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ParazitoloSka i molekularna ispitivanja genotipova i haplotipova
metacestoda Echinococcus granulosus sensu lato i epizootioloske
karakteristike hidatidoze kod razli¢itih vrsta Zivotinja

Rezime

Sprovedenim istraZzivanjima definisane su patomorfoloSke, morfometrijske,
parazitoloske karakteristike metacestoda Echinococcus granulosus sensu lato kao i
epizootioloske karakteristike hidatidoze kod 96 Zivotinja (49 domacih svinja, 2 divlje
svinje, 25 goveda i 20 ovaca), poreklom sa teritorije razli¢itih epizootioloSkih podrucja
(20 opstina) Republike Srbije. Molekularnim ispitivanjima pregledan je materijal
poreklom od 52 Zivotinje (15 goveda, 18 ovaca, 17 domacih i 2 divlje svinje).
Karakteristike ustanovljenih hidatidnih cista u potpunosti su odgovarale nacinu gajenja i
starosti pregledanih Zivotinja. Fertilne ciste su ustanovljene kod 61,9% ovaca, 22,4%
svinja 1 8,0% goveda. Samo kod goveda sve fertilne ciste (100%) su bile vijabilne.
Degenerativne ciste su ustanovljene kod svinja i ovaca, a kalcifikovane samo kod ovaca.
Identifikacija vrste, genotipova i haplotipova metacestoda E. granulosus sensu lato, u
uzorcima hidatidnih cista radena je analizom DNK sekvence mitohondrijalnog citohrom
C-oksidaze 1 (cox1) gena. Korisc¢en je protokol MI-05 Evropske referentne laboratorije za
parazite u Rimu (EU RFLP, 2010), a u okviru ispitivanja radene su: lan¢ana reakcija
polimeraze, sekvenciranje i haplotipizacija. U okviru E. granulosus s.l. determinisane su
2 vrste: E. granulosus s.s. 1 E. canadensis, 4 genotipa (G1, G2, G3 1 G7) i 7 haplotipova
(Hap 1 - Hap 7). Kod domacih svinja ustanovljen je E. canadensis, genotip G7, kod
goveda 2 genotipa E. granulosus s.s., (G1 1 G3) i1 5 haplotipova, kod ovaca prisustvo sva
tri genotipa E. granulosus s.s., (G1, G2 1 G3) i 4 haplotipa (Hap 2, Hap 3, Hap 5 i Hap
7), a kod 2 ovce ustanovljena je meSovita infekcija, na nivou genotipa i haplotipa. Od 7
ustanovljenih haplotipova (Hap 1 - Hap 7), dva haplotipa (Hap 2 i Hap 5) su dominantni
kod 40,4% Zivotinja i zajednicki su za goveda i ovce. Sekvence dobijene kod goveda 1
ovaca (koje pripadaju haplotipu 5 - genotip G1), 100% su identi¢ne sa haplotipom koji
je globalno rasprostranjen u svetu. S obzirom na razliite bioloske i epizootioloSke
karakteristike pojedinih genotipova i haplotipova E. granulosus s.1., njihova identifikacija 1
definisanje prevalencije predstavljaju znacCajan doprinos poznavanju epizootioloSkih i

molekularnih karakteristika hidatidoze kod domacih Zivotinja na Sirem prostoru
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Parasitological and molecular examination of genotypes and
haplotypes of metacestoda Echinococcus granulosus sensu lato and
epizootiological characteristics of hydatidosis in different species of

animals

Summary

According to conducted researches we defined histological, morphometric and
parasitological characteristics of metacestoda Ecchinococcus granulosus sensu lato as
well as epizootiological characteristics of hydatiosis in 96 animals ( 49 domestic pigs, 2
wild boars, 25 cattle and 20 sheep) originating from the territory of different
epizootiological areas ( 20 municipalities) of the Republic of Serbia. By molecular
analysis, examined material originated from 52 animals (15 cattle, 18 sheep, 17
domestic pigs and 2 wild boars). The characteristics of established hydatid cysts
completely fit the manner of cultivation and the age of examined animals. Fertile cysts
are established in 61.9% of sheep, 22.4% of pigs and 0.8% of cattle. Only in cattle, all
fertile cysts ( 100%) were viable. Degenerative cysts are established in pigs and sheep,
while calcified are found only in sheep. Identification of the species, genotypes and
haplotypes of metacestoda E. granulosus sensu lato in samples of hydatid cyst was
performed by analyzing DNA sequence of mitochondrial cytochrome C- oxidase 1 (cox
1) gene. We used MI-05 protocol of European Reference Laboratory for Parasites in
Rome (EU RFLP, 2010) and within examination we performed: polymerase chain
reaction, sequencing and haplo standardization. Within the scope of E. granulosus s.1.
we determined 2 species: E. granulosus s.s. and E. canadensis, 4 genotypes (G1, G2,
G3 and G7) and 7 haplotypes (Hapl-Hap7). In domestic pigs we established E.
canadensis, genotype G7; in cattle we established 2 genotypes E. granulosus s.s. (G1
and G3) and 4 haplotypes; in sheep there is a presence of all three genotypes: E.
granulosus s.s. (G1,G2 and G3) and 4 haplotypes (Hap 2, Hap 3, Hap 5 and Hap 7). In
two sheep we established mixed infections at the level of genotype and haplotype.
From 7 established haplotypes (Hapl-Hap7), two haplotypes (Hap 2 and Hap 5) are
dominant at 40,4% of animals and are common for both cattle and sheep. The sequences
we got in cattle and sheep (that belong to haplotype 5 - genotypel) are 100% identical
with the haplotype which is globally prevalent. Considering different biological and

epizootiological characteristics of certain genotypes and haplotypes of E. granulosus



s.1., their identification and definition of prevalence represent a significant contribution
to the knowledge of epizootiological and molecular characteristics of hydatidosis in
domestic animals in the wider area of the Republic of Serbia and are important for

understanding the biological cycle of the parasite and proposed control measures.
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1. UVOD

Kao kompleks oboljenja, ehinokokoza i hidatidoza predstavljaju ozbiljan
zdravstveni problem globalnih razmera. Svake godine broj obolelih Zivotinja i ljudi raste
geometrijskom progresijom, kako u zemljama treCeg sveta sa niskim socio-ekonomskim
standardom i ekstenzivnim stoCarenjem, tako i u razvijenim zemljama (Al-Salmary i sar.,
2010).

Oboljenje izaziva viSe vrsta 1 genotipova parazita koji pripadaju rodu
Echinococcus, familiji Taeniidae. Ehinokokoza je oboljenje viSe vrsta karnivora —
stalnih domacina (pas, macka, vuk, lisica, Sakal) koji se inficiraju ingestijom fertilne
hidatidne ciste poreklom iz organa prelaznog domacina. Odrasli oblici parazita su
lokalizovani u tankom crevu stalnih domacina, iz koga se u kontinuitetu eliminiSu u
spoljasnju sredinu ¢lancici sa jajima. Hidatidoza je infekcija viSe vrsta domacih i divljih
Zivotinja (ovca, svinja, govece, koza, bivo, konj, zec, jelenska i srneca divljac) i Coveka
koji predstavljaju prelazne domacine ove infekcije. Posle ingestije infektivnih jaja u
razliitim organima prelaznih domacina odvija se larveni razvoj E. granulosus. Oboljenje
kod prelaznih domacina poznato je kao hidatidoza, hidatidna bolest ili cisticna
ehinokokoza. Morfoloska forma koja nastaje u toku razvoja metacestode kao larvenog
oblika pantlji¢are E. granulosus naziva se E. polymorphus syn. cysticus (hidatidna cista,
ehinokokusna cista, ehinokokus, vodeni mehur, Zednjak).

