacija indirektnog imunoenzimskog testa — ELISA.

6. Serolosko ispitivanje prikupljenih krvnih seruma pripremljenim
testovima — TAT i indirektna ELISA.

7. BakterioloSko ispitivanje homogenizata tkiva na specijalnom
selektivnom bifaznom Kastaneda medijumu u cilju eventualne izolacije

B. canis.
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8. Ispitivanje izolata klasi¢nim bakterioloskim tehnikama do dostupnog
nivoa identifikacije uz izvodenje testa rezistencije na tionin i bazni

fuksin po opisanoj proceduri.

9. Ekstrakcija molekula DNK iz dobijenih izolata kao i suspenzije tkiva

reproduktivnih organa.

10.Izvodenje Bruce-ladder multiplex PCR metode po opisanoj proceduri sa

odgovaraju¢im prajmerima.

11. Statisticka obrada dobijenih rezultata - poredenje rezultata dobijenih
testiranjem uzoraka krvnih seruma i tkiva seroloskim, bakterioloSkim i

molekularnim metodama.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Uzorci

Uzorci su prikupljeni na Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu prilikom sprovodenja sterilizacije pasa u okviru Strategije za reSavanje
problema nevlasnic¢kih pasa i macaka na teritoriji grada Beograda (,,Sluzbeni list grada
Beograda® br. 37/11). Nakon hirur§kog zahvata - sterilizacije pasa, a tokom trajanja
anestezije uzeti su uzorci testisa, uterusa i krvi. Istrazivanje je odobrila Uprava za
veterinu pri Ministarstvu poljoprivrede i zastite zivotne sredine Republike Srbije
reSenjem broj 323-07-03455/2015-05/1.

Sakupljen je materijal od 225 pasa lutalica — 145 Zenki i 80 muzjaka.

Za seroloska ispitivanja, uzorci krvi pasa dobijeni su punkcijom venae
cephalicae antebrachii. Uz postovanje principa asepse krv je uzimana u sterilne
staklene epruvete u koli¢ini od oko 6 ml. Nakon spontane koagulacije krv je
centrifugovana na 2000xg 15 minuta. Krvni serumi su zatim odvajani u Eppendorf

mikrotube i do dalje obrade ¢uvani na temperaturi od -20 °C.

Reproduktivni organi (testisi i uterusi) su obradivani u stomaheru kako bi se
smanjio rizik od laboratorijskih infekcija. Reproduktivni organi su prethodno usitnjeni
uz pomo¢ sterilnih makazica 1 pincete. Organi su homogenizovani u aparatu Bag Mixer
400 P (Interscience, France), jacine 8 udaraca/s. KoriS¢ena su razredenja organa sa
fizioloskim rastvorom u razmeri 1:2. Uzorci su homogenizovani u kesama sa filterom
poroznosti <250 um (Bag Filter P) zapremine 400 ml (Interscience, France). Tako

homogenizovan materijal je deljen na dva dela, jedan deo je kori§¢en za izolaciju, a

23



drugi za ekstrakciju DNK, a zatim je materijal pakovan u Eppendorf mikrotube i cuvan

na temperaturi od -20 °C do upotrebe.

Krvni serumi su testirani metodom spore serumske aglutinacije u epruveti sa
dodatkom 2-merkaptoetanola i ELISA testom, a homogenizovani reproduktivni organi

klasi¢nim bakterioloSkim metodama i PCR testom.

4.2. Pozitivna i negativna kontrola

U sve izvedene dijagnosticke metode ukljuéene su i pozitivha i negativha

kontrola.

Kao pozitivna kontrola u seroloskim testovima (spora serumska aglutinacija u
epruveti sa dodatkom 2-merkaptoetanola i ELISA) kori$¢en je serum sigurno pozitivnog
psa iz koga je izolovana B. canis §to je potvrdeno u referentnoj OIE (World
Organisation for Animal Health) laboratoriji u Francuskoj 2004. godine (AFSSA -
Agence Francaise de sécurité sanitaire des aliments). Titar antitela protiv B. canis
iznosio je 1/3200 (2-ME TAT). Kao negativne kontrole uzeti su serumi sigurno zdravih

vlasnickih pasa pre polne zrelosti, starosti Sest meseci.

Kao pozitivne kontrole prilikom klasi¢ne bakterioloske izolacije i Bruce-ladder
multiplex PCR metode kori$éeni su referentni soj B. canis RM 6/66, izolat B. canis SR-
1iizolat B. suis WS 1 (potvrdeni u referentnoj laboratoriji, AFSSA, Francuska 2004).

4.3. Priprema antigena

Za pripremu antigena kori$¢en je referentni soj B. canis RM 6/66.

Antigen potreban za izvodenje testa spore serumske aglutinacije u epruveti sa
dodatkom 2-merkaptoetanola pravljen je po opisanoj proceduri (Alton i sar., 1988).
Pripremljene su podloge u epruvetama i Roux bocama c¢ija je sterilnost proverena

inkubiranjem 48 h na 37 °C. B. canis je zasejavana na triptozni kosi agar u
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bakterioloskim epruvetama i posle 24 h inkubacije na 37 °C dobijena kultura je spirana
sa 5 ml sterilnog fizioloskog rastvora. Zatim je suspenzija bakterija u fizioloSkom
rastvoru zasejavana na triptozni agar u Roux bocama. Nakon inkubiranja bakterija 24 h
na 37 °C kolonije su spirane formalin-fizioloSkim rastvorom u koji su dodate staklene
perle da bi se dobio §to veéi prinos bakterija. Bakterijska suspenzija je inaktivisana
zagrevanjem u vodenom kupatilu na temperaturi od 70 °C tokom jednog ¢asa, a nakon
hladenja filtrovana kroz nekoliko slojeva sterilne gaze da bi se otklonili delovi agara.
Uspesnost inaktivacije je proverena zasejavanjem suspenzije na triptozni agar i
inkubacijom na 37 °C tokom 48h. Nakon provere uspesnosti inaktivacije suspenzija je
centrifugovana na 1000xg 30 minuta, supernatant je odbacivan, a istaloZene bakterije
resuspendovane u formalin-fosfatnom slanom puferu. Nakon pode$avanja vrednosti
pakovane Celijske zapremine, antigen je cuvan na temperaturi od 4 °C do upotrebe.

Cisto¢a dobijene kulture bakterija je proverena bojenjem po Gramu.

4.4. Spora serumska aglutinacija u epruveti sa dodatkom 2-
merkaptoetanola (2-ME TAT)

Krvni serumi pasa su ispitani metodom spore serumske aglutinacije u epruveti sa
dodatkom 2-merkaptoetanola. Spora serumska aglutinacija u epruveti sa dodatkom 2-
merkaptoetanola je izvodena u seroloskim epruvetama na temperaturi od 37 °C. Svaki
uzorak krvnog seruma je testiran u tri razredenja: 1/50, 1/100 1 1/200 u skladu sa
preporukama. Razredenja seruma su pravljena u 3,5% rastvoru NaCl uz dodatak
formalin-fizioloskog rastvora i 2-merkaptoetanola koji je kao disulfid-redukujuci agens
imao ulogu u razaranju antitela IgM klase. Reakcija je izvodena na temperaturi od 37 °C

1 oCitavana dvokratno, posle 24 1 48 Casova.

Kao pozitivan rezultat oznaavano je svako razredenje seruma u kome je nastalo
potpuno razbistravanje te¢nosti u epruveti. Slede¢i preporuke u literaturi za ovaj tip
testova, titri 1/50 1 1/100 su oznacavani kao sumnjivi, dok je razredenje 1/200

oznacavano kao znak aktivne infekcije (Alton i sar., 1988).

25



4.5. 1zolacija i identifikacija B.canis

Za izolaciju B. canis iz reproduktivnih organa kori$¢ene su Demetrove boce sa
bifaznim Kastaneda medijumom. Homogenizovani uzorci reproduktivnih organa pasa
su zasejavani na triptozni agar i bujon (Torlak, Srbija) sa dodatkom selektivnog
Brucella dodatka (Brucella Selective Supplement, Oxoid). Bifazni Kastaneda medijum
pravljen je tako S§to je u Demetrove boce sipano po 20 ml triptoznog agara sa
selektivnim dodatkom, a nakon hladenja podloge u boce je dodato 15 ml triptoznog
bujona sa selektivnim dodatkom. Nakon toga proverena je sterilnost podloga
inkubacijom na 37 °C tokom 48 h. NanoSenje homogenizovanih organa u Demetrove
boce sa podlogom vrSeno je pomocu automatske pipete Socorex Acura Manual 810
(Socorex, Svajcarska) sa nastavcima za jednokratnu upotrebu. Na podloge je nanosen
po 1 ml suspenzije homogenizovanih organa. Inkubacija je vrSena na temperaturi od 37
°C u aerobnim uslovima u trajanju od 10 dana. Ukoliko posle tog perioda nije doslo do

pojave rasta kolonija inkubiranje je prekidano.

Izolovane bakterije su identifikovane na osnovu svojih morfoloskih,
biohemijskih 1 seroloSkih osobina. Da bi se potvrdila pripadnost dobijenih izolata rodu
Brucella, primenjena je brza aglutinacija kolonija na plo€ici sa sigurno pozitivnim
serumom na B. canis, test produkcije katalaze, ureaza test na Christensen urea
medijumu (Torlak, Srbija), aglutinacija sa akriflavinom (Sigma-Aldrich, USA), test
rezistencije na tionin (Sigma-Aldrich, USA) i bazni fuksin (Sigma-Aldrich, USA), test
produkcije H,S. Korisc¢en je i AP120 NE (bioMerieux, France).

Za izvodenje testa rezistencije na boje pripremljene su podloge sa dodatkom
boja - bazni fuksin i tionin (Sigma-Aldrich, USA) u koncentracijama boja u podlozi
1/50000 i 1/100000 (Alton i sar., 1988). Koncentracija izolovanih bakterija je pre

zasejavanja na ove podloge podeSena na 4 po McFarland standardu.
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4.6. Ekstrakcija DNK B. canis iz reproduktivnih organa pasa i izolovanih B.

canis

DNK iz homogenizovanih organa ekstrahovana je pomoc¢u komercijalnog kita za
ekstrakciju GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA) po
uputstvu proizvodaca. Ekstrahovana DNK je pakovana u Eppendorf mikrotube i uvana

na -20 °C do upotrebe.
Postupak ekstrakcije DNK iz homogenizovanih organa:

1. U mikroepruvetu zapremine 1,5 ml sipano je 200 pl prethodno
homogenizovanog tkiva reproduktivnih organa pasa i resuspendovano u
180 pl rastvora za digestiju. Dodato je 20 pl proteinaze K i dobro

izmeSano na vibracionoj mesalici (Thermo Scientific, USA).

2. MeSavina je inkubirana tokom 3 h na 56 °C uz meSanje, odnosno do
potpunog nestanka partikula. Inkubacija je izvedena u aparatu Thermo-
Shaker TS-100 (Biosan, Latvia).

3. Dodato je 20 ul RNaze, promeSano na vibracionoj mesalici, i inkubirano

10 minuta na sobnoj temperaturi.

4. U meSavinu je dodato 200 pl liziraju¢eg rastvora, a potom dobro
izmeSano na vibracionoj mesalici tokom 15 s do potpune homogenizacije

mesavine.
5. Zatim je dodato 400 pl 50% etil-alkohola i homogenizovano.

6. U sledetem koraku meSavina je preneta u GeneJET Genomic DNA
Purification kolonu (Thermo Fisher, USA) postavljenu u sabirnu tubu.
Kolona je centrifugirana 1 minut na 6000xg. Sabirna tuba sa sadrzajem

je odbacena, a kolona postavljena u novu sabirnu tubu zapremine 2 ml.
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7. Dodato je 500 pl pufera za ispiranje sa dodatim etil-alkoholom i
centrifugirano 1 minut na 8000xg. Filtrat je odbacen, a kolona vra¢ena u

istu sabirnu tubu.

8. Dodato je 500 pl pufera za ispiranje Il sa dodatim etil-alkoholom i
centrifugirano 3 minuta na 13000xg. Sabirna tuba sa sadrZajem je

odbacena, a kolona preneta u sterilnu mikrotubu zapremine 1,5 ml.

9. U zavr$nom koraku u centar kolone je dodato 200 pl pufera za eluciju i
nakon 2 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi centrifugirana je 1

minut na 8000xg.

10. Kolone su odbacene, a ekstrahovana DNK zamrznuta na -20 °C i ¢uvana

do upotrebe.

DNK iz izolovanih bakterija ekstrahovana je pomoc¢u komercijalnog kita za
ekstrakciju GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA) po
uputstvu proizvodaca. Ekstrahovana DNK je pakovana u Eppendorf mikrotube i cuvana

na -20 °C do upotrebe.
Postupak ekstrakcije DNK iz izolovanih bakterija:

1. U mikrotubu zapremine 1,5 ml sakupljeno je 2 x 10° bakterija u sterilnoj
destilovanoj vodi i centrifugovano 10 minuta na 5000xg. Supernatant je

odbacen.