Pored ugroZzavanja zdravlja ljudi i1 Zivotinja, hidatidoza nanosi znaCajne
ekonomske Stete stoCarskoj proizvodnji. Pored direktnih Steta zbog odbacivanja ogromnih
koli¢ina iznutrica, indirektne Stete se ogledaju u zaostajanju u rastu i razvoju, smanjenju
produktivnosti 1 kvaliteta proizvoda, smanjenju radne sposobnosti i opSte otpornosti
Zivotinja (Pavlovi¢ i Ivanovi¢, 2006; Tavakoli 1 sar., 2008).

U okviru proucavanja hidatidoze, parazitoloska ispitivanja daju brojne korisne
podatke u rasvetljavanju epizootioloskih karakteristika bolesti. Pored odredivanja

prevalencije infekcije kod pojedinih vrsta Zivotinja, ustanovljava se 1 znacaj pojedinih vrsta
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zivotinja u Sirenju infekcije. Podaci o fertilnosti, vijabilnosti, diverzitetu i prostornoj
distribuciji infekcije znacajni su za javno zdravlje.

Bolest je od davnina do danasnjih dana poznata i znac¢ajna u mnogim delovima
sveta, posebno u regijama gde postoji povezanost u gajenju pasa i domacih zivotinja
(Siguardarson, 2010). Kao deo Balkanske regije i Mediteranskog basena, Srbija je
sastavni deo endemskog podrucja hidatidoze. U Balkanskoj regiji poseban znacaj ima
infekcija sa E. granulosus u okviru koje se nalazi ve¢i broj vrsta i genotipova koji
izazivaju ozbiljnu zoonozu.

U Republici Srbiji procenat domacih Zivotinja kod kojih je ustanovljeno prisustvo
E. polymorphus zna€ajno varira u odnosu na vrstu, nacin gajenja, geografsku lokaciju i
socio-ekonomske uslove. Hidatidoza je najceS¢e dijagnostikovana kod ovaca, goveda i
svinja, a najveca prevalencija je kod ovaca i svinja, kod kojih je najveci procenat fertilnih
hidatidnih cista. Razlozi zna¢ajno razli¢ite prevalencije po vrstama su viSestruki. Svinje 1
ovce se u velikoj meri kolju za potrebe domacinstava bez veterinarsko-sanitarnog
pregleda. Istovremeno, nizak nivo znanja stoCara o ovoj parazitozi uslovljava neadekvatan
postupak sa hidatidnim cistama i izostanak kontrole bolesti na ovom nivou. Sa druge
strane, drZanje pasa na niskom higijenskom nivou 1 bez adekvatne zdravstvene zastite,
kao 1 nekontrolisan broj nevlasnickih pasa (pasa lutalica) omogucava zatvaranje kruga
infekcije 1 njenog Sirenja sa moguc¢nosScu inficiranja ljudi.

Savremene metode molekularnih proufavanja uzro¢nika dale su znaCajan
doprinos detaljnijem rasvetljavanju epizootioloskih i epidemioloskih karakteristika
bolesti. Genotip kompleksa E. granulosus sensu lato (s.l.) je raznovrstan i uspeSno se
determiniSe analizom DNK sekvence mitohondrijalnog citohrom C-oksidaza 1 (cox/) gena.
Za ova ispitivanja projektovani su specifi¢ni prajmeri, a prouCavanjem proizvoda
sekvenciranja moguce je identifikovati vrstu i genotip parazita.

Genetska raznorodnost kompleksa E. granulosus s.l. ogleda se u postojanju 10
genotipova (sojeva) oznacenih od G1 do G10. Oni imaju razli¢iti stepen adaptacije na
pojedine domacine i nazvani su po dominantnom prelaznom domacinu. Razliciti
genotipovi imaju razlicite, a viSe njih Cak i iste stalne i prelazne domacine, S$to zavisi od
vrste 1 genotipa. U sluCaju E. granulosus s.l. kompleksa, termin ,,s0j* odnosi se na grupu sa
specificnim genetskim razlikama. Sojevi kompleksa E. granulosus s.l. razlikuju se u

bioloskim karakteristikama, tako da njihova identifikacija znaajno pomaze u razumevanju
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bioloskog ciklusa parazita (Parsa 1 sar., 2010). Neki od sojeva imaju status vrste, a u
odredenom broju slucajeva vise sojeva pripada jednoj vrsti.

Na osnovu rezultata filogenetske analize mitohondrijalne DNK (mtDNK) vrste
kompleksa E. granulosus s.l. su sledece: Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) —
genotipovi G1-G3, E. equinus — genotip G4, E. ortleppi — genotip G5, E. canadensis -
genotipovi G6-G10.

Vrsta E. granulosus s.s. ukljucuje vise genotipova: G1 — ov¢iji soj, podtip ovcijeg
soja (G1BC), G2 — soj Tasmanijske ovce i G3 — bivolji soj.

Vrsta E. canadensis obuhvata sledece genotipove: G6 — kamilji soj, G7 — svinjski
soj, G8 — jelenski soj, G9 — soj kod ljudi i G10 — soj Norveskih jelena. Genotip G9
dokazan je samo kod ljudi u Poljskoj i neki autori smatraju da je to varijanta svinjskog
soja — G7.

Kompleks E. granulosus s.l. belezi svetsku rasprostranjenost, sa razli¢itom
geografskom distribucijom pojedinih vrsta 1 genotipova. Genotip G1 — ov¢iji soj, je
kosmopolitski rasprostranjen genotip, Cije je prisustvo dokazano u: Evropi, Srednjem
Istoku, Africi, Australiji, Novom Zelandu, Juznoj Americi, delovima Azije i Meksiku, kao
1 u zapadnom delu Severne Amerike. Genotip G2 — soj Tasmanijske ovce, dokazan je u:
Aziji, Juznoj Americi, Africi 1 Evropi. Genotip G3 — bivolji soj, prisutan je u: Aziji, Evropi
1 JuZnoj Americi, a genotip G4 (E. equinus) u: Evropi, Srednjem Istoku 1 Africi. Genotip -
G5 (E. ortleppi), prisutan je u: Evropi, Africi, JuZznoj Americi i delovima Azije. Genotip
G6 — kamilji soj, rasprostranjen je u: Africi, Aziji, JuZnoj Americi i Srednjem Istoku.
Genotip G7 — svinjski soj, identifikovan je u: Evropi, Rusiji, Juznoj Americi 1 Meksiku, a
njemu blizak genotip G9, dokazan je kod ljudi, samo u Poljskoj. Genotipovi: G8 —
jelenski soj i G10 — soj norveskih jelena, dokazani su u Severnoj Americi (uglavnom u
Kanadi i severnim delovima USA), kao i u zemljama Evroazije.