2. Peleta je resuspendovana u 180 pul rastvora za digestiju. Dodato je 20 pl

proteinaze K 1 dobro izmeS$ano na vibracionoj mesalici (Thermo

Scientific, USA).

3. Mesavina je inkubirana tokom 30 minuta na 56 °C uz mesanje.
Inkubacija je izvedena u aparatu Thermo-Shaker TS-100 (Biosan,

Latvia).

4. Dodato je 20 pl RNaze, promeSano na vibracionoj mesalici, a onda

inkubirano 10 minuta na sobnoj temperaturi.
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5.

10.

11.

U mesavinu je dodato 200 pl lizirajuceg rastvora, a potom dobro
izmesano na vibracionoj mesalici tokom 15 s do potpune homogenizacije

mesavine.
Zatim je dodato 400 pl 50% etil-alkohola i homogenizovano.

U slede¢em koraku meSavina je preneta u GeneJET Genomic DNA
Purification kolonu postavljenu u sabirnu tubu. Kolona je centrifugirana
1 min na 6000xg. Sabirna tuba sa sadrzajem je odbacena, a kolona

postavljena u novu sabirnu tubu zapremine 2 ml.

Dodato je 500 ul pufera za ispiranje sa dodatim etil-alkoholom,
centrifugirano 1 min na 8000xg. Filtrat je odbacen, a kolona vracena u

istu sabirnu tubu.

Dodato je 500 pl pufera za ispiranje Il sa dodatim etil-alkoholom i
centrifugirano 3 minuta na 13000xg. Sabirna tuba sa sadrzajem je

odbacena, a kolona preneta u sterilnu mikrotubu zapremine 1,5 ml.

U zavr§nom koraku u centar kolone je dodato 200 pl pufera za eluciju i
nakon 2 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi centrifugirano 1 minut
na 8000xg.

Kolone su odbacene, a ekstrahovana DNK zamrznuta na -20 °C 1 ¢uvana

do upotrebe.

4.7. Bruce-ladder multiplex PCR

Uzorci ekstrahovane DNK iz homogenizovanih organa i iz izolovanih bakterija

su testirani Bruce-ladder multiplex PCR metodom koju su opisali Garcia-Yoldi i sar.,

2006. godine.

Nakon preliminarnih ispitivanja, protokol je modifikovan tako $to je u

PCR mesavinu umesto 1 pul DNK dodavano 10 pl ekstrahovane DNK, a koli¢ina ukupne

PCR mesavine je iznosila 50 pl. Prajmeri su koris¢eni u konacnoj koncentraciji u PCR

smesi od 0,25 pmol/ul. Kona¢na koncentracija dNTP (Thermo Scientific, USA) iznosila

29



je 0,4 mM. Taq polimeraza (Thermo Scientific, USA) je dodavana u koli¢ini od 0,5 pl.
Program na kom je izvodena PCR reakcija je obuhvatao: inicijalnu denaturaciju na
temperaturi od 95 °C, 7 minuta pracenu sa 25 ciklusa denaturacije templata na
temperaturama 95 °C, 35 sekundi, annealing na 64 °C, 45 sekundi i ekstenzija prajmera
na 72 °C, 180 sekundi, a zatim finalna ekstenzija na 72 °C, 6 minuta. Vizuelizacija
dobijenih PCR produkata, vrSena je primenom metode horizontalne elektroforeze u
agaroznom gelu koncentracije 1% (Serva, Germany) sa dodatkom boje Midori Green
DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE GmbH) u finalnoj koncentraciji od 1%.

Kao pozitivne kontrole kori§¢ene su DNK ekstrahovane iz referentnog soja B.
canis RM 6/66, izolata B. canis SR-1 i B. suis WS 1 potvrdene u referentnoj laboratoriji
(AFFSA, France), a kao marker DNK primenjen je Mass ruler DNK 100 bp ladder
(Thermo Scientific, USA). Pozitivnim je smatrana pojava Sest (odsustvo trake duzine
794 bp), odnosno sedam traka slede¢ih duzina: 1682, 1071, 794, 587, 450, 272 i 152 bp.

U Tabeli 2. navedeni su prajmeri kori§¢eni u Bruce-ladder multipleks PCR metodi.
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Tabela 2. Prajmeri kori$¢eni u Bruce-ladder multiplex PCR metodi

Prajmeri

Sekvenca

Ciljni gen DNK

BMEI0998f
BMEI0997r

BMEI0535f
BMEIO536r

BMEI10843f
BMEI10844r

BMEI1436f
BMEI1435r

BMEI110428f
BMEI10428r

BR0953f
BR0O953r

BMEIQ752f
BMEIO752r

BMEI110987f
BMEII0987r

ATCCTATTG CCC CGATAA GG
GCTTCG CATTTT CACTGT AGC

GCG CATTCT TCG GTT ATG AA

CGC AGG CGA AAACAG CTATAA

TTT ACA CAG GCA ATC CAG CA
GCG TCCAGT TGT TGT TGA TG

ACG CAG ACG ACCTTC GGT AT
TTT ATC CAT CGC CCT GTC AC

GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG
AAT GACTTC ACG GTCGTT CG

GGA ACACTACGCCACCTTGT
GAT GGA GCA AACGCT GAAG

CAG GCA AACCCT CAGAAGC
GAT GTG GTA ACG CAC ACC AA

CGC AGA CAG TGA CCATCA AA
GTATTC AGC CCCCGT TACCT

Glikoziltransferaza,

gen wbho A

Imunodominantni antigen,

gen bp26

Protein spoljasnje membrane,

gen omp31

Polisaharidna deacetilaza

Gen za katabolizam eritritola
gen ery C (Deritruloza-1-

fosfatdehidrogenaza)
Protein koji se vezuje za

ABC nosac

Ribozomalni protein S12,

gen rps L

Regulator transkripcije,
CRP familija
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4.8. Priprema antigena za izvodenje ELISA testa

Za pripremu antigena kori$¢en je referentni soj B.canis RM 6/66. Bakterije su
uzgajane na triptoznom agaru koji je razlivan u bakterioloske epruvete (kosi agar) i
Roux boce koje su inkubirane 48 h na 37 °C radi provere sterilnosti. Posle 24 h
inkubacije na kosom agaru, bakterije su spirane sterilnim fizioloSkim rastvorom i zatim
presejavane u Roux boce; nakon 24 h inkubiranja na 37 °C bakterijski porast spiran je
sterilnim fizioloskim rastvorom. Nakon spiranja bakterijska suspenzija je tri puta
isprana sterilnim fizioloskim rastvorom centrifugovanjem na 2000xg u trajanju 30

minuta.

Jedan deo tako dobijenog bakterijskog taloga je resuspendovan u sterilnoj
destilovanoj vodi (2,1 g B. canis u 10 ml sterilne destilovane vode) i autoklaviran na
temperaturi od 121 °C u trajanju 30 minuta pod pritiskom jedne atmosfere i na ovaj
nacin dobijen je antigen ekstrahovan toplotom (T Ag).

Drugi deo bakterijskog taloga je resuspendovan u sterilnoj destilovanoj vodi
(6,91 g B. canis u 21 ml sterilne destilovane vode), a zatim dezintegrisan ultrazvukom
uz pomo¢ aparata Bandelin Sonoplus HD 2070 u trajanju 30 minuta (snaga 70 w,
kapacitet 70 %). Na opisani nacin dobijen je antigen ekstrahovan ultrazvukom (UZ Ag).
Oba antigena su zatim centrifugirana 30 minuta na 10000xg, a potom je supernatant
odvojen i dijalizovan u destilovanoj vodi 48 casova na 4 °C uz stalno meSanje na
magnetnoj meSalici. Za ovaj proces kori§¢ena su celulozna creva veli¢ine pora 6000 do

8000 Da (ZelluTrans, Roth, Germany).

4.8.1. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u antigenima dobijenim toplotnom ekstrakcijom i
ultrazvu¢nom dezintegracijom B. canis odredena je spektrofotometrijskom metodom po
Lowry-u (www.ruf.rice.edu) (CECIL CE 2021). Za konstruisanje kalibracione krive

koris¢en je standard BSA (Bovine serum albumine) koncentracije 1 mg/ml.
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Koncentracija proteina u uzorcima antigena odredena je iz jednaline prave:

y=0,07527+0,46485x.

4.8.2. Elektroforetska analiza antigena

Elektroforetsko razdvajanje proteina izvedeno je u reduktivnim uslovima na
12,5% poliakrilamidnom gelu u TRIS-glicinskom puferu u prisustvu SDS (Laemmli,
1970) (MINI VE HOEFFER, LKB, 2117, Bromma, Uppsala Sweden). Elektroforeza je
izvodena u trajanju od 30 minuta pri naponu struje od 80 V, a zatim 60 minuta na 200
V.

Nakon elektroforeze, proteinske trake su fiksirane trihlorsiréetnom i
sulfosalicilnom kiselinom, a zatim su gelovi obojeni bojom Coomassie Brilliant blue
R250 (Sigma-Aldrich, USA) (Simon, 2001). Denzitometrija proteinskih traka izvrSena je
upotrebom programskih paketa TotalLab T1 120 i Sci Image 7.0, Origin 6.0. Rezultati su
prikazani u procentima u odnosu na ukupnu koncentraciju proteina odredenu po Lowry-

u.

U cilju odredivanja molekulskih masa pojedinih proteinskih frakcija konstruisan
je bazdarni dijagram zavisnosti logaritma molekulskih masa (logMr) markera proteina
(standard, 10 do 250 kDa) (Thermo Scientific, USA) i njihove pokretljivosti na
poliakrilamidnom gelu. Izraunavanje je izvrSeno na osnovu jednacine prave:

y=2,11747-1,15413x, r=-0,99304.

4.8.3. Priprema uzoraka za elektroforezu

Uzorci antigena dobijenih  toplotnom  ekstrakcijom i ultrazvu¢nom
dezintegracijom B. canis pripremljeni su dodatkom pufera za uzorke u odnosu 1:1 v/v i

zagrevani na temperaturi od 100 °C u trajanju od 3 minuta.
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4.9. ELISA

Optimalna koncentracija antigena, optimalno razredenje seruma i antipsecih
antitela konjugovanih enzimom peroksidazom (Anti-dog IgG whole molecule -
Peroxidase antibody produces in rabbit, Sigma Aldrich, USA) odredeni su Sah
titracijom. Testirane su koncentracije antigena od 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml i 0,01
pg/ml, razredenja pozitivnog seruma od 1/200, 1/400, 1/800 i 1/1600, a razredenja
konjugovanih antitela 1/20000 i 1/25000. Kao kona¢ne vrednosti uzete su one kod kojih
je ocitana najvisa vrednost opticke gustine (OD). Kao pozitivna kontrola koriséen je

serum sigurno pozitivnog psa iz koga je izolovana B. canis.

Kao negativna kontrola kori$éeni su serumi zdravih pasa starosti Cetiri do Sest
meseci, odnosno pre polne zrelosti. Antigen je nanoSen na NUNC (Nunc-Immuno Plate
MaxiSorp Surface, Denmark) polistirenske plo¢e sa 96 bunarci¢a i ravnim dnom.
Antigen je razredivan u karbonatnom-bikarbonatnom puferu pH 9,6 (Sigma-Aldrich,

USA) i nanoSen na plocu u koli¢ini od 100 pl po bunarcicu.

Plo¢e sa nanetim antigenom su inkubirane na 4 °C preko no¢i. Po isteku
vremena predvidenog za inkubaciju, plo¢e su ispirane fosfatnim slanim puferom pH 7,2
sa dodatkom 0,05% Tween 20 (PBS-T). Koli¢ina pufera za ispiranje iznosila je 300 pl
po bunarcicu, a postupak ispiranja ponovljen je pet puta. Zatim su nevezana mesta u
bunar¢i¢ima blokirana sa 5% BSA (Bovine serum albumin, Sigma Aldrich, USA) u
PBS-T u koli¢ini od 300 pl po bunarcic¢u tokom no¢i na 4 °C. Posle 5 ispiranja PBS-T-
om nanoSeni su ispitujuéi serumi. Pre ispitivanja, serumi su tretirani 2-
merkaptoetanolom preko noci na temperaturi frizidera. 2-merkaptoetanol je dodavan u
koli¢ini od 0,7%. U bunarci¢e ploa dodavana su razredenja ispitujuc¢ih seruma od
1/200 u 1% BSA u PBS-T i u koli¢ini od 100 pl. Svi serumi su ispitani u triplikatu.
Ploce sa nanetim serumima su inkubirane 1 h na 37 °C. Zatim su ispirane pet puta PBS-
T. Nanesena su antipseca antitela obeleZzena peroksidazom u razredenju 1/25000 u PBS-
T 1 koli¢ini od 100 pl po bunarci¢u. Posle inkubacije 1 h na 37 °C 1 ispiranja, u
bunarci¢e ploce je nanosen supstrat TMB u koli¢ini od 50 pl po bunarci¢u. Nakon
inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperaturi, zasti¢ena od svetla, reakcija je blokirana

dodavanjem 2M H,SQO, u koli¢ini od 50 pl po bunaréiéu.

34



Reakcija, odnosno opticka gustina je oCitavana na aparatu Multiskan Thermo

Scientific na 450 nm (Thermo Fisher Scientific, USA).

Grani¢na vrednost-cut off odredivana je na osnovu formule :
cut off= X +3SD, pri emu je:

X - srednja vrednost opticke gustine 30 negativnih seruma
SD - standardna devijacija
Koeficijent varijacije (CV) izracunat je na slede¢i nacin:

CV = % %100, pri cemu je:

X - srednja vrednost negativnog seruma koji je testiran u triplikatu u sedam
ELISA testova, tj. sedam ponavljanja

Svi uzorci koji su imali vrednost opti¢ke gustine u intervalu vrednosti cut off +

CV su ponovo testirani.

4.10. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su statisti¢ki obradeni u programu IBM SPSS Statistics 21. Za analizu
dobijenih rezultata upotrebljene su deskriptivne statisticke metode (srednja vrednost,
standardna devijacija, koeficijent varijacije). Za ispitivanje usaglasenosti primenjenih
dijagnostickih testova, kao i odredivanje specificnosti 1 osetljivosti testova koriS¢ena je
Kappa statisticka analiza i McNemar test za interval pouzdanosti od 95%. Analiza
sopstveno pripremljenih indirektnih ELISA testova sa dva razli¢ito pripremljena
antigena izvrSena je pomo¢u ROC (Receiver operating characteristic curve) analize i

odredivanjem povrSine ispod krive AUC (Area Under the Curve).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati dobijeni metodom spore serumske aglutinacije sa 2-

merkaptoetanolom

Metodom spore serumske aglutinacije sa 2-merkaptoetanolom ispitano je 225
krvnih seruma pasa. Krvni serumi su testirani u razredenjima od 1/50, 1/100 1 1/200.

Rezultati spore serumske aglutinacije prikazani su na grafikonu 1 i u tabeli 3.
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Grafikon 1. Rezultati testa spore serumske aglutinacije sa 2-merkaptoetanolom
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Tabela 3. Prikaz dobijenih rezultata metodom spore serumske aglutinacije sa 2-

merkaptoetanolom

2-ME TAT
Titar 1/50 13 (5,78%)
Titar 1/100 8 (3,55%)
Titar 1/200 12 (5,33%)
Negativni 192 (85,33%)
Ukupan broj ispitanih seruma 225 (100%)

Od ukupno 225 uzoraka, 33 ili 14,67% krvnih seruma je bilo pozitivno u testu
spore serumske aglutinacije sa 2-merkaptoetanolom. Titar antitela protiv B. canis 1/200
je ustanovljen kod 12 krvnih seruma, odnosno 5,33%. Osam krvnih seruma (3,55%)
imalo je titar 1/100, a 13 krvnih seruma (5,78%) titar 1/50.

5.2. Rezultati dobijeni primenom klasi¢nih bakteriolo§kih metoda

B. canis izolovana je iz tri uzorka (1,33%) homogenizovanih reproduktivnih
organa pasa, i to iz dva uzorka poreklom od muzjaka (testisa) i jednog uzorka Zenke

(uterus). Na slici 1 prikazana je izolovana kultura B. canis na triptoznom agaru.

Izolacija je vrSena na bifaznom Kastaneda medijumu u Demetrovim bocama.
Kulture su inkubirane u aerobnim uslovima na 37 °C tokom 10 dana. Kolonije su se
pojavljivale u proseku tre¢eg dana. Nakon toga, odgovarajuc¢e kolonije su pikirane i
presejavane na triptozni agar i inkubirane u aerobnim uslovima na 37 °C do porasta
kolonija. Verovatna pripadnost rodu i vrsti je vrSena uz pomo¢ standardnih

biohemijskih testova.
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Slika 1. Izolovana kultura B. canis na triptoznom agaru

Izolovane kolonije morfoloski su odgovarale kolonijama Brucella spp.: sitne,
konveksne, sjajne, boje meda. Mikroskopskim pregledom ustanovljeni su Gram
negativni sitni kokobacili. 1zolovane bakterije su se aglutinovale u rastvoru akriflavina,
pokazivale su pozitivni katalaza test, hidrolizovale su ureu za 15 minuta i nisu stvarale
H,S. Suspenzija izolovanih kolonija davala je potpunu sitnozrnastu aglutinaciju sa

sigurno pozitivnim serumom na B. canis.

Kako je za sigurnu identifikaciju brucela neophodno primeniti testove koji nisu
dostupni u klasi¢énim mikrobiolo$kim laboratorijama (ispitivanje oksidativnog profila,
npr.) primenjen je standardni sistem za identifikaciju vrsta bakterija APl 20 NE
(bioMerieux, France), a sva tri izolata su dala profil bakterije Moraxella phenylpyruvica

Sto upucuje na Brucella spp.

Sve izolovane bakterije su u testu rezistencije na boje (Slika 2) bile osetljive na
tionin i bazni fuksin u koncentraciji od 1:50000, i rezistentne na tionin i bazni fuksin u
koncentraciji od 1:100000 (Tabela 4).
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Slika 2. Test rezistencije na boje

Kao pozitivne kontrole tokom izolacije i tipizacije, paraleno su ispitivani
referentni soj B. canis RM 6/66 i izolat B. canis SR-1. B. canis SR-1 je Gram negativan,
oksidaza i ureaza pozitivan, H,S negativan kokobacil sa R tipom kolonija, osetljiv na
tionin u koncentraciji 1:50000 i rezistentan na bazni fuksin u obe koncentracije.
Referentni soj B. canis RM 6/66 je pokazao osetljivost i na tionin i na bazni fuksin u
koncentraciji od 1:50000, dok je u koncentraciji od 1:100000 osetljiv na bazni fuksin i

rezistentan na tionin; dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Prikaz rezultata testa rezistencije na boje

Bazni fuksin Tionin
B. canis
1/50000 1/100000 1/50000 1/100000

Izolat 1 — + — +
Izolat 2 — + — +
Izolat 3 — + — +
RM 6/66 - - — +

B. canis SR-1 + + - +
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Dobijeni rezultati testa rezistencije na boje pokazuju da se izolovani sojevi B.
canis razlikuju u odnosu na referentni soj RM 6/66 i ranije izolovani soj SR-1 §to moze
da bude vazan epizootioloski marker na osnovu koga je moguce ustanoviti poreklo,

odnosno izvor infekcije.

5.3. Rezultati dobijeni primenom Bruce-ladder multiplex PCR metode

Svih 225 uzoraka homogenizovanih organa ispitano je Bruce-ladder multiplex
PCR metodom. Dobijena su dva PCR pozitivna uzorka (0,88%). | kod pozitivnih
uzoraka i kod pozitivnih kontrola (B. suis i B. canis SR-1) pojavilo se sedam amplikona
1682, 1071, 794, 587, 450, 272 i 152 bp (Slika 3). Ovakav profil odgovara B. suis §to
autori LOpez-Gofii i sar. (2008) navode kao nedostatak metode, imajuéi u vidu da se
neki izolati B. canis deklarisu kao B. suis. Referentni soj B. canis RM 6/66 pokazao je
odsustvo fragmenta veli¢ine 794 bp i njegov profil se na osnovu Bruce-ladder multiplex
PCR metode uklapa u profil B. canis. Na slici 3. prikazan je izgled gela obojenog

midori green bojom na trans iluminatoru (Vilber Lourmat, Nemacka).

1682 bp

1071 bp
794 bp

587 bp
450 bp

1000 bp

500 bp

272 bp

152 bp
100 bp

Slika 3. Multipleks PCR amplikoni B. canis poreklom iz homogenizovanih organa: 1-
DNK marker 100 bp, 2-referentni soj B. canis RM 6/66, 3-B. suis WS 1 izolovana iz
svinje, 4-negativna kontrola, 5 i 6-DNK B. canis ekstrahovana iz reproduktivnih organa

pasa.
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Ispitana je i DNK izolovanih sojeva B. canis. Sva tri uzorka su dala pozitivnu
PCR reakciju sa vidljivin sedam amplikona 1682, 1071, 794, 587, 450, 272 i 152 bp

(Slika 4), odnosno prisutan je fragment od 794 bp Sto odgovara profilu B. suis.

1682 bp
1071 bp

794 bp
587 bp
450 bp

1000 bp

500 bp

272 bp

152 bp
100 bp

Slika 4. Multipleks PCR amplikoni izolovanih sojeva B. canis: 1-DNK marker 100 bp,
2-referentni soj B. canis RM 6/66, traka 3-B. suis WS 1 izolovana iz svinje, 4-B. canis

SR-1, 5, 6 i 7-B. canis izolovani sojevi iz reproduktivnih organa pasa.

5.4. Elektroforetska analiza antigena koriS¢enih za formulaciju

indirektnog ELISA testa

Koncentracija proteina odredena spektrofotometrijski metodom po Lowry-u u
antigenu dobijenom toplotom iznosila je 0,606 mg/ml, a u antigenu dobijenom

ultrazvukom 0,561 mg/ml.

Antigeni dobijeni toplotnom ekstrakcijom i ultrazvu¢nom dezintegracijom B.
canis analizirani su metodom SDS-PAGE (SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) na 12,5% akrilamidnom gelu, a dobijeni rezultati

prikazani su na slikama 5 i 6.
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Slika 5. SDS-PAGE na 12,5% poliakrilamidnom gelu, obojen Coomassie Brilliant blue;
1-standard molekulskih masa izrazen u kDa, 2-antigen dobijen ultrazvu¢nom

dezintegracijom B. canis
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Slika 6. SDS-PAGE na 12,5% poliakrilamidnom gelu, obojen Coomassie Brillant blue;
1-antigen dobijen toplotnom ekstrakcijom, 2-antigen dobijen ultrazvu¢nom

dezintegracijom B. canis.
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Denzitometrijska analiza pojedinih proteinskih traka prikazana je graficki i
tabelarno (Grafikoni 2, 31 4; Tabele 51 6).

13377 Ilﬂl

Wt
31 .52
1] Inches 2.44
Grafikon 2. Denzitogram proteinskih traka- standard
13710 1
Lll.
31.05
I Inches 2.44

Grafikon 3. Denzitogram proteinskih traka - antigen dobijen ultrazvu¢nom

dezintegracijom
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Tabela 5. Denzitometrijska analiza proteinskih traka antigena dobijenog ultrazvu¢nom

dezintegracijom

Molekulske mase proteinskih traka i njihova procentualna zastupljenost u

antigenu dobijenom ultrazvuénom dezintegracijom B. canis

© ®© N o g b~ w D

I R R SR N e e T e e T i o e =
A b PO © 0o N o 0k Db RO

Molekulska masa (kDa) Zastupljenost (%)
9,41 0,17
10,95 11,56
14,1 6,28
15,59 5,55
19,03 3,60
21,97 7,85
24,5 9,20
26,39 1,53
30,47 10,62
35,74 4,20
38,19 1,97
43,73 2,75
47,11 2,02
49,95 0,79
52,53 0,82
54,82 4,10
58,12 3,39
60,64 1,23
63,78 1,71
67,62 0,49
76,01 0,86
83,42 0,54
93,77 0,79
>250 12,00
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Grafikon 4. Denzitogram proteinskih traka - antigen dobijen toplotnom ekstrakcijom

Tabela 6. Denzitometrijska analiza proteinskih traka antigena dobijenog toplotnom

ekstrakcijom

Molekulske mase proteinskih traka i njihova procentualna zastupljenost u

antigenu dobijenom toplotnom ekstrakcijom

Molekulska masa (kDa) Zastupljenost (%)

1. 10,95 43,12
2. 141 6,45
3. 15,59 6,46
4. 21,97 6,00
5. 24,5 6,12
6. 38,19 6,20
7. 35,74 4,46
8. 54,82 4,18
9. 76,01 7,41
10. >250 10
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Iz prikazanih tabela 5 i1 6 se vidi da je u antigenu dobijenom toplotnom
ekstrakcijom najzastupljenija frakcija molekulske mase 10,95 kDa sa uce$¢em od ¢ak
43,12% koja po navodima u literaturi odgovara R-LPS-u. Ista frakcija je u antigenu
dobijenom ultrazvu¢nom dezintegracijom zastupljena sa 11,56%, sto je 3,7 puta manje
u odnosu na antigen dobijen toplotnom ekstrakcijom. Proteinski sastav antigena
dobijenog ultrazvuénom dezintegracijom je znacajno bogatiji, a po Kkvantitetu
dominiraju proteini molekulskih masa od 30,5, 24,5, 38 i 22 kDa.