Mitohondrijalna DNK pruZa korisne genetske markere u proucavanju populacije,
zato §to je haploidna, ne rekombinuje se, brzo se razvija i nasleduje se preko majke.
Termin haplotip upotrebljava se da opise genetske mikrovarijante uoc¢ene u okviru E.
granulosus s.s.: ov¢iji soj — genotip G1, podtip ov€ijeg soja — genotip GIBC, soj
Tasmanijske ovce — genotip G2 1 bivolji soj — genotip G3. To su geni koji se ne
rekombinuju, ali se menjaju mutacijama koje remete redosled nukleotida i mogu

zahvatiti jedan ili viSe nukleotida. Ova promena nukleotida moze, a ne mora, dovesti do
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promene redosleda aminokiselina. Indeks diverziteta populacije (broj haplotipova,
diverzitet haplotipova 1 nukleotidni diverzitet) ispituje se upotrebom namenskih
softvera sa ciljem ustanovljavanja razlika i povezanosti niskog nivoa odstupanja
(Casuli i sar., 2012).

Proucavanjem materijala iz hidatidnih cista domacih Zivotinja 1 ljudi u razli¢itim
regijama i drZzavama ustanovljeno je prisustvo razli¢itog broja i vrsta haplotipova (u
Istocnoj Evropi 23, na Tibetanskoj visoravni 43 u Italiji 7 mtDNK haplotipova).
Proucavanjem haplotipova u Italiji i zemljama Isto¢ne Evrope (Bugarske, Rumunije i
Madarske), ustanovljeno je da haplotipovi EG1-EG3 odgovaraju G1-G3 genotipovima
(Casuli i sar., 2012).

Ispitivanja genetskih mikrovarijanti unutar genotipa G1 potvrduje da se radi o
genetski veoma varijabilnom genotipu, sa niskom i srednjom specificnos¢u prema
domacinima i Sirokom geografskom distribucijom. Dominantni haplotip evropskog E.
granulosus s.s. je EGI. Istovremeno, ovo je jedan od haplotipova svetske
rasprostranjenosti (Andresiuk i sar., 2009). Rezultati ispitivanja diverziteta haplotipova
mogu biti znacajan doprinos odgovoru o poreklu nekih sinantropnih vrsta (Nakao i sar.,
2013).

U okviru E. granulosus s.l. kompleksa poseban epidemioloski znacaj ima 7 sojeva
koji su zoonoznog karaktera: ovc¢iji soj — G1, soj Tasmanijske ovce — G2, bivolji soj —
G3, govedi soj — G5, kamilji soj — G6, svinjski soj — G7 i jelenski soj — G8. Najvazniji
sojevi za infekciju ljudi su: ov¢iji — G1 1 govedi soj — G5 (Gottstein i sar., 2010).

Molekularna prouCavanja parazita E. granulosus kao kosmopolitskog parazita,
pored toga Sto omogucava rasvetljavanje epizootioloSko-epidemioloskih karakteristika
oboljenja, pomazu u antropoloSkim istrazivanjima ljudske civilizacije (Yanagida i sar.,
2012).

Poznavanje epizootioloskih 1 epidemioloskih karakteristika ehinokokoze i
hidatidoze, bazirane na rezultatima parazitoloskih i molekularnih ispitivanja kompleksa
E. granulosus s.l., od vitalnog je znaCaja za razradu programa pravovremene
dijagnostike, terapije i prevencije ove kosmopolitske parazitoze (OIE, 2011; OIE,
2014).
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Istorijat oboljenja

Hidatidoza predstavlja vekovima poznatu zoonozu. Ozbiljna bolest sa
karakteristi¢nim cistama bila je prepoznata i opisana jo$ od strane grckih lekara, kao Sto su:
Hipokrat, Galen i Arateus. Etiologija bolesti je dugo bila nepoznata, dok u narednim
vekovima nije definisano njeno parazitsko poreklo (Nakao i sar., 2013).

Danas hidatidoza predstavlja oboljenje svetskih razmera, izuzimaju¢i Island,
Grenland 1 Irsku u kojoj nema autohtonih humanih slucajeva (Siracusano i sar., 2012). Zbog
odsustva fosilnih dokaza, istorija distribucije uzro¢nika ehinokokoze/hidatidoze moze se
pratiti samo indirektno, uz pomoc¢ Zivotinja koje su ukljucene u Zivotni ciklus cestoda i koji
mozZe biti precizno dokumentovan. Istorija ovih parazita vezana je za istoriju ljudske
civilizacije.

Hronologija pripitomljavanja razli€itih vrsta Zivotinja razlikovala se u zavisnosti
od vrste do vrste. Vuk je prva vrsta koja je pripitomljena na tlu Evrope. Genetska
istrazivanja su pokazala da su se vuk i pas razdvojili procesom pripitomljavanja pre oko
125.000 godina. Sa druge strane, ¢ovek je koze, ovce, goveda, verovatno i svinje,
pripitomio oko 80.000 godina pre nove ere. Pripitomljavanje macke je pocelo pre oko
10.000 godina, prestankom nomadskog nacina Zivota i ona neprekidno zivi pored
¢oveka od pre oko 6.000 godina (drevni Egipat). Smatra se da je konj pripitomljen pre
oko 3.500 godina.

U poslednjoj fazi glacijalnog perioda, pre oko 18.000 godina, fauna sisara
Centralne Evrope bila je karakteristicna za severne Sume, sa dominacijom sledecih vrsta
divljih Zivotinja: vuk (Canis lupus), lisica (Vulpes vulpes), divlja svinja (Sus scrofa),
crveni jelen (Cervus elaphus), stna (Capreolus capreolus), los (Alces alces) 1 evropsko

divlje govece — tur (Bos primigenius).
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U danaS$njoj formi, odnos parazita E. granulosus 1 domacina mogao je biti
uspostavljen u kasnom pleistocenu. Fauna sisara Evrope u pleistocenu je u znatnoj meri
ista kao u danasnje vreme i tada ve¢ nije bilo poznatih novih vrsta u tom regionu koje su
otkrivene posle zadnjeg interglacijalnog perioda (zavrSio se pre oko 150.000 godina).
Krajem ovog perioda kontinentalni gleceri su se povukli, a tundre na severu Evrope
zamenjene su Sumama. To je uslovilo promenu distribucije vrsta sisara karakteristicnih
za tundre.

Uslovi za razvoj sinantropnog ciklusa E. granulosus formirani su u Evropi,
upravo od ranog neolitskog perioda, tako Sto je originalni silvati¢ni ciklus: vuk—divlji
papkari postepeno osvajao domicilni ciklus pripitomljenih Zivotinja: pas—domaci
papkari.

Genetska istraZivanja su pokazala da je dug evolucioni proces adaptacije cestoda na
svoje domacdine rezultirao njihovom stabilnom medusobnom vezom, a time i znacajnom
mogucénoséu za zajednicko proucavanje i poredenje kroz vremenske periode.

Molekularna proucavanja parazita E. granulosus s.s. kao kosmopolitskog parazita
omogucavaju nova saznanja koja pomazu u antropoloSkim istrazivanjima ljudske
civilizacije (Yanagida i sar., 2012).

Prvi pisani dokument o hidatidozi u Srbiji datira iz 1899. godine, a nalazi se u
izveStaju o aktivnostima u prvih deset godina Drzavne bolnice u Beogradu. U ovom
izveStaju navodi se 6 sluCajeva bolesti od ukupno pregledanih 26.748 pacijenata. Pre II

svetskog rata bolest je retko dijagnostikovana u Srbiji (Suboti¢, 1989).