5.5. Rezultati dobijeni primenom ELISA testa

5.5.1. Rezultati primene “Sah titracije” u cilju optimizovanja ELISA testa:
odredivanja optimalne koncentracije antigena, optimalnih razblazenja ispitujucih

seruma i optimalne koncentracije sekundarnog antitela konjugovanog peroksidazom

Sah titracijom odredena je optimalna koncentracija antigena, a ispitane su &etiri
razli¢ite koncentracije: 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml i 0,01 pg/ml. Sah titracija je
radena sa sigurno pozitivnim serumom dobijenim od psa iz koga je izolovana B. canis.
Ispitana razredenja seruma iznosila su 1/200, 1/400, 1/800 1 1/1600, a razredenja

konjugovanih antitela 1/20000 i 1/25000.

Kao konacne vrednosti uzete su one kod kojih je ocCitana najviSa vrednost
opticke gustine (OD). Referentni serum je za svako razredenje i koncentraciju antigena
ispitan u tri ponavljanja. Sah titracijom je utvrdeno da je za upotrebu ELISA testa
optimalna koncentracija antigena dobijenih primenom obe metode (toplotna ekstrakcija

i ultrazvucna dezintegracija B. canis) iznosila 1 pg/ml (Tabele 7 i 8).

Optimalno razredenje pozitivhog seruma iznosilo je 1/200, a optimalno

razredenje konjugovanih antitela iznosilo je 1/25000.

Rezultati Sah titracije za ELISA test formulisan sa antigenom dobijenim
toplotnom ekstrakcijom i ultrazvuénom dezintegracijom B. canis kao i vrednosti

osnovnih statistickih parametara prikazani su u grafikonima 51 6 i tabelama 71 8. .
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Grafikon 5. Rezultati odredivanja koncentracije antigena dobijenog toplotnom

ekstrakcijom

Tabela 7. Vrednosti statistickih parametara za razliite koncentracije proteina koris¢enih

u $ah titraciji - antigen dobijen toplotnom ekstrakcijom

Minimalna Maksimalna Srednja Standardna

vrednost vrednost vrednost devijacija
10 pg/ml 0,95 1,54 1,2524 0,17838
1 pg/ml 1,14 1,54 1,3329 0,13373
0,1 pg/ml 0,29 1,18 0,6847 0,28568
0,01 pg/mi 0,26 1,18 0,6558 0,29060
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Grafikon 6. Rezultati odredivanja koncentracije antigena dobijenog

ultrazvuénom dezintegracijom

Tabela 8. Vrednosti statistickih parametara za razli¢ite koncentracije proteina koris¢enih

u $ah titraciji -antigen dobijen ultrazvu¢nom dezintegracijom

Minimalna Maksimalna Srednja Standardna

vrednost vrednost vrednost devijacija
10 pg/ml 1,43 1,76 1,6203 0,07803
1 pg/mi 1,56 1,78 1,6528 0,07778
0,1 pg/ml 1,21 1,57 1,4037 0,12225
0,01 pg/ml 0,43 1,40 0,8856 0,30333
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Grani¢ne vrednosti (cut off) za indirektni ELISA test formulisan sa dva razli¢ito
pripremljena antigena, odredene su na osnovu opticke gustine 30 negativnih seruma od
zdravih pasa koji su ispitani u tri ponavljanja (Tabele 9 i 11). Grani¢na vrednost
izraGunavana je po formuli opisanoj u poglavlju Materijal i metode i predstavlja zbir
srednje vrednosti optiCke gustine negativnih seruma i vrednosti tri standardne devijacije.
Koeficijent varijacije izraCunat je na osnovu sigurno negativnog seruma koji je

ponovljen kroz sedam ELISA testova, svaki put u tri ponavljanja (Tabela 10 i 12).

Tabela 9. Vrednosti statistickih parametara opticke gustine 30 negativnih seruma
- antigen dobijen toplotnom ekstrakcijom (T AQ)

[9+]
- 2 = 8 88 £8 © 8 BTG =
(negativni A £ € £ £ § ¢ T A S S
o — =} 7 o D © o] 8 o] —_— =
: ¢) S L& X ¢ 5 & 5 & S 3 S
serumi) s > g > > & 2 3 >

Opticka gustina 0,27 0,08 0,35 01987 0,01117 0,06119 0,004

Tabela 10. Vrednosti statistickih parametara negativnog seruma - antigen

dobijen toplotnom ekstrakcijom

. Minimalna  Maksimalna Srednja Standardna
Broj proba y
T Ag vrednost vrednost vrednost greSka
negativan
7 0,09 0,17 0,1286 0,03671

49



Tabela 11. Vrednosti statistickih parametara opticke gustine 30 negativnih

seruma — antigen dobijen ultrazvu¢nom dezintegracijom (UZ Ag)

2 5 328 £ 8 S g SB35 ¢
(negativni & £ £ E g s 5 s % S = =
serumi) © § S 3 & S 5 & § 3 S

s n n ©
Opticka

) 0,38 0,11 0,49 0,3070 0,01871 0,10245 0,010

gustina

Tabela 12. Vrednosti statistickih parametara negativnog seruma - antigen

dobijen ultrazvu¢nom dezintegracijom

) Minimalna  Maksimalna Srednja Standardna
Broj proba N
UZ Ag vrednost vrednost vrednost devijacija
negativan
7 0,14 0,30 0,1884 0,05389

5.5.2. Rezultati ELISA testa sa antigenom dobijenim toplotnom ekstrakcijom

Srednja vrednost optiCke gustine negativnih seruma iznosila je 0,1987,
standardna devijacija 0,06119, a koeficijent varijacije 28,5%. Dobijena grani¢na
vrednost je iznosila 0,382+ 0,18, odnosno kretala se u intervalu od 0,202 do 0,562.
Serumi sa vrednostima opticke gustine u ovom intervalu su ponovo testirani. Oni serumi
¢ija je vrednost opticke gustine bila visa od 0,382 oznacavani su kao pozitivni. Od 225

ispitanih seruma, 44 (19,55%) je bilo pozitivno.
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5.5.3. Rezultati ELISA testa sa antigenom dobijenim ultrazvu¢nom

dezintegracijom B. canis

Srednja vrednost opticke gustine negativnih seruma iznosila je 0,307, standardna
devijacija 0,10245, a koeficijent varijacije 28,6%. Dobijena grani¢na vrednost bila je
0,614+0,30, odnosno u intervalu 0,314 do 0,914. Serumi sa vrednostima opticke
gustine u ovom intervalu su ponovo testirani. Oni serumi ¢ija je vrednost opticke
gustine bila visa od 0,614 oznacavani su kao pozitivni. Od 225 ispitanih seruma, 37
(16,44%) je bilo pozitivno.

5.6. Uporedni prikaz rezultata dobijenih svim primenjenim metodama

Uporedni prikaz rezultata dobijenih primenom razliCitih testova prikazan je u

Tabeli 13 i Grafikonu 7.

Tabela 13. — Uporedni prikaz rezultata

2-ME
Rezultat Izolacija PCR ELISA (T Ag) ELISA (UZ Ag)
TAT
Pozitivno
) 12/5,33 3/1,33 2/0,88 44/19,55 37/16,44
broj/%
Negativno
) 213/94,67 222/98,67 223/99,12 181/80,45 188/83,56
broj/%
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Iz tabele 13 moze se uoditi da je najveci broj pozitivnih uzoraka bio otkriven
primenom metode ELISA uz kori$¢enje antigena dobijenog toplotnom ekstrakcijom.
Ukupno su detektovana 44 pozitivna uzorka tj. 19,55%. Sli¢no tome, primenom ELISA
testa uz koriS¢enje antigena dobijenog ultrazvuénom dezintegracijom, detektovano je 37

pozitivnih uzoraka, odnosno 16,44%.

Najmaniji broj pozitivnih uzoraka reproduktivnih organa detektovan je primenom
metode PCR, samo dva uzorka, tj. 0,88%. Sli¢no tome, izolacija i identifikacija B. canis
pokazala se kao relativno neadekvatna metoda jer je B. canis uspesno izolovana iz samo

tri uzorka reproduktivnih organa (1,33%).
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Grafikon 7. Uporedni prikaz rezultata dobijenih primenom razli¢itih testova
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5.7. Rezultati statisticke obrade podataka - Kappa statisticka analiza, McNemar
test i ROC analiza

Kappa statisticka analiza koristi se u slucajevima kada dijagnosticki protokoli
nisu odredeni, a nedostaje i saglasnost o najboljem testu. Zbog razliite pouzdanosti,
Kappa statisticka analiza se koristi i kada se ne moze objektivno oceniti osetljivost i

specificnost testova. Saglasnost se ocenjuje po slede¢em kljucu:

K > 0.81 - idealna podudarnost

K 0.81-0.60 - skoro idealna podudarnost

K 0.41-0.60 — prili¢na podudarnost

K 0.21-0.40 - srednja ili umerena podudarnost

K < 0.20 - beznac¢ajna podudarnost

Kappa statistickom analizom odredena je podudarnost, odnosno usaglasenost
izmedu primenjenih dijagnosti¢kih testova (Tabele 14, 17 i 20). Spora serumska

aglutinacija sa 2-merkaptoetanolom (titar 1/200) je sluzila kao referentni test.

Tabela 14. Prikaz rezultata 2-ME TAT i izolacije

2-ME TAT (1/200) i izolacija

2-ME TAT
_ _ Ukupno
Negativni Pozitivni
= Zbir 212 10 222
>
= % lzolacija 95,5 4,5 100,0
(@)]
= 2 % 2-ME TAT 99,5 83,3 98,7
3 | Zbir 1 2 3
N c
2 % Izolacija 33,3 66,7 100,0
N
g % 2-ME TAT 0,5 16,7 1,3
Zbir 213 12 225
Ukupno % lzolacija 94,7 53 100,0
% 2-ME TAT 100,0 100,0 100,0
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1z prilozene tabele 14 se vidi da osetljivost bakterioloske izolacije iznosi 16,7%,

a specifi¢nost 99,5%.

Tabela 15. Vrednost Kappa saglasnosti izmedu 2-ME TAT i izolacije

Standardna p
Vrednost
greska vrednost
Kappa
0,251 0,149 0,000
saglasnost
Broj uzoraka 225

U prilozenoj tabeli 15 moze se videti da je dobijena Kappa vrednost 2-ME TAT
i bakterijske izolacije 0,251, $to prema podacima koje su objavili Viera i Garret (2005)

ukazuje na ,,dovoljnu‘ saglasnost, odnosno srednju ili umerenu podudarnost.

Tabela 16. Chi—kvadrat test — 2-ME TAT i izolacija

Vrednost P
vrednost
McNemar test 0,012
Broj uzoraka 225

Primenom McNemar testa ustanovljena je statistiCki znacajna razlika izmedu

dva dijagnosticka testa (p<0,05) (Tabela 16).
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Tabela 17. Prikaz rezultata 2-ME TAT i PCR

2-ME TAT (1/200) i PCR

2-ME TAT
Negativni Pozitivni Ukupno

_ Zbir 212 11 223
é % PCR 95,1 4,9 100,0

. %D % 2-ME TAT 99,5 91,7 99,1

g | Zbir 1 1 2

E % PCR 50,0 50,0 100,0

é % 2-ME TAT 0,5 8,3 0,9%

Zbir 213 12 225
Ukupno % PCR 94,7 5,3 100,0
% 2-ME TAT 100,0 100,0 100,0

Iz prilozene tabele 17 se vidi da osetljivost PCR metode iznosi 8,3%, a

specifi¢nost 99,5%.

Tabela 18. Vrednost Kappa saglasnosti izmedu 2-ME TAT i PCR

Standardna p
Vrednost
greska vrednost
Kappa
0,130 0,124 0,005
saglasnost
Broj uzoraka 225

Kappa vrednost izmedu 2-ME TAT i PCR je 0,130, $to prema podacima koje su
objavili Viera i Garret (2005) ukazuje na ,blagu® saglasnost, odnosno beznacajnu
podudarnost (Tabela 18).
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Tabela 19. Chi — kvadrat test — 2-ME TAT i PCR

Vrednost P
vrednost
McNemar test 0,006
Broj uzoraka 225

Primenom McNemar testa utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu dva

dijagnosticka testa (p<0,05) (Tabela 19).

Tabela 20. Prikaz rezultata 2-ME TAT i ELISA T Ag

2-ME TAT (1/200) i ELISA T Ag

2-ME TAT
I I Ukupno
Negativni Pozitivni
— Zbir 177 4 181
c
= % ELISA T Ag 97,8 2,2 100,0
(= [e))
< ]2 % 2-ME TAT 83,1 333 80,4
s | Zbir 36 8 44
] c
L = % ELISA T Ag 81,8 18,2 100,0
N
£ % 2-ME TAT 16,9 66,7 19,6
Zbir 213 12 225
Ukupno % ELISAT Ag 94,7 5,3 100,0
% 2-ME TAT 100,0 100,0 100,0

1z priloZene tabele 20 se vidi da osetljivost ELISA testa sa antigenom dobijenim

toplotnom ekstrakcijom iznosi 66,7%, a specifi¢nost 83,1%.
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Tabela 21. Vrednost Kappa saglasnosti izmedu 2-ME TAT 1 ELISA T Ag

Standardna p
Vrednost
greSka vrednost
Kappa
0,220 0,076 0,000
saglasnost

Broj uzoraka 225

Kappa vrednost 2-ME TAT i ELISA T Ag (antigen dobijen toplotnom
ekstrakcijom) je 0,220, Sto prema podacima koje su objavili Viera i Garret (2005)

ukazuje na ,,dovoljnu‘ saglasnost, odnosno srednju podudarnost (Tabela 21).

Tabela 22. Chi—kvadrat test — 2-ME TAT i ELISA T Ag

Vrednost P
vrednost
McNemar test 0,000
Broj uzoraka 225

Primenom McNemar testa utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu ovih

dijagnostickih testova ( p<0,05) (Tabela 22).
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Tabela 23. Prikaz rezultata 2-ME TAT i ELISA UZ Ag

2-ME TAT (1/200) i ELISA UZ Ag

2-ME TAT
I B Ukupno
Negativni Pozitivni
= Zbir 184 4 188
2 % % ELISA UZ Ag 97,9 2,1 100,0
(@)
N Z % 2-ME TAT 86,4 33,3 83,6
3:) = Zbir 29 8 37
m ;E % ELISA UZ Ag 78,4 21,6 100,0
N
g % 2-ME TAT 13,6 66,7 16,4
Zbir 213 12 225
Ukupno % ELISA UZ Ag 94,7 53 100,0
% 2-ME TAT 100,0 100,0 100,0

Iz prilozene tabele 23 se vidi da osetljivost ELISA testa sa antigenom dobijenim

ultrazvuénom dezintegracijom iznosi 66,7%, a specificnost 86,4%.

Tabela 24. Vrednost Kappa saglasnosti izmedu 2-ME TAT i ELISA UZ Ag

Standardna p
Vrednost
greska vrednost
Kappa
0,268 0,086 0,000
saglasnost
Broj uzoraka 225

Kappa vrednost 2-ME TAT i ELISA testa u kome je koriS¢en antigen dobijen
ultrazvu¢nom dezintegracijom iznosi 0,268, $to prema podacima koje su objavili Viera i
Garret (2005) ukazuje na ,,dovoljnu‘ saglasnost, odnosno srednju podudarnost (Tabela
24).
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Tabela 25. Chi—kvadrat test — 2-ME TAT i ELISA UZ Ag

Vrednost P
vrednost
McNemar test 0,000
Broj uzoraka 225

Primenom McNemar testa utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu dva

dijagnosticka testa ( p<0,05) (Tabela 25).
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Tabela 26. Povrsina ispod krive ELISA T Ag
Interval pouzdanosti
Standardna p 95%
Povrsina - .
greska vrednost Donja Gornja
granica granica
0,790 0,073 0,000744140455503903 0,646 0,933
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Grafikon 9. Rok kriva ELISA UZ Ag
Tabela 27. Povrsina ispod krive ELISA UZ Ag
Interval pouzdanosti
Standardna p 95%
Povrsina - :
greska vrednost Donja Gornja
granica  granica
0,820 0,075 0,000192786109313493 0,672 0,968
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Rezultati analize ROC krive prikazani su u tabelama 26 i 27 i na grafikonima 8 i
9. Analizom dijagrama na grafikonima 8 i 9 uocava se da je ELISA test u kojem je
koris¢en antigen dobijen ultrazvu¢nom dezintegracijom (grafikon 9) bolji
diskriminacioni metod od ELISA testa u kome je koriS¢en antigen dobijen toplotnom
ekstrakcijom (grafikon 8) jer se kriva na grafikonu 9 nalazi blize levoj i gornjoj liniji

dijagrama nego $to je slucaj sa krivom na grafikonu 8.

Vrednost povrsine ispod krive u ELISA testu u kome je koriS¢en UZ antigen
(Tabela 27) je veca od vrednosti povrsine ispod krive u ELISA testu u kome je koriséen
T antigen (Tabela 26). Vrednost povrSine ispod krive iznosi 0,820 sto ELISA test sa UZ

antigenom svrstava u dobre dijagnosticke testove.
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6. DISKUSIJA

Bruceloza izazvana vrstom B. canis je primarno bolest pasa, divljih mesojeda i
retko drugih domacdih Zivotinja. Mada se ubraja u grupu klasi¢nih antropozoonoza,
nema veci znacaj za javno zdravlje, a infekcije ljudi su neuobicajene i obi¢no blagog
toka. Vecina dijagnostikovanih slucajeva bolesti kod ljudi posledica je bliskog kontakta
sa zarazenim psima ili profesionalne izloZenosti velikim koli¢inama ¢istih kultura
bakterija (Carmichael, 1990). Bolest se kod pasa obi¢no prenosi parenjem ili per/os,
kontaktom sa kontaminiranim tkivima placente, pobacenim fetusima ili vaginalnim
sekretom zaraZenih Zenki. Za infekciju ovom vrstom brucela karakteristicna je
produZena bakterijemija koja moZe da traje godinama, ali i dugotrajno izlu¢ivanje B.
canis spermom i vaginalnim iscetkom tokom estrusa, nakon pobacaja ili normalnog
porodaja (Carmichael 1 Kenney, 1970; George 1 sar., 1979). Kod zenki, naj¢es¢i klinicki
znak je pobacaj pred sam kraj gestacije. Povremeno moze do¢i i do rane smrti embriona
i resorpcije fetusa, odnosno pobacaja 10 do 20 dana nakon parenja (Carmichael, 1990).
Inficirani muzjaci imaju unilateralni ili bilateralni epididimitis 1 orhitis kao najizrazenije
klinicke manifestacije bruceloze, koji Cesto dovode do neplodnosti. Sperma inficiranih
pasa obicno sadrzi veliki broj abnormalnih spermatozoida 1 inflamatornih celija,
posebno tokom prva tri meseca infekcije. Hroni¢no zarazeni muzjaci mogu imati
azospermiju ili smanjen broj nezrelih spermatozoida (Carmichael i Joubert, 1988).
Vec¢ina opisanih promena koje su vezane za sterilitet muzjaka posledica su
autoimunskog odgovora. Ve¢ opisana produzena bakterijemija koju izaziva ova vrsta
brucela, moze da bude dragocena za dijagnostiku bolesti, odnosno Sanse za izolaciju
bakterija iz krvi pasa i u hroni¢énom toku bolesti su znacajne (Carmichael i Kenney,

1970).
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S obzirom na to da se seroloski testovi naj¢es¢e koriste u dijagnostici infekcija
ili kontroli zdravstvenog stanja pasa pre parenja, neophodno je iznalazenje najboljeg ili
kombinacije najpouzdanijih testova. I pored toga Sto je bruceloza pasa poznata preko
Cetiri decenije, na polju dijagnostike nije mnogo ucinjeno, pa jo$ uvek nedostaje
saglasnost 0 najpouzdanijem testu. Zbog nepostojanja standardizovanih dijagnostickih
protokola, kao ni generalnog dogovora o najprikladnijem testu, svaka laboratorija
definiSe sopstvene kriterijume. Ovakva raznovrsnost testova 1 nedostatak jasno
definisanih protokola dovodi do teskoca u interpretaciji rezultata seroloskih testova u
razli¢itim laboratorijama. Iz tog razloga, cilj ove doktorske disertacije obuhvatio je
unapredenje dijagnostike primenom preporucenih i novih, sopstveno pripremljenih
testova. Jedan od zadataka ove disertacije je bilo i ispitivanje upotrebljivosti Bruce-
ladder multiplex PCR metode za ispitivanje klini¢kih uzoraka odnosno tkiva uterusa i

testisa pasa.

Za statistiCcke analize koris¢en je program IBM SPSS Statistics 21. U cilju
ispitivanja dijagnosti¢ke osetljivosti 1 specifi¢nosti kao i stepena saglasnosti izmedu
testova, koriS¢ena je Kappa statisticka analiza i McNemar test kojim je ispitana
statisticka znacCajnost za interval pouzdanosti od 95%. Za statisticku obradu podataka u
skladu sa preporukama u literaturi kao referentni test koris¢en je 2-ME TAT u titru od
1/200; sa vrednostima dobijenim ovim testom poredeni su rezultati bakterioloSke
izolacije, Bruce-ladder multiplex PCR metode i indirektni ELISA test formulisan sa dva
razli¢ito pripremljena antigena: toplotnom ekstrakcijom i ultrazvu¢nom dezintegracijom

bakterija.

Svi opisani problemi i1 zahtevi vezani za dijagnostiku su veoma vaZzni za
veterinarsku i humanu medicinu s obzirom na to da je bruceloza pasa koju izaziva B.
canis kosmopolitsko oboljenje, a neke od zemalja u kojima su prijavljeni slucajevi
bruceloze pasa su: Spanija (Mateau de Antonio i sar., 1994), Austrija (Hofer i sar.,
2012), Madarska (Gyuranecz i sar., 2011), Kanada (Bosu i Prescott, 1980), Italija
(Corrente i sar., 2010), Iran (Mosallanejad i sar., 2009). U Iranu, u gradu Ahvaz, u
populaciji vlasnickih pasa prevalencija antitela protiv B. canis iznosila je 4,90% (5
pozitivnih pasa od ukupno 102 testirana) (Mosallanejad i sar., 2009). Australija i Novi

Zeland su zemlje koje se deklariSu kao slobodne od B. canis (Wanke, 2004).
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U naSoj zemlji kod pasa lutalica, ali i kod vlasnic¢kih pasa, bruceloza pasa se
dijagnostikuje skoro dve decenije. U Srbiji su prvi seropozitivni psi otkriveni 1999.
godine, a iste godine je i izolovana B. canis (Radoji¢i¢ i sar., 1999). Od 164 ispitana
seruma pasa razlicitih kategorija (psi iz odgajivacnica, lovacki psi 1 klinicki sumnjivi psi
kao 1 grupa koja je predstavljala slucajni uzorak - vlasnicki psi bez istorije bolesti)
utvrden je veliki broj seropozitivnih zivotinja, odnosno 4,27% (Radoji¢i¢, 2000).
Nekoliko godina kasnije, ispitivanjem prevalencije antitela protiv B. canis na teritoriji
grada Beograda, Radoji¢i¢ i sar. (2006) su ispitujuc¢i 184 krvna seruma pasa lutalica,
kod 49 (26,63%) utvrdili titar 1/50, kod 25 seruma (13,58%) titar 1/100, a kod 20
seruma (10,87%) titar 1/200. Iste godine, objavljena su ispitivanja sprovedena kod pasa
na teritoriji opStine Pozarevac kada je ustanovljeno da je 11,25% pasa bilo seroloski
pozitivno na osnovu preporuc¢enih kriterijjuma (2-ME TAT, titar 1/200 1 visi)
(Zivojinovié¢ i sar., 2006). U ovom istrazivanju od ukupno pregledana 74 uzorka
vlasni¢kih i 77 uzoraka pasa lutalica, na ukupnom broju od 151 zivotinje, ustanovljena
je prevalencija seropozitivnih zivotinja od 11,25%. Dobijeni rezultati su ukazali na
interesantnu ¢injenicu: kod vlasnickih pasa nisu ustanovljene seropozitivne Zivotinje,
dok je kod pasa lutalica dijagnostikovano 17 slu¢ajeva sa titrom jednakim ili ve¢im od
1/200 (22,07%). Kako je broj vlasni¢kih i1 pasa lutalica u ovom istrazivanju gotovo
jednak, ovakav nalaz se moze objasniti na¢inom drzanja zivotinja u manjim sredinama u
kojima se psi uglavnom nalaze vezani u dvoriStima, ne izvode u Setnju pa i ne koriste

zajednicke zelene povrSine koje su dostupne 1 psima lutalicama.

Stevi¢ 1 sar. (2013) su u retrospektivnoj analizi koja je obuhvatila period od
2004. do 2011. godine analizirali rezultate dobijene testiranjem seruma vlasnickih 1 pasa
lutalica. U ispitivanom periodu u laboratoriji Katedre za zarazne bolesti Zivotinja i
bolesti pcela Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, ukupno su
ispitana 193 seruma pasa poznatih vlasnika i 120 seruma pasa lutalica. Od 193 ispitana
seruma vlasni¢kih pasa, sigurno pozitivan titar od 1/200 u 2-ME TAT je imalo 29
uzoraka, odnosno 15,03%. Od 120 pasa lutalica pozitivan rezultat je imalo osam seruma
ili 6,67%. Kod tumacenja ovako dobijenih rezultata treba imati na umu da su uzorci
poreklom od vlasnickih pasa upucivani na ispitivanje u sluajevima sumnje na
brucelozu, ali i za izdavanje putnih uverenja (zdravi psi). Sa druge strane, uzorci krvnih

seruma poreklom od pasa lutalica su uzimani metodom slucajnog izbora. Ipak, bez
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obzira na poreklo uzorka, moze se zakljuciti da se bruceloza izazvana vrstom B. canis
kontinuirano, sa manjom ili ve¢om prevalencijom dijagnostikuje na teritoriji Republike
Srbije i sa najve¢im uceScem zivotinja poreklom sa teritorije grada Beograda gde se

jedino i vrSe manje ili viSe kontinuirana ispitivanja.