2.2. Etiologija oboljenja
Ehinokokoza/hidatidoza je hroni¢na parazitska bolest Zivotinja 1 ljudi
(ciklozoonoza), za €iji razvoj su neophodni stalni i prelazni domacini. Medusobno su
povezane istim uzro¢nikom bolesti, ali se i jasno razlikuju po razvojnim oblicima
parazita koji ih izaziva i vrstama koje oboljevaju i koje su prelazni domacini.

o Ehinokokoza je parazitska bolest pasa i drugih kanida (vuk, lisica, hijena,
Sakal...), kao i nekih felida (macka, lav...) izazvana pantljiCarama iz roda
Echinococcus, familije Taeniidae, potklase Eucestoda, klase Cestoda. Kod
prelaznih domacina moZe se razviti viSe formi oboljenja u zavisnosti od

uzrocnika.
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o Hidatidoza (hidatidna bolest, cisticna ehinokokoza) je hroni¢no oboljenje
koje se javlja kod brojnih prelaznih domacina (domaci 1 divlji papkari,
kopitari, ¢ovek i drugi), uzrokovana metacestodom E. polymorphus syn.
cysticus, larvenim oblikom pantlji¢are E. granulosus s.l.

o Alveolarna ehinokokoza je prouzrokovana metacestodom E. alveolaris,
larvenim oblikom pantlji¢are E. multilocularis.

o Policisti¢na ehinokokoza je izazvana metacestodom vrste E. vogeli.

2.2.1. Genetska raznolikost roda Echinococcus

Od posebnog epizootioloskog i epidemioloSkog znaCaja je genetska raznolikost
vrsta roda Echinococcus, a posebno kompleksa E. granulosus s.1.

U okviru kompleksa E. granulosus s.l., termin ,,s0j“ odnosi se na grupu sa
specificnim genetskim razlikama koje su povezane bioloSkim karakteristikama, a koje su
potencijalno znaCajne u suzbijanju hidatidoze. Sojevi kompleksa E. granulosus s.l.
razlikuju se u karakteristikama kao Sto su: morfologija, biohemija, fiziologija, patogeneza i
infektivnost za Zivotinje i Coveka, sa znaajnim uticajem na epizootiologiju i
epidemiologiju hidatidoze (Bowles 1 sar., 1992; Parsa i sar., 2010).

Na osnovu rezultata filogenetske analize rodu Echinococcus pripada sledecih
devet vrsta (Nakao i sar., 2013):

1. Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.),
2. Echinococcus multilocularis,

3. Echinococcus felidis

4. Echinococcus shiquicus,

5. Echinococcus equinus

6. Echinococcus oligarthra

7. Echinococcus vogeli

8. Echinococcus ortleppi

9. Echinococcus canadensis

Genetska raznovrsnost roda Echinococcus ogleda se u velikom broju genotipova.
Oni imaju razliCit stepen adaptacije na pojedine domacine i nazvani su po dominantnom

prelaznom domacinu. Neki od njih imaju status vrste. U okviru roda Echinococcus, na
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osnovu molekularnih ispitivanja, Cetiri vrste sa viSe genotipova formiraju kompleks E.
granulosus s.1., 1 to:
1) Echinococcus granulosus s.s.: genotip G1 — ov¢iji soj, genotip GIBC — podtip
ovc¢ijeg soja, genotip G2 — soj Tasmanijske ovce i genotip G3 — bivolji soj;
2) Echinococcus equinus, genotip G4 — soj konja i ekvida;
3) Echinococcus ortleppi, genotip G5 — govedi soj;
4) Echinococcus canadensis: genotip G6 — kamilji soj, genotip G7 — svinjski soj,
genotip G8 — soj Severnoamerickih jelena, genotip G9 — soj kod ljudi u Poljskoj i
genotip G10 — soj Skandinavskih jelena.

Tabela 1. Vrste i genotipovi kompleksa E. granulosus s.1.

Red. br. | Vrsta Genotipovi — sojevi Kompleks

G1 — ov¢iji soj
G1BC - podtip ov¢ijeg soja

L E. granulosus s.s. G2 — soj Tasmanijske ovce
G3 - bivolji soj
2. E. equinus G4 —soj konja i ekvida
. Echinococcus
3. E. ortleppi G5 — govedi soj
granulosus s.1.
G6 — kamilji soj
G7 — svinjski soj
4. E. canadensis G8 — soj Severnoamerickih jelena

G10 — soj Skandinavskih jelena

G9 — s0j kod ljudi u Poljskoj */ pripada soju G7

Genetska raznovrsnost kompleksa E. granulosus s.l. uspe$no se determinise
analizom DNK sekvence mitohondrijalnog citohrom C-oksidaza 1 (cox/) gena (Vural i sar.,
2008). Mitohondrijalni citohrom C-oksidaza 1 (coxI) gen pokazao se kao odlian u
klasifikaciji genetske varijabilnosti E. granulosus s.l., ¢ak 1 sa veoma kratkom duZinom
oligonukleotidnih sekvenci. U tu svrhu projektovani su specificni prajmeri CO1 markera:
COL1.F =5-TTT.TTT.GGC.CAT.CCT.GAG.GTT.TAT-3’ i
COl1.R= 5-TAA.CGA.CAT.AAC.ATA.ATG.AAA.ATG-3’ (EURLP, 2010; Casuli i
sar., 2012).
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Kori$¢enjem metodologije MI-05 Evropske referentne laboratorije za parazite, kao i
poredenjem proizvoda sekvenciranja sa referentnim sekvencama registrovanim u Banci gena
moguce je identifikovati ispitivanu vrstu/genotip E. granulosus kompleksa (EURLP, 2010).

Na osnovu rezultata filogenetske analize mitohondrijalne DNK i jedarne DNK
determinisane su vrste roda Echinococcus. Holarticka E. multilocularis, tibetanska E.
shiquicus, afriCka E. felidis 1 neotropske E. oligarthrus 1 E. vogeli Koriste divlje Zivotinje
kao prirodne domacine. Sa druge strane, pripadnici kompleksa E. granulosus s.l. (E.
granulosus s.s., E. equinus, E. ortleppi i E. canadensis), odrzavaju sinantropni Zivotni

ciklus, ukljucuju¢i domaceg psa i papkare u brojnim svetskim regionima (Nakao 1 sar.,

2007).
E. carnagderesis (G100
E. zreris (GO G G
E. f=rais (8
L E oorlsgpi (G35}
E. s Fguwicws
E. multiloctudaris

E_ sguinus (1G4

E. grovedoswe 5.5 (G (&2 G3)
_| E_jdidis
F E. wogeli
E olismthrus

Slika 1. Filogenetsko stablo E. granulosus (Sharma i sar., 2009)

Varijante E. granulosus s.s. ukljucuju: ov¢iji soj — G1, podtip ovcijeg soja —
GIBC, soj Tasmanijske ovce — G2 1 bivolji soj — G3. Ta tri genotipa imaju Siroku
geografsku distribuciju i pokazuju nisku i srednju specifi¢nost za domacina (Sanchez i sar.,
2010).