Rezultati istrazivanja ove doktorske disertacije su potvrdili da se u grupi pasa
lutalica sa teritorije grada Beograda odrzava bruceloza izazvana vrstom B. canis. Od
ispitanih 225 krvnih seruma pasa testom 2-ME TAT kod 33 (14,67%) uzoraka
ustanovljen je titar antitela protiv B. canis: 13 seruma (5,78%) je imalo titar 1/50, 8
(3,55%) titar 1/100, a 12 (5,33%) titar 1/200. Mada se na osnovu preporuka u literaturi
(Alton i sar., 1988) kao znak aktivne infekcije uzimaju prili¢no visoke vrednosti titra
specifi¢nih antitela (1/200 uz upotrebu 2-ME) uvek postoji moguénost da su 1 nizi titri
znak samog pocetka infekcije, odnosno hroni¢nog toka koga prati i odrzavanje niskog
titra antitela u cirkulaciji. Dokaz za ovu tvrdnju lezi i u ustanovljenom lazno
negativnom rezultatu. Naime, jedna od tri Zivotinje kod kojih je izolovana B. canis, je
bila seroloski negativna u 2-ME TAT (Tabela 14). Ovakvi nalazi svakako opravdavaju

ispitivanje parnih seruma u slucajevima kada titar antitela iznosi 1/50 1 1/100.

U sprovedenom ispitivanju osetljivost bakterijske izolacije iznosila je svega
16,7%, dok je ustanovljena specificnost od 99,5%. Izolacija je bila uspesna kod dva
uzorka poreklom od muzjaka i jednog uzorka tkiva uterusa. Tokom ovog ispitivanja
uzorci reproduktivnih organa pasa lutalica sakupljeni tokom sterilizacije, nisu bili
»idealan® materijal za izolaciju. Mada su organi uzimani asepti¢no, u vecini sluc¢ajeva
kontaminenti su za kratko vreme prerastali selektivni medijum, pa je od 225 uzoraka, B.
canis izolovana samo iz tri, Sto ¢ini 1,33% od ukupnog broja ispitanih Zivotinja. Kod
dva psa od kojih je izolovana B. canis, u krvnim serumima ustanovljen je titar antitela
od 1/200, dok je trec¢i pas bio seroloski negativan. Za uspesnu izolaciju Brucella spp.
neophodan je kvalitetan materijal uzet u pravom trenutku, vreme, odgovarajuci
laboratorijski uslovi i obuceno osoblje sa velikim iskustvom, izmedu ostalog i zbog
subjektivne procene izgleda kolonija. Sa druge strane, negativan rezultat izolacije ne
znali da Zivotinja nije inficirana, pa ovaj deo laZzno negativnih uzoraka predstavlja
razlog $to se izolacija primenjuje samo u odredenim slu¢ajevima. Kod vlasnickih pasa,

pre slanja uzoraka na laboratorijsko ispitivanje, obi¢no je zapocet antibiotski tretman, pa
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sve ovo uti¢e na malu osetljivost klasicne bakterioloske izolacije. Izolacija brucela se
smatra zlatnim standardom u dijagnostici bruceloze zbog visoke specifi¢nosti, ali je

njena osetljivost znacajno manja i pod uticajem brojnih faktora.

S obzirom na mali broj izolata, ne moze se utvrditi da li na procenat izolacije
utice pol zivotinje, ali svakako je jasno da je klinicka slika manifestnija kod muzjaka
(orhitis) nego kod Zenki koje nakon abortusa najéesée pojedu pobacene plodove.
Ovakvo ponasanje je normalno za vrste mesojeda i omnivora, koje na taj nacin ,,Ciste
leglo od potencijalnih predatora. Dobijeni rezultati testa rezistencije na boje - tionin i
bazni fuksin pokazuju da se profil osetljivosti odnosno rezistencije izolovanih sojeva
razlikuje u odnosu na referentni RM 6/66 soj, kao i ranije izolovane sojeve B. canis sa
naSeg geografskog podrucja (Tabela 4). Dobijeni rezultati mogu da budu znacajni
epizootioloski markeri izvora, odnosno porekla izolovanih sojeva B. canis. Kappa
statistickom analizom ustanovljena je srednja saglasnost od 0,251 izmedu referentnog 2-
ME TAT (titar 1/200) i bakterioloske izolacije. Primenom McNemar testa ustanovljena
je statisticki znacajna razlika izmedu ova dva testa (p<0,05). Corrente i sar. (2010) su u
jednom istraZivanju sprovedenom u Italiji u sluc¢aju bruceloze dijagnostikovane kod psa,
prisustvo B. canis dokazali seroloskim i molekularnim metodama, dok klasi¢na
bakterioloska izolacija nije uspela (Corrente i sar., 2010). Zbog duge bakterijemije koja
prati brucelozu pasa trebalo bi, kada god je moguce pokusati izolaciju bakterija iz krvi

(Shin i Carmichael, 1999).

Ne postoji veliki broj istraZivanja koja se odnose na otkrivanje prisustva DNK B.
canis direktno iz uzoraka reproduktivnih organa pasa. U predstavljenom ispitivanju, iz
ukupno ispitanih 225 uzoraka reproduktivnih organa-uterusa i testisa, pozitivna PCR
reakcija je dobijena kod dva uzorka (0,88%). Jedan uzorak kod koga je Bruce-ladder
multiplex PCR metodom detektovana DNK B. canis, poticao je od psa ¢iji je serum bio
pozitivan u reakciji aglutinacije sa visinom titra antitela od 1/200 1 kod koga je uspesno
izolovana B. canis. Drugi uzorak pozitivan u Bruce-ladder multiplex PCR reakciji
poticao je od psa sa serumom ¢iji je titar bio u rangu ,,sumnjivog® odnosno titra od 1/50,
ali iz Cijih reproduktivnih organa niije izolovana B. canis. Jedanaest uzoraka
homogenizata tkiva reproduktivnih organa poreklom od pasa kod kojih je ustanovljen

titar specificnih antitela od 1/200 bilo je negativno primenom Bruce-ladder multiplex
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PCR metode. Interesantno je naglasiti da je primenom opisanog protokola, negativan
bio i uzorak homogenizovanih organa poreklom od psa iz koga je izolovana B. canis, i
koji je bio seroloski negativan. Ponovljenim analizama ustanovljeno je da nije doslo do
greske, odnosno zamene materijala. Bez obzira na povecanja koli¢ine ispitivane DNK u
PCR smesi, svi amplikoni u pozitivnim PCR uzorcima su bili bledi i slabo vidljivi
(Slika 3). Kod dva PCR pozitivna uzorka (0,88%) homogenizovanih reproduktivnih
organa detektovano je sedam amplikona $to odgovara profilu B. suis. Nedostatak
primenjenog protokola pored zanemarljive osetljivosti, odnosio se i na ta¢nost odnosno
preciznost testa, koju istiCu i sami autori metode Lopez-Goni (2008). Naime, od ispitana
24 izolata B. canis, ¢ak devet je davalo profil koji odgovara B. suis (Lopez-Goni, 2008).
Zato su isti autori, novim setom prajmera 2011. godine objavili poboljsanu verziju
metode, koja nesumnjivo vr$i diskriminaciju izmedu ove dve vrste brucela. U testiranju
validnosti protokola, autori su izmedu ostalih koristili i izolat B. canis SR-1 (Lopez-
Goni i sar., 2011).

Bruce-ladder multiplex PCR metoda je razvijena i namenjena za odredivanje
Mada je primena molekularnih metoda napravila revoluciju u dijagnostici velikog broja
infektivnih bolesti, moze se rec¢i da svako pravilo potvrduju izuzeci. U praksi bi bilo
korisno detektovati nukleinsku kiselinu mikroorganizma direktno u uzorku,
izbegavajuci tako komplikovani proces klasi¢ne bakterioloske izolacije. Primena PCR
protokola namenjenog tipizaciji bakterijskih izolata, pokazala se neprimenjivom za
ispitivanje uzoraka klinickog materijala. Osetljivost ove metode u sprovedenom
istrazivanju iznosila je svega 8,3%. Bricker (2002) navodi da je PCR metoda brza i
osetljivija od klasi¢ne bakterioloske izolacije jer na njen ishod ne uti¢e vijabilnost
bakterija, kao ni prisustvo kontaminenata u uzorku koji se ispituje. Ovaj zakljucak nije u
saglasnosti sa naSim rezultatima. Razlozi za ovako nisku osetljivost koja je dobijena u
sprovedenim istrazivanjima ove doktorske disertacije mogu biti razli¢iti: nacin pripreme
1 Cuvanja uzoraka, ¢injenica da uzorci organa obiluju inhibitorima koji uti¢u na rezultate
dobijene PCR metodom, niska koncentracija brucela u uzorku, primenjeni protokol za
ekstrakciju DNK, vrsta upotrebljenih oligonukleotidnih sekvenci, itd. Na osetljivost
primenjenog PCR protokola uti¢u mnogi faktori, ali po navodima u literaturi, uzorci

mogu da budu kljuéni faktor (Cutler i sar., 2005). Naime, uzorci mleka, pune Krvi,
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sperme, placente nakon pobacaja ili vaginalnog brisa nakon pobacaja, ciljana

ekstirpacija limfnih ¢vorova u znacajnoj meri povecavaju osetljivost PCR tehnike.

Tokom ovog istrazivanja ispitivana je i DNK izolovanih sojeva B. canis
primenom Bruce-ladder multiplex PCR metode. Kod sva tri uzorka dobijena je
pozitivna PCR reakcija sa vidljivih sedam amplikona, odnosno kod svih uzoraka bio je
prisutan fragment od 794 bp §to je odgovaralo profilu B. suis (slika 4). Na osnovu
dobijenih profila, u cilju pravilne identifikacije sojeva B. canis izolovanih sa naSeg
geografskog podruéja, neophodno je Koristiti novi Bruce-ladder multiplex PCR v2.0

protokol koji vrsi jasnu diskriminaciju izmedu vrsta B. suis i B. canis.

Rezultati dobijeni ispitivanjem uzoraka reproduktivnih organa pasa uz pomoc
Bruce-ladder multiplex PCR metode su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora.
Gyuranecz i sar. (2011) su koristili Bruce-ladder multiplex PCR metodu na uzorcima
slezine i jetre pasa i navode da je detekcija brucela direktno iz organa u vecini sluc¢ajeva
koriste¢i drugaciji PCR protokol dobili i drugacije rezultate pri c¢emu su kao uzorke
koristili ingvinalne limfne ¢vorove pasa i navode da je osetljivost PCR metode jednaka
bakterioloskoj izolaciji (Aras i Ugan, 2010). U tabeli 17 prikazana je osetljivost PCR
metode koja je u odnosu na referenti 2-ME TAT iznosila svega 8,3%, dok je
specifiCnost bila 99,5%. Kappa statistiCkom analizom ustanovljena je beznacajna
podudarnost izmedu ovih testova, 0,130, dok je primenom McNemar testa ustanovljena

statistiki znacajna razlika izmedu testova (p<0,05).

Koliko je vaZzan tip testa odnosno porekla antigena za dijagnostiku bruceloze
pasa govore brojna istrazivanja. U Italiji su Ebani i sar. (2003) testirali 2328 krvnih
seruma pasa na prisustvo antitela protiv B. canis AGID testom i brzom aglutinacijom na
plocici sa dodatkom 2-ME, pri ¢emu je kao antigen koris¢ena B. ovis. Serumi poreklom
od 25 pasa (1,07%) bili su pozitivni primenom AGID testa, dok su samo ¢etiri (16%) od
25 pozitivnih seruma bila pozitivna i u testu brze agutinacije na plocici. ELISA testom
sa homotipskim antigenom (B. canis) detektovano je devet pozitivnih seruma: Sest
pozitivnih i tri negativna u AGID testu. Primenom ELISA testa u kome je antigen
dobijen od B. ovis, otkriveno je 15 pozitivnih uzoraka. Od ovih pozitivnih uzoraka

primenom AGID testa pozitivno je bilo 10 uzoraka, negativno pet i osam je bilo
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pozitivno primenom ELISA testa sa B. canis kao antigenom. U ovom ispitivanju je
dokazana veca specificnost testova kod kojih je za pripremu antigena koris¢ena B.

canis.