Ispitivanja genetskih mikrovarijanti u okviru genotipa G1 potvrduju da se radi o
genetski veoma varijabilnom genotipu. To je u skladu sa niskom i srednjom
specificnos¢u prema domacinima i Sirokom geografskom distribucijom koja je
ustanovljena (Andresiuk i sar., 2009).

Genetske varijacije mogu reflektovati razliku u morfologiji 1 infektivnosti
pojedinih sojeva prema vrstama domacina. Mitohondrijalna DNK pruza korisne
genetske markere u proucavanju populacije zato Sto je haploidna, ne rekombinuje se,
brzo se razvija i nasleduje se preko majke. Iz tih razloga mtDNK se najcesce

upotrebljava za diferenciranje srodnih taksona (Boore, 2001).
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Termin ,haplotip” upotrebljava se za opisivanje genetskih mikrovarijanti
uocenih u okviru E. granulosus s.s., genotipova: G1, GIBC, G2 i G3. To su geni koji
se ne rekombinuju, ali se menjaju mutacijama koje remete redosled nukleotida, a mogu
zahvatiti jedan ili viSe nukleotida. Ova promena nukleotida moze, a ne mora, dovesti do
promene redosleda aminokiselina. Indeks diverziteta populacije (broj haplotipova,
diverzitet haplotipova i nukleotidni diverzitet) utvrduju se upotrebom namenskih
softvera (Arelquin 3.1.). Haplotip identifikacija i crtanje mreze kompjuterizovani su
upotrebom TCS 1.21 softvera za statistiCku obradu podataka, sa ciljem ustanovljavanja
povezanosti niskog nivoa odstupanja (Casuli i sar., 2012).

U okviru E. granulosus s.l. poseban epidemioloSki znacaj ima 7 sojeva koji su
zoonoznog karaktera: G1 — ov¢iji soj, G2 — soj Tasmanijske ovce, G3 — bivolji soj, G5 —
govedi soj, G6 — kamilji soj, G7 — svinjski soj i G8 — jelenski soj (Nakao i sar., 2013).

U narednom periodu brojne molekularne tehnike, koje su postale dostupne,
omogucice dalja proucavanja sojeva razliCitth vrsta u okviru roda Echinococcus, §to ce
obezbediti razumevanje nekadaSnjih, trenutnih i potencijalnih epidemioloskih situacija u
pojedinim regionima (Maillard i sar., 2008; Colovié¢ i sar., 2009; Miladinovi¢-Tasié i

Otasevic, 2014).

2.2.2. Vrste roda Echinococcus

Vrste roda Echinococcus, sa genotipovima, geografskom distribucijom, stalnim i
prelaznim domacinima, karakteristikama cista i zoonoznim potencijalom, prikazani su u
Tabeli 2.

Taksonomija je klasi¢an i1 osnovni sistem za prikazivanje biodiverziteta u
bioloSkim naukama. Raniji opisi taksonomije roda Echinococcus bazirali su se na
tadasnjim metodoloSkim moguénostima koje su imale znacajnih ograni¢enja. Ova
sistematika je trpela stalne revizije, dok u toku molekularnih ispitivanja ova znanja nisu
sistematizovana na osnovu razumevanja genetskog diverziteta u okviru roda. U ovoj
oblasti znaCajan pomak je napravljen tek u poslednjim decenijama 20. veka
molekularnom taksonomskom analizom Echinococcus vrsta, upotrebom mtDNK
sekvence gena za citohrom C-oksidazu subjedinice 1 (cox1) i NADH dehidrogenaze

subjedinice 1 (nadl) (Wardle i Mc Leod, 1970; Nakao i sar., 2013).
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Tabela 2. Vrste 1 genotipovi roda Echinococcus sa geografskom distribucijom,

stalnim 1 prelaznim domacinima

R. . . .. Rasprostra Domacin Infeke.
Vrsta Genotipovi - sojevi . - - L.
br. njenost stalni prelazni ljudi
e G1-§irom
G1 — ov¢iji soj . Glad
. Voo sveta -da
G1BC- podtip ov¢ijeg o ovca
E. granulosus | soja i koza
1. . .. Argentina pas y G2-da
5.S. G2 — soj Tasmanijske . govece
Tasmanija .
ovce G3Agi bivo G3oda
T -Azija, -
G3 — bivolji s0j A
Evropa
Azija,
2. | E. equinus G4 — soj konja i ekvida Evropa, pas ekvidi ne
S.Istok
3. | E. ortleppi G — 5govedi soj §irom sveta pas govede da-retka
G6 — kamilji soj svinja
kamila
o Sirom sveta pas ! da
G7 — svinjski soj govede
koza ovca
G8 — SOj S. Americkih . Severnoam.
] S. Arktik vuk 1 da
elena j
4. | E. canadensis | £ evn
mis,
crvenorepi
G10 — soj Skandinavskih | vk, cnotep
) S. Arktik jelen da
jelena pas
Severnoam.
jelen
G9 — soj ljudi, var. G7 Poljska pas covek da
M1 soj Evropa crvena
lisica
5. E ) ) Kina glodari da
multilocularis | \1o 50j Aljaska
Amerika | arkiicka
lisica
e tibetanska | nedoka-
6. | E. shiquicus Genetski jedinstvena Tibet lisica )
pika zana
. e Severna i divlji
7. | E. vogeli Genetski jedinstvena . pacov da
J. Amerika pas
. C. ) divlji
8. | E. oligarthra Genetski jedinstvena J. Amerika felidi pacov da
elidi
zebra nedoka-
9. | E. felidis Genetski jedinstvena Afrika lav .
antilopa zana
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2.2.2.1. Echinococcus granulosus s.s. (Batsch, 1786)

PantljiCara E. granulosus s.s. je sinantropna vrsta i njen Zivotni ciklus je
dominantno povezan sa odnosima pasa i ovaca u pasnim regijama Sirom sveta. Brojnim
molekularnim ispitivanjima ustanovljeno je skromnije ucesce koza, goveda i kamila kao
prelaznih domacina (Dinkel 1 sar., 2004; Vural i sar., 2008).

Echinococcus granulosus je pantljiCara malih dimenzija sa 3—4 proglotide. Pored
pasa kao najznacajnijih stalnih domacina, mogu parazitirati u tankom crevu vise vrsta
Zivotinja pripadnika familija Canidae i Felidae. Stalni domacini se inficiraju jeduci
organe sa fertilnim hidatidnim cistama prelaznih domacina.

Larveni razvoj E. granulosus obavlja se u razliitim organima kod viSe vrsta
Zivotinja (ovca, svinja, govece, koza, bivo) i Coveka, koji predstavljaju prelazne domacine
(Kulisi¢ 1 sar., 1999). U silvaticnom ciklusu bolest kruzi, naj¢es¢e izmedu vuka i lisice i
pripadnika cervida (OIE, 2012).

S obzirom na rezultate arheoloSkih i1 genetskih istraZivanja koji ukazuju da su
ovce pripitomljene u regiji Bliskog Istoka, ova regija se smatra prostorom njenog
porekla. Ova vrsta je postala svetski rasprostranjena verovatno kao posledica razlic¢itih
migracija ljudi i domacih Zivotinja, uz Sirenje pasSnog nacina drZanja ovaca, koje su bile
cuvane uz pomo¢ pasa. Rezultati filogeografskih istraZivanja E. granulosus s.s. u Kini 1
Peruu potvrduju prisustvo zajednickih genotipova i haplotipova koji su dominantni u obe
zemlje, Sto sugeriSe da je predacki rod globalno rasprostranjen i da ima zajednicki izvor
(Nakao i sar., 2013).