Poznato je da krv pasa lako hemolizuje, pa je testiranje takvih seruma povezano
sa brojnim poteSkocama. Veliki problem u formulisanju imunoenzimskih testova
predstavljaju i ¢este nespecificne reakcije, koje zbog svog intenziteta onemogucéavaju
razlikovanje pozitivnih i negativnih uzoraka. Drugim re¢ima, nemoguce je odrediti
grani¢nu vrednost. Iz tog razloga, neophodna je predobrada ispituju¢ih seruma. Za
pojavu visokog pozadinskog efekta (back ground) koji onemogucava odredivanje realne
grani¢ne vrednosti najodgovorniji je M izotip antitela, pa je eliminacija ove klase
imunoglobulina i najvaznija. Mada antipseca antitela koja se koriste za dizajniranje
razli¢itih ELISA testova imaju delimican afinitet 1 za IgM, ELISA testovima se
uglavnom detektuje G klasa imunoglobulina. U sprovedenom ispitivanju, a pre
izvodenja ELISA testova serumi su tretirani na razli¢ite nacine: dodavanjem veceg
procenta BSA kao nespecifiénog blokatora, inaktivacijom seruma na 56 °C 30 minuta i
dodatkom 2-merkaptoetanola. Ustanovljeno je da je na smanjenje nespecifi¢nih reakcija
najznacajnije uticalo tretiranje seruma sa 2-ME, koji kao disulfid redukujuéi agens
razara IgM molekule koji su najc¢eséi razlog za nastanak ovakvih nespecifi¢nih reakcija.
Tretman seruma sa 0,7% 2-ME na temperaturi od 4 °C preko no¢i smanjivao je broj
nespecifi¢nih reakcija. Ovaj zakljucak je u saglasnosti sa ve¢ objavljenim podacima
drugih autora. Mateu de Antonio i sar., (1994) navode da se problem unakrsne

reaktivnosti reSava obradom seruma sa 2-ME koji razlaze IgM.

Corbel je jo§ 1985. godine ukazao na problem unakrsno reagujucih antitela IgM
klase koja nastaju izlaganjem organizma Zivotinje raznim mikroorganizmima i
antigenima iz spoljasnje sredine, a ne samo usled infekcije B. canis. 1z tog razloga
seroloski testovi koji detektuju prisustvo IgM klase antitela, koja su 1 prva klasa
imunoglobulina koja se pojavljuje nakon infekcije, nisu najbolji izbor. Za nespecificne
reakcije mogu da budu odgovorni i IgG, unakrsno reagujuca antitela sintetisana na
antigeno slicne bakterije. Kako su osetljivost i specificnost dijagnosti¢kih testova
obrnuto proporcionalne, pozeljno je koristi onu kombinaciju testova koja daje najbolje

rezultate. Obi¢no se u eradikacionim kampanjama neke bolesti na samom pocetku
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koriste visoko osetljivi testovi, dok se na kraju koriste specifi¢ni testovi. Tretiranjem
seruma 2-merkaptoetanolom povecava se specifi¢nost upotrebljenog testa, ali se na
odredeni nacin afektuje osetljivost te se povecava verovatnoc¢a dobijanja lazno

negativnih rezultata.

Antigeni dobijeni toplotnom ekstrakcijom 1 ultrazvucnom dezintegracijom B.
canis analizirani su uz pomo¢ SDS-PAGE na 12,5% poliakrilamidnom gelu. Gelovi su
obojeni Commassie Brilliant Blue bojom. Za odredivanje molekulskih masa pojedinih
proteinskih frakcija konstruisan je bazdarni dijagram zavisnosti logaritma molekulskih
masa (log Mr) markera proteina (Serva, Germany) i njihove pokretljivosti u
poliakrilamidnom gelu (Slika 5). Na slici 6. prikazan je izgled proteinskih traka
antigena dobijenog toplotnom ekstrakcijom 1 antigena dobijenog ultrazvu¢nom
dezintegracijom. Denzitometrijska analiza antigena dobijenog ultrazvuc¢nom
dezintegracijom prikazana je u grafikonu 3 i tabeli 5. Ovako dobijen antigen pokazao je
raznovrsnu procentualnu zastupljenost proteina razli¢itth molekulskih masa.
Procentualno najzastupljeniji su bili proteini od 10,95 kDa (11,56%) i 30,5 (10,62%).
Zatim slede proteini od 24,5 kDa (9,20%), 38 kDa (7,97%) i 22 kDa (7,85%). Za razliku
od njega, proteinski sastav antigena dobijenog toplotnom ekstrakcijom bio je znatno
skromniji: u najvecem procentu, ¢ak 43,12 %, bio je prisutan protein od 10,95 kDa , dok
su proteini molekulskih masa od 14 i 15,5 kDa bili zastupljeni sa po 6,5%. U smesi
antigena dobijenog toplothom ekstrakcijom izdvajao se i protein velike molekulske
mase od 76 kDa sa ué¢e$¢em od 7,41%. Denzitometrijskom analizom antigena dobijenog
ultrazvuénom dezintegracijom detektovana su 23 proteina razli¢itih molekulskih masa
(opseg od 9,41 do 93,77 kDa- tabela 5) dok je u antigenu dobijenom toplotnom
ekstrakcijom detektovano devet proteina (u opsegu od 10,95 do 76 kDa- tabela 6). Salhi
i sar. (2003) navode da su glavni proteini spoljasnje membrane brucela porini - proteini
grupe 2 (36,00 do 38,00 kDa) i proteini grupe 3 (25,00 do 27,00 kDa i 31,00 do 34,00
kDa).

Optimalna koncentracija proteina za formulaciju imunoenzimskih testova sa dva
razliCito pripremljena antigena, vrSena je Sah titracijom. Ispitane su 4 Kkoncentracije
proteina: 10, 1, 0,1 i 0,01 pg/ml. Takode su koriS¢ena 4 razliCita razblazenja seruma:
1/200, 1/400, 1/800 i 1/1600. Rezultati dobijeni Sah titracijom su prikazani u
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grafikonima 5 i 6 i tabelama 7 i 8. Za oba antigena ustanovljena optimalna
koncentaricija antigena iznosila je 1 pg/ml, a optimalno razredenje seruma iznosilo je
1/200. Koeficijent varijacije za oba ELISA testa iznosio je 28,5 odnosno 28,6% i
nalazio se u granicama dozvoljenih vrednosti. Ustanovljena grani¢na vrednost za
indirektni ELISA test sa antigenima dobijenim toplotnom ekstrakcijom iznosila je
0,382+0,18. Grani¢na vrednost za antigen dobijen ultrazvu¢nom dezintegracijom je bila
visa 1 kretala se u opsegu 0,614+0,30. Sprovedeno istrazivanje je pokazalo da je
indirektna ELISA u kojoj se koriste antigeni dobijeni toplotnom ekstrakcijom jednako
osetljiva (66,7%), ali manje specificna (83,1%) metoda od ELISA testa u kome se
koriste antigeni ekstrahovani ultrazvu¢nom dezintegracijom (osetljivost 66,7%,
specifi¢nost 86,4%). ELISA testom sa antigenom dobijenim toplotnom ekstrakcijom su
od ispitanih 225 uzoraka, otkrivena 44 (19,55%) pozitivna uzorka, dok je u ELISA testu
sa antigenom dobijenim ultrazvu¢nom dezintegracijom, koji je specifi¢niji, bilo 37
(16,44%) pozitivnih uzoraka. Sli¢na zapazanja objavili su i drugi autori (Wanke i sar.,
2002; Barkha i sar., 2011 Oliveira i sar., 2011). Primena preporu¢enog 2-ME TAT testa
oteZana je u svim slucajevima kada je uzorak seruma hemolitican. Kako krv pasa lako
hemolizuje, indirektni ELISA test sa antigenima dobijenim ultrazvu¢nom

dezintegracijom moze da bude odli¢na zamena za aglutinacione testove.

Rezultati analize ROC (Receiver Operating Characteristics Curve) krive
pripremljenih ELISA testova (grafikon 8 i 9, tabela 26 i 27) i procenom vrednosti
povrsine ispod krive (AUC- Area Uder the Curve eng.) su pokazali da je u testu u kome
je koriS¢en antigen dobijen ultrazvu¢nom dezintegracijom vrednost veca u odnosu na
ELISA test sa antigenom dobijenim toplotnom ekstrakcijom i iznosi 0,820. Ova

vrednost svrstava opisani ELISA test u dobre dijagnostic¢ke testove.

Jedna od losih strana klasi¢nih ELISA testova U vezi je sa obaveznom
predobradom ispituju¢ih seruma 1 razaranjem odredenih klasa imunoglobulina.
Predobrada seruma komplikuje izvodenje metode i zahteva viSe vremena za izvodenje.
Radojici¢ 1 sar. (2001) su primenom dot-ELISA testa sa dva razli€ito pripremljena
antigena ispitali 44 krvna seruma pasa i ustanovili da su citoplazmatski proteini B. canis
pouzdani 1 visoko specificni za brzu dijagnostiku bruceloze pasa. U ovom istrazivanju

serumi su testirani u razredenju 1/100, bez prethodne obrade toplotom ili hemijskim
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sredstvima, a kao nosa¢ je koriS¢ena nitroceluloza na koju su nanoSeni ispitivani
antigeni. Upotrebom antipsec¢ih antitela detektovani su imunoglobulini G i M izotipa,
¢ime se povecava i osetljivost, ali i specifiénost testa upotrebom citoplazmatskih

antigena.

Autori iz Indije takode su objavili istrazivanje u kome su citoplazmatski antigeni
dobijeni ultrazvuénom dezintegracijom bakterija pogodni za formulaciju indirektnog
ELISA testa koji je visoko osetljiv. Zbog visoke osetljivosti, autori preporucuju upravo
ovaj test za trijaZzu uzoraka seruma, dok kao potvrdni test preporucuju AGID zbog
visoke specifi¢nosti (Barkha i sar., 2011). Rezultati koje su dobili Wanke i sar. (2002)
pokazuju da su ELISA testovi u kojima su koriS¢eni proteini spoljaSnje membrane
(Outer Membrane Proteins-OMP) i citoplazmatski antigeni B. canis visoko specifi¢ni za
primenu u dijagnostici bruceloze pasa. Uzorci pasa u pocetnim fazama infekcije koji su
negativni u testovima aglutinacije, mogu biti otkriveni ovako formulisanim ELISA
testovima. Istrazivanje Wanke i sar. (2002) pokazuje da su ELISA testovi u kojima su
upotrebljeni antigeni spoljasnje membrane B. canis-OMP (outer membrane proteins-
eng.) ili citoplazmatski antigeni B. abortus veoma specifi¢ni i osetljivi i mogu
detektovati antitela protiv B. canis neposredno po inficiranju. KoriSéenje
citoplazmatskih antigena poreklom od drugih vrsta brucela moguce je zato §to su
unutrasnji proteini brucela visoko konzervisani i gotovo identi¢ni. Brucele nemaju
plazmide pa se smatra da je upravo ova osobenost odgovorna za postojanje skoro

identi¢nih citoplazmatskih proteina (Cutler i sar., 2005).

Rezultati Baldija i sar. (1994) takode ukazuju na moguénost upotrebe ELISA
testa u kome se koriste citoplazmatski antigeni B. abortus u dijagnostici bruceloze pasa.
Upotreba citoplazmatskog proteina B. abortus molekulske mase od 18 kDa kao antigena

u ELISA testu pokazala se korisnom u dijagnostici bruceloze pasa (Baldi i sar., 1997).

Oliveira i sar., (2011) dizajnirali su ELISA test sa antigenima dobijenim
toplotnom ekstrakcijom; ovaj test je pokazao visoku osetljivost (91,18%) Sto ukazuje na
mogucénost njegove upotrebe kao pouzdanog i prakti¢nog trijaznog testa, kao i upotrebu
u epizootioloSkim istrazivanjima. Koriste¢i razli¢ite antigene u ELISA testovima
moguce je eliminisati unakrsne reakcije koje nastaju kao posledica sinteze specifi¢nih

antitela protiv antigeno sli¢nih bakterija.
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R-LPS koji se nalazi kod R formi brucela, antigeno je sli¢an i sa LPS-om drugih
bakterija (Pseudomonas sp., Bordetella bronchiseptica, Staphylococcus epidermidis,
Actinobacillus equuli) (Carmichael, 1990) i moze biti odgovoran za manju specifi¢nost
testova u kojima se koriste antigeni dobijeni toplotnom ekstrakcijom. Moguce je da
testovi u kojima se koriste citoplazmatski antigeni nisu pogodni za otkrivanje Zivotinja
u pocetnim fazama infekcije. Naime, da bi se sintetisala specificna antitela protiv
citoplazmatskih proteina brucela, potrebno je da prode i nekoliko nedelja od infekcije.
Antigeni dobijeni toplotnom ekstrakcijom, pored R-LPS sadrze i druge proteine
spoljasnje membrane koji su zajednicki svim brucelama (Bowden i sar., 1995). I drugi
autori su objavili da R i S sojevi Brucella spp. imaju zajedni¢ke citoplazmatske
antigene. Dizajnirani su agar gel imunodifuzioni testovi u kojima su upotrebljeni
citoplazmatski antigeni B. canis i mukoidnih sojeva Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus spp. Nabrojane bakterije dele neke povrSinske antigene determinante sa
R-LPS B.canis; dokazano je da su citoplazmatski proteini bakterija roda Brucella
specifi¢ni samo za ovaj rod i da je vecina proteina zajednicka svim njegovim vrstama

(Carmichael i sar., 1984).

Rezultati brojnih autora, ali 1 oni dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju da je za
dijagnostiku bruceloze pasa potrebno koristiti pored krvnog seruma i druge, razlicite
dostupne uzorke u cilju postavljanja tacne dijagnoze. Kombinacija testova kojima se
detektuju antigeni odnosno antitela protiv B. canis povecavaju verovatno¢u otkrivanja
inficiranih zivotinja. Na taj nacin zaustavlja se §irenje bolesti na prijeméive zivotinje i
eventualno ljude. Treba naglasiti, da u naSoj zemlji do sada nije prijavljeno oboljenje

ljudi izazvano ovom vrstom bakterija.

Rezultati dobijeni u istrazivanju sprovedenom u okviru ove doktorske disertacije
pokazuju da je Kappa statistickom analizom utvrden stepen najvise saglasnosti izmedu
2-ME TAT i ELISA testa sa UZ antigenom od 0,268, §to je u rangu srednje
podudarnosti.

Kappa statistickom analizom ustanovljen je stepen saglasnosti izmedu 2-ME

TAT i iELISA sa antigenom dobijenim toplotnom ekstrakcijom od 0,22 §to je takode u

ELISA testovi, sa osetljivos¢u od 66,7%.
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Bez obzira na malu osetljivost klasi¢ne bakterioloSke izolacije od svega 16%,
kappa statisticka saglasnost od 0,251 sa referentnim 2-ME TAT testom, govori da ova
metoda svakako ima vaznu ulogu u dijagnostici bruceloze pasa. Ovo i zbog ¢injenice da
je bakterioloskom izolacijom otkriven bakterioloski pozitivan i seroloski negativan
serum. Iz tog razloga, kod negativnih seroloskih rezultata, ili u sluc¢ajevima kada se
ustanovi titar antitela od 1/50 ili 1/100 mora se uzeti parni uzorak seruma. Samo
kombinacija razli¢itih testova i posebno kod postavljene klinicke sumnje na brucelozu

moze da da tacan rezultat.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenih ispitivanja i dobijenih rezultata, mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

1. Kod nevlasni¢kih pasa poreklom sa teritorije grada Beograda prisutna je
bruceloza izazvana vrstom B. canis, a ustanovljena seroprevalencija iznosi 5,33%. Ova

kategorija pasa predstavlja potencijalni rezervoar infekcije.

2. Svim pripremljenim testovima: 2-ME TAT, indirektnim ELISA testovima
dizajniranim sa dva razli¢ito pripremljena antigena, klasicnom bakterioloSkom
izolacijom i Bruce-ladder multiplex PCR metodom dijagnostikovan je razli¢it broj pasa
pozitivnih na vrstu B. canis. Najniza osetljivost je ustanovljena kod Bruce-ladder

multiplex PCR, a najvisa kod ELISA testova.

3. Poredenjem sa 2-ME TAT osetljivost klasi¢ne bakterioloSke izolacije iznosila je
16,7%, a specifi¢nost 99,5%. Sa druge strane, saglasnost izmedu ova dva testa iznosila

je 0,251 i kretala se u rangu umerene saglasnosti.

4. Kod izolovanih sojeva B. canis, ustanovljena su odstupanja u profilu osetljivosti
na bazni fuksin u odnosu na referentni i ranije izolovane sojeve ove bakterije sa naSeg

podrugja, Sto mozZe da bude zna€ajan marker u epizootioloskim ispitivanjima.

5. Poredenjem sa 2-ME TAT, osetljivost Bruce-ladder multiplex PCR metode je
bila zanemarljiva i iznosila je 8,3%. Takode, saglasnost izmedu 2-ME TAT i Bruce-
ladder multiplex PCR iznosila je 0,130 $to ukazuje na zanemarljivu saglasnost izmedu
ovih testova. Dobijeni rezultati su potvrdili da se navedeni PCR protokol ne moze
koristiti za ispitivanje prisustva DNK brucela u homogenizatima tkiva uterusa i testisa

pasa. Uz to, primenom Bruce-ladder multiplex PCR metode, nije bila moguéa tacna
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identifikacija sojeva B. canis izolovanih sa naseg geografskog podrucja koji su davali

profil vrste B. suis.

6. SDS-PAGE elektroforezom antigena dobijenog toplotom, dokazano je
dominantno prisustvo proteina od 10,95 kDa (43,7%) koji odgovara R-LPS-u B. canis.
Elektroforetski profil antigena dobijenog ultrazvukom imao je 3,7 puta manju koli¢inu
R-LPS-a, i ravnomerno uce$¢e proteina spoljasnje membrane od 24,5, 30,47 i 38 kDa

Sto je uticalo na vecu specifi¢nost ovako pripremljenog ELISA testa.

7. Stepen najvise saglasnosti ustanovljen je izmedu 2-ME TAT i ELISA testa sa
antigenom dobijenim ultrazvukom. Dobijena vrednost od 0,268 se kretala u rangu
srednje podudarnosti. Osetljivost ovako pripremljenog ELISA testa iznosila je 66,7%, a
specifi¢nost 86,4%. Uz to, AUC vrednost od 0,820 ga svrstava u dobre dijagnosticke
testove.

8. U cilju postavljanja tacne dijagnoze, za serolosko ispitivanje, pored 2-ME TAT,
preporucuje se i1 upotreba indirektnog ELISA testa formulisanog sa antigenom
dobijenim ultrazvukom zbog boljih karakteristika. Kod postojanja sumnjivih rezultata
seroloskih testova, obavezno je testiranje parnih seruma i bakterioloSko ispitivanje

dostupnih klini¢kih uzoraka, zbog dokazanog postojanja lazno negativnih rezultata.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTy

Motnucanu-a: Hatawa Ctesuh

6poj ynuca: 15/3

M3jaBrbyjem
Aa je JOKTOpCKa AncepTaumja nog HacrnoBoM

»AcnuTUBae noysnaHocT ceponolwkux, GakTepuonowkux wu MoOJieKynapHux
mMeToAa y AujarHocTMum Gpyuenose naca usasBaHe BpPCcTOM Brucella canis*

® pe3ynTaT COncTBeHor MCTpakneadkor paga,

® Aa npeanoxeHa avcepTauuja y LENWHA HU y JenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa
3a [fobujame 6uno koje gunnome Npema CTyaujckUM nporpamuma gpyrux
BMCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBa,

* [a Cy pesynTaTi KOPeKTHO HaBe4eHM U

* Aa Hucam KplLumo/na ayTopcka npasa U KopucTuo WHTENeKTyarnHy cBojuHy apyrux
nvua.

Motnuc pokrtopaHga

Y Beorpagay, 20.12.2017.

J—fgu,a ouser (el




Mpunor 2.

UsjaBa 0 nctoeBeTHOCTM WITaMNaHe u eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Wwme n npesume aytopa: Hartawa Ctesuh
Bpoj ynuca: 15/3
Cryaujckn nporpam: [JokTopcke akagemcke cTyauvje

HacnoB papa: ,,UcnutuBame Noy3faHOCTU CepoSIOWKUX, OGaKTepuonowKux wu
MoOnieKynapHux Metopga y pAujarHocTMUM Opyuenose naca u3a3BaHe BpPCTOM
Brucella canis*

MenTop: ap Cora Pagojuunh, penosHu npodecop
MNotnucanu: HaTtawa Ctesuh

n3jaBrbyjem Aa je TaMnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr paja WCTOBETHa ENEKTPOHCKO]
Bepsuju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbMBake Ha noprtany [OurutanHor
penosuTopujyma YHuBepsuteta y Georpapay.

HosBorbasam aa ce o6jaBe Moju NUYHKM Nodauym Be3aHu 3a Aobvjare akagemckor 3Bara
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 NpesuMe, roanHa n Mecto poRera 1 gaTym onbpaHe
paga.

OBM nuuHM nopaum Mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
BubnuoTeke, y eneKkTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauujama YHueepanuteTa y Beorpapy.

MoTtnuc gokTopaHga

Y Beorpagy, 20.12.2017.

JJ;Q»:« oo Coido i




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHUBEp3uTeTCKy BubnuoTeky ~CBeTosap Mapkosuh* aa y Ourutanuu
penosnTopujym YHusepauteta vy Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy nop
Hacnoesom:

»AcnutuBawe noysgaHocTu CEepPOSIOWKUX, GaKTEPUONOWKUX W MoseKynapHux
MeToda y aujarHocTuum Gpyuenose naca n3asBaHe BpcToM Brucella canis“

koja je moje ayTopcko aeno.

HAuceptauujy ca ceum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKom opmaty norogHom
3a TpajHO apxmBUpat-e.

Mojy gokTopcky AucepTauujy noxpaweHy y Jurntantu penosnTopujym YHusepsuteta y
Beorpagy mory na kopucre cau kKoju nowTyjy oapenbe cappxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4yno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTopcTBoO - HekomMepuujanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AYyTOPCTBO — HeKOMepUMjanHo — 4enuTu noA NCTUM ycrnosunma
5. AyTopcTBo — 6es npepage
6. AyTopcTBO — LenuTy nog ucTum ycrnosuma

(Monmmo pa 3aokpyxuTte camo jeaHy op wecT MOHYREHNX nuLeHuw, KpaTak onuc
nvueHum part je Ha noneRuHmn nucra).

MoTnuc pgokropaHaa

Y beorpagy, 20.12.2017. %\u\&xw-\/ (/u‘?e(odl/




1. AyTopcTBo - [lo3BorbaBaTe YMHOXaBaH-E, AUCTpubyLMjy 1 jaBHO caonwuTaBare gena,
W Mpepane, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HauuH oppeheH op CTpaHe ayTtopa unu
AaBaoua nuueHue, 4Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoBopHuja opn cBux
nuueHLn.

2. AyTopcTBO — HekomepumjanHo. [lo3sorbasare yMHOXaBate, AncTpubyunjy v jasHo
caonuiTasare Aena, u npepage, ako ce HaBefe UMEe ayTopa Ha HauuH onpeheH oa
CTpane aytopa wnu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbaRa KoMepLujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepumwjanHo — Ge3s npepage. [lossorbaBate yMHOXaBarbe,
AVCTPUOYLM)y W jaBHO caonwTaBare gena, 6Ges npoMeHa, npeobnukosarwa wunm
ynotpebe fena y cBom Aerny, ako ce HaBeae Ume ayTtopa Ha HauuH ofpeheH of cTpaHe
aytopa unu fasaoua nuueHue. Osa nuueHLa He [03BOrbasa komepuujanHy ynoTtpeby
Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane fMLeHLe, OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHmnyaBa Hajsehu o6um
npasa kopuihewa gena.

4. AYTOPCTBO - HEKOMepLMjanHO — [AEenuTY Nog MCTUM ycniosuma. [osBorbasarte
yMHOX@BaK-€, ANCTPUOYLIM)Y 1 jaBHO CaonWwTaBake Aena, u npepage, ako ce HaBefe
IME ayTopa Ha HauuH ofpefieH of cTpaHe ayTopa MMM AaBaoLa NMULEHLE W aKo ce
npepafja AuCTPMOYMpa mMof WCTOM UMM CAMYHOM NuueHuoMm. Osa nyLeHua He
A03BO/bABa koMepLmjanHy ynotpeby Aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6Ge3 npepage. [lossorbapate yMHOXaBawe, OucTpubyuujy u jasHo
caoniwitasare fena, 6es npomeHa, NPeobnKoBaHa unu ynotpebe fena y ceom geny,
aKko ce Haeefe uMe ayTopa Ha HauuMH ogpefeH og cTpaHe ayTopa wnv pasaoua
mvueHue. OBa nuueHua [o3BorbaBa komepLujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - JenuTu nog  UCTUM ycnosuma. [lossorbaBate ymHoxaBatbe,
AnCTpUBYLUUjy 1 jaBHO caoruTasare fena, u npepage, ako ce Haseae nMe ayTopa Ha
Ha4YuH ofpefleH op cTpaHe aytopa unu paaBaoua nvueHue v ako ce npepaga
Anctpubynpa nos WCTOM WAW  CIIUYHOM mvueHuoMm. Osa nuueHUa [03BOSbasa
Komepuujanty yrnotpeby pena u npepaga. CrnyHa je codtBepckumM nuLeHLama,
OAHOCHO NuLieHLama OTBOPEHOr Koaa.