Genetske varijante E. granulosus s.s. uklju€uju genotipove: G1 — ov¢iji soj, G2 — soj
Tasmanijske ovce 1 G3 — bivolji soj. Sva tri genotipa imaju Siroku geografsku distribuciju
(G1 — svetska rasprostranjenost, G2 — Australija i Tasmanija G3 — Evropa i Azija) i

pokazuju nisku i srednju specifi¢nost za domacina (Sanchez i sar., 2010).

2.2.2.2. Echinococcus equinus (Sweatman i Williams, 1963)

Cisti¢na hidatidoza kod konja pracena je razvojem unilokularne ciste, uglavnom
na jetri, i skoro da je svetske rasprostranjenosti. Stalni domacin je pas, a prelazni
domacini pored konja mogu biti magarac i zebra. Njena visoka prevalencija u Engleskoj
u periodu 1960-1970. godine rezultirala je intenzivnim proucavanjem 1 jasnim

diferenciranjem od ostalih vrsta. Pripada kompleksu E. granulosus s.l., genotip G4 — soj
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konja i ekvida. Nedvosmisleno je ustanovljeno da se javlja isklju¢ivo kod ekvida i da nema

zoonozni potencijal (Rezabek i sar., 1993; Blutke 1 sar., 2010; Nakao i sar., 2013).

2.2.2.3. Echinococcus ortleppi (Lopez-Neyra i Planas, 1943)

Vrsta E. ortleppi ustanovljena je 1943. godine na osnovu ranijih opisa iz 1934.
godine, od strane Ortlepa koji su se odnosili na uzorke poreklom od pasa iz JuZne
Afrike, kada je nazvana E. granulosus ortleppi. Tek na osnovu morfoloskih razlika
izmedu parazita govedeg soja poreklom iz Svajcarske i ranije definisanih karakteristika E.
granulosus ortleppi, kao 1 molekularne identifikacije bazirane na mtDNK sekvenci,
napravljena je jasna razlika. Definisan je znaCaj goveCeta i1 vodenog bizona kao
prelaznih domacina E. ortleppi i potvrdena njena geografska distribucija u: Evropi,
Africi, Juznoj Aziji i Americi. Ovo je imalo velikog znacaja u epidemiologiji infekcije,
s obzirom na to da je E. ortleppi evidentno infektivan za ljude (Grenoullet i sar., 2014).

Molekularnim prou€avanjem E. ortleppi ustanovljena je njena znacajna bliskost
sa genotipovima E. canadensis. Bliski odnosi izmedu E. ortleppi i E. canadensis
potkrepljeni su morfoloskim sli¢nostima, kao i preklapanjem istih prelaznih domacina
za obe vrste. Echinococcus ortleppi je adaptirana na govece kao prelaznog domacina, ali
fertilne ciste mogu produkovati i svinje i Filipinski jelen (Rusa alfredi). Sa druge strane,
ciste izazvane genotipom GO, vrste E. canadensis, identifikovane su i kod goveda
(Nakao i sar., 2013).

Echinococcus ortleppi, pripada kompleksu E. granulosus s.l. kao govedi soj —

genotip GS.

2.2.2.4. Echinococcus canadensis (Cameron, 1960)

U okviru vrste E. canadensis, na osnovu molekularnih ispitivanja determinisana su
Cetiri genotipa koji imaju dominantne prelazne domacine, na osnovu ¢ega su dobili 1 nazive:
G6 — kamilji soj, G7 — svinjski soj, G8 — soj Severnoamerickih jelena i G10 — soj
Skandinavskih jelena. Kamilji soj se jasno razlikuje od ostalih sojeva koji se mogu sresti
kod goveda, ovaca i konja. Svinjski soj prisutan je u Evropi i karakteriSe se specificnom
morfologijom i brzim razvojem kod pasa. Stalni domacin za ova dva soja je pas. Takode,
postoje indicije da kamilji i svinjski soj imaju zajednicko poreklo. Blisku vezu ova dva soja

potvrduju molekularne analize mtDNK sekvence. U filogenetskoj analizi oni su bliski i sa
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jelenskim sojevima G8 1 G10. Njihovi stalni domacini je pas i vuk. Genotip G9 — s0j
dokazan kod ljudi u Poljskoj, verovatno je varijanta genotipa G7 — svinjskog soja.
Genotipovi: G6, G7 i G10 pripadaju istoj podgrupi, za razliku od G8 koji im je blizak, ali
ima specificne morfoloske i ekoloske razlike, zbog kojih ne mogu biti u istoj podgrupi.
Zbog svih ovih karakteristika pojedinih genotipova, E. canadensis se smatra genetski 1
ekoloski veoma kompleksnom i raznolikom vrstom.

I pored toga sto su svi genotipovi relativno niske infektivnosti za ljude, u ovom
pogledu postoji znacajna razli¢itost medu genotipovima (Nakao i sar., 2013).

Echinococcus canadensis sa svoja cetirl genotipa: G6 — kamilji soj, G7 — svinjski
s0j, G8 — soj Severnoamerickih jelena i G10 — soj Skandinavskih jelena, pripada

kompleksu E. granulosus s.1..

2.2.2.5. Echinococcus multilocularis (Leuckart, 1863)

Echinococcus multilocularis razlikuje se od E. granulosus po bioloSkim i
morfoloskim karakteristikama. DuZina strobile polno zrele pantljiare E. multilocularis
iznosi 2,3-2,4 mm. Broj proglotida varira od 3 do 5. Genitalni otvori nalaze se blize
prednjoj ivici proglotida. Broj semenika krece se od 21 do 29 (Kulisi¢, 2001).

U prirodnim uslovima u silvaticnom ciklusu bolesti stalni domacin su crvena
lisica (Vulpes vulpes), kao 1 arkticka lisica (Vulpes lagopus), a prelazni domacini
razliCite vrste glodara arvikolina, koji nastanjuju ovaj ekosistem. U domacem ciklusu
razvoja parazita domaci pas i macka kao stalni domacini su izvor za inficiranje ¢oveka.

Larveni oblik ove tenide poznat je pod imenom E. alveolaris. Osim kod coveka,
srece se kod goveda, svinja i divljih glodara. U odnosu na unilokularnu cistu ima sasvim
drugaciji razvoj i morfologiju. Membrana proligera zamenjena je bujaju¢om
plazmodijalnom masom koja se grana u svim pravcima. U formiranoj cisti u razli¢itim
organima nastaje mnoStvo vezikularnih Supljina pre¢nika 300-500 wm. Te vezikule
nepravilnog oblika sadrZze veoma malo hidatidne tecnosti, zbog ¢ega se u njima retko
formiraju protoskoleksi. Vezikule su odeljene jedna od druge granulacionim tkivom
koje se vremenom pretvara u fibrozno. Na preseku cista ima izgled Supljikavog sira, a
alveolarni izgled je najviSe izrazen na periferiji. Centralni deo cesto nekrotizuje, a
mehuri¢i se ispunjavaju pihtijastom masom. Prostor izmedu odvojenih mehurica sastoji

se od infiltrirajuceg tkiva zahvacenog organa, koje se preobrazava u granulaciono tkivo,
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pa se organ smezurava, nekrotizuje i raspada. Alveolarni ehinokokus ima karakteristike
maligne tvorevine. Egzogenim pupljenjm nastaju vezikule koje se u toku rasta otkidaju
od primarne ciste i slicno metastazama prodiru u okolno tkivo ili organ, gde nastavljaju
razvoj kao nezavisne ciste (Kulisi¢, 2001; Aleksi¢, 2004).

Genetske varijacije E. multilocularis analizirane su upotrebom mtDNK
sekvenci. Samo nekoliko substitucionih mesta u kratkoj mtDNK je nadeno kao osnov za
razlikovanje dva geografska genotipa, nazvanih M1 (evropski) i M2 (severnoamericki).
Molekularna istraZivanja sugeriSu da je severnoamericki genotip (M2), manje patogen
za ¢oveka od evropskog genotipa (M1). Medutim, ovi genotipovi nisu iskljucivo vezani
za navedena podrucja. Genetskim istrazivanjem materijala poreklom od domaceg psa iz
Britanske Kolumbije (Kanada) ustanovljeno je prisustvo evropskog genotipa. Isti
genotip odraslog parazita ustanovljen je i kod kojota (Canis latrans) u istom regionu.
Pretpostavlja se da je poreklo evropskog genotipa u Britanskoj Kolumbiji u Kanadi
posledica unosa evropske crvene lisice u ovaj region (Nakao i sar., 2013).

Znacajan je nalaz metacestode E. multilocularis kod evropskog dabra (Castor

fibre L.) u Srbiji (Cirovi¢ i sar., 2012).

2.2.2.6. Echinococcus shiquicus (Xiao, 2005)

Ekoloskim 1 morfoloSkim studijama, kao 1 sekvenciranjem mtDNK,
identifikovana je E. shiquicus kao nova vrsta koja se znacajno razlikuje od svih ostalih.
Silvati¢ni ciklus razvoja se odvija izmedu stalnog domacina, tibetanske lisice (Vulpes
ferrilata), 1 prelaznog domacina, malog sisara poznatog kao crvenousta pika (Ochotona
curzoniae), koji zive na nadmorskim visinama od 3.000 do 5.000 m na Tibetskoj
visoravni, gde je samo i dokazano prisustvo ovog parazita. U ovoj regiji kod tibetanskih
lisica dokazano je prisustvo i E. shiquicus i E. multilocularis (Xiao i sar., 2005; Nakao i
sar., 2013).

Molekularna filogeneza, bazirana na mitohondrijalnoj i jedarnoj DNK, ukazuje
na blisku genetsku srodnost E. shiquicus 1 E. multilocularis. Medutim, genetski
diverzitet E. shiquicus je mnogo veci nego kod E. multilocularis. Uzrok ovome moZe
biti znacajna, vremenski duga izolovanost ovog silvati¢nog ciklusa u odnosu na druge
vrste roda Echinococcus koje su naknadno unete. I pored brojnih slucajeva cisti¢ne 1

alveolarne ehinokokoze, koja je ustanovljena kod ljudi u ovom podru¢ju zoonozni
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potencijal E. shiquicus joS uvek je nepoznat (Moro i sar., 2009; Nakao 1 sar., 2013;
Spotin, 2015).

2.2.2.7. Echinococcus vogeli (Rausch i Bernstein, 1972)
Neotropska vrsta, Ciji su stalni domacini divlji pas (S. venaticus) 1 drugi kanidi,
a dominantni prelazni domacin neotropski glodar (Cuniculus paca), vezana je za
Centralnu i Juznu Ameriku. Prelazni domacdini mogu biti i druge vrste glodara ove
regije: (Dasyprocta spp), nutrije, kao i Covek, odnosno neke vrste primata kao Sto su
orangutani i gorile. Metacestoda E. vogeli izaziva policisti¢nu hidatidozu. U razvojni
ciklus se moZe ukljuciti i domaci pas, koji postaje glavni izvor za inficiranje ¢oveka

(Knapp i sar., 2009; Nakao i sar., 2013).

2.2.2.8. Echinococcus oligarthra (Diesing, 1863)

Neotropska vrsta E. oligarthra primarno je otkrivena kod kuguara (Puma concolor)
u Brazilu i opisana kao Taenia oligarthra (Diesing, 1863). Pocetkom 20. veka nakon
ustanovljenih morfoloskih slicnosti parazita sa E. granulosus, a koji je poticao iz materijala
od jaguara (Puma yagouaroundi), naziv je spelovan kao E. oligarthrus 1 koris¢en je sve do
4. izdanja Medunarodnog Kodeksa zooloske nomenklature (2000), kada je vracen ispravan
naziv — E. oligarthra. Prelazni domacini su viSe vrsta velikih brazilskih glodara roda
Dasyprocta. Posle ranih otkrica E. oligarthra je ustanovljena i kod viSe vrsta divljih
neotropskih macaka u Argentini, kao i u severnim regijama Meksika. Infekcija ljudi je
retka, tako da je potvrdeno samo nekoliko sluc¢ajeva u Juznoj Americi.

Filogenetske studije, bazirane na koriS¢enju mitohondrijalne i jedarne DNK,
svrstavaju E. oligarthra kao ¢lana roda koji se veoma rano jasno diferencirao kao posebna
vrsta. Genetski diverzitet E. oligarthra nije jasno proucen, s obzirom na mali broj

raspoloZivih materijala (Nakao 1 sar., 2013).

2.2.2.9. Echinococcus felidis (Ortlepp, 1937)
Specifican status ove vrste uslovljen je bliskim filogenetskim srodstvom sa E.
granulosus s.s., kao 1 ¢injenicom o relativno izdvojenom prostoru Africkog kontinenta na
kome se razvijala. Njen razvoj odvija se u silvaticnom ciklusu: africki lav—divlji papkari

(zebra, antilopa, Zirafa i druge), kod kojih se razvijaju unilokularne ciste. Stalni domacini
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mogu biti 1 druge felide, kanide 1 hijena. Lav (Panthera leo) je evoluirao od predaka u Aziji
u toku kasnog pliocena, a naseljen je u Afriku u ranom pleistocenu. Imaju¢i u vidu
zajedniCku teritoriju (Azija i Bliski Istok) i genetsku bliskost sa E. granulosus s.s.,
pretpostavlja se da je sa sobom u Afriku doneo i cestodu E. felidis. U toku istorijskih
perioda lavovi su zaposeli teritoriju Afrike, Bliskog i Dalekog Istoka, kao i1 delove
Indije. Molekularna ispitivanja potvrduju da je E. felidis i danas kod ove Zivotinje
veoma Cest parazit (Huttner i sar., 2009; Nakao i sar., 2013; Spootin, 2015).

Za sada nema podataka o patogenosti E. felidis za ljude. Ipak, s obzirom na
bliske odnose sa E. granulosus s.s. moguce je postojanje zoonoznog potencijala koji nema

velikog prakti¢nog znacaja (Moro 1 Schoutz, 2009; Nakao i sar., 2013).

2.2.3. Morfologija i razvoj Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus je parazit koji se nalazi u tankom crevu psa, vuka i
Sakala, ali 1 drugih pripadnika familije Canidae 1 nekih vrsta familije Felidae.
Rasprostranjen je Sirom sveta, a naro¢ito u zemljama sa intenzivnim gajenjem ovaca,
goveda i koza. Njen glavni domacin je pas.

Stalni domacin se inficira protoskoleksima koji su nastali bespolnim
razmnoZavanjem u hidatidnoj cisti prelaznog domacina. Evaginacija protoskoleksa
zapocinje u tankom crevu psa, pod uticajem enzima digestivnog trakta koji se kukicama
zakace za sluzokoZu creva (Colovié, 2009).

Paraziti zive pripijeni za sluzokozu tankog creva i prilikom pregleda vide se kao
sitne, ne bas lako uocljive resice.

Telo parazita sastoji se iz glave, vrata i 3—4 clancica. Pantljicara je malih
dimenzija, duZine 3—6 mm i Sirine 0,5-0,6 mm. Skoleks je okruglast, veli¢ine do 330 wm
u preCniku. Na njemu se nalazi retraktilni rostrum sa dvostrukim vencem kukica ¢iji broj
varira od 28 do 50, veli¢ine 18-25 um. Pijavke su okrugle, pre¢nika do 130 um. Vrat je
kratak i na njega se nastavlja strobila koja se sastoji iz 3—4 proglotide. Poslednja
proglotida je duga 2—-3 mm, a Siroka oko 600 um. Genitalni otvori se nalaze na jednoj ili
drugoj ivici proglotida bez pravilnog rasporeda. U polno zrelim proglotidama ima 40-60
semenika. Ovarijum je u obliku potkovice. Zumanéista se nalaze iza ovarijuma. Uterino
stablo se nalazi samo u poslednjem ¢lancicu i sa njega polazi na obe strane po nekoliko

slabo izraZenih bo¢nih ogranaka. Genitalni zacetak se pojavljuje 14 dana posle formiranja
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prvog proglotisa. Vrste roda Echinococcus su hermafroditi sposobni za samooplodnju i za
unakrsnu oplodnju izmedu dve jedinke. Vremenski period potreban da nastane zreli
proglotis u kojem se produkuju jaja zavisi od vrste. Jedino zadnja proglotida sadrzi jaja (od
400-1000). Jaja su ovalnog oblika, duga 32-36, a Siroka 25-30 wm. Opna jaja je
dvostruka i radijalno izbrazdana (Kulisi¢, 2001; Nevenic i sar., 1955; Neveni¢, 1957; Simi¢
i Petrovi¢, 1962;).

Kada pas kao stalni domacin pojede fertilnu cistu, u njegovom tankom crevu iz
svakog skoleksa razvija se po jedna pantljiCara E. granulosus. Polno zrela pantljiara
razvice se za 58—85 dana. U razvojnom ciklusu E. granulosus potrebno je 32-58 dana da
bi se u zrelom proglotisu naslo do 1000 jaja. Ovaj proces moze da traje do 80 dana, pri
¢emu na svakih 14 dana sazreva novi proglotis. Psi inficirani fertilnim cistama nakon 6
meseci fecesom pocinju da izluCuju veliki broj jaja parazita, kontinuirano tokom cele
godine. Parazit E. granulosus Zivi u crevu stalnog domacina oko 2 godine, nakon cega

dolazi do njegovog izbacivanja (Kulisi¢, 2001; Aleksi¢, 2004; Gottstein i sar., 2014).

2.2.4. Morfologija i razvoj hidatidne ciste u prelaznom domaéinu

Kada stalni domacin izbaci u spoljas$nju sredinu ¢lancice s jajima E. granulosus,
jaja su embrionirana i infektivna za prelaznog domacina. Prelazni domacini se inficiraju
ingestijom jaja preko kontaminirane hrane ili vode. Razvojem metacestode E. granulosus
u razli¢itim organima kod viSe vrsta Zivotinja (ovca, svinja, govece, koza, bivo) 1 Coveka,
razvija se larveni oblik koji se naziva E. polymorphus syn. cysticus. Bolest koju izaziva
naziva se hidatidoza (sin. hidatidna bolest, cisti¢na ehinokokoza).

U Zelucu i po€etnom delu tankog creva prelaznog domacina jaje prska i iz njega
izlazi embrion heksakant. Veli¢ina ove larve iznosi 20-25 um. Oslobodeni embrion
probija zid creva i1 putem krvotoka v. porte dospeva do jetre. PoSto ovaj organ
predstavlja prvu barijeru za embrione, najvec¢i deo njih se ovde i zadrZava 1 nastavlja
razvoj. Zahvaljuju¢i malim dimenzijama i elasticnosti, deo embriona prolazi barijeru
jetre i preko srca i malog krvotoka dospeva do plu¢a. Deo embriona se zadrzi u plu¢ima,
ali deo moZe nastaviti svoj put kroz sistemski krvotok do svih delova tela gde postoji
vaskularizacija.

Kada se embrion zaustavi u nekom od organa, izgubi stilete i poCinje rast ciste,

koji vrlo sporo napreduje. Za 15 dana u sredini larve pojavljuje se vezikula ispunjena
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teCnos¢u. Posle mesec dana ona dostize veli¢inu 250-350 wm, a ¢itav ¢vori¢ u kome se
nalazi nije ve¢i od 1mm. Posle 3 meseca veliCina ciste dostize 1,5-2 mm, a posle 5
meseci 0,5-1 cm u precniku. Tek posle nekoliko godina dostiZe veli€inu jajeta, pesnice,
paidecje glave.

Struktura ciste je slozena 1 sastoji se iz viSe slojeva. Spolja se nalazi
vezivno-tkivna opna (adventicija), debljine oko Imm i nastaje kao posledica zapaljenske
reakcije u okviru odgovora organizma domacina na prisustvo metacestode. Naziva se i
pericista. Ispod nje se nalazi spoljasnja, acelularna laminarna membrana (kutikula).
Izmedu ove dve membrane nalazi se uski, golim okom nevidljivi pericisticni prostor
preko koga cista komunicira sa domac¢inom. Kutikula, koja je spoljasnji sloj membrane
hidatidne ciste, bele ili sivobele boje je kod mladih cista, dok je kod starijih cista deblja,
neprozirna i ¢esto naborana. Sastoji se iz mnogobrojnih koncentri¢nih lamela u kojima
ima i hitina. Ona je ¢vrsta i kompaktna, ne propusta bakterije, ali je propustljiva za
koloidne rastvore. Ispod kutikule se nalazi unutrasnji parenhimski sloj — germinativna
membrana (membrana prolygera seu parenchymatosa), koji oblaZze celu unutra$nju
povrsinu ciste. Ona je tanka, debljine 20-25 um, nezne strukture. Njene celije pokazuju
zrnastu gradu, sadrze viSe jedara i glikogena. Membrana prolygera se uvraca u hidatidnu
teCnost 1 gradi vesiculae prolygera precnika 250-500 um. To su mali mehuri¢i koji
nastaju pupljenjem germinativne membrane. One su plodni deo ciste, jer se u njihovu
unutraSnjost uvracaju skoleksi (protoskoleksi) dimenzija 190x160 um.

Na njima se nalaze pijavke i kukice rostruma u uvra¢enom poloZaju, kao i peteljka
kojom su vezani za zid vezikula ili otkinuti plivaju u tec¢nosti. Njihov broj zavisi od
veli¢ine ciste. U ve¢im cistama ima ih viSe stotina hiljada. U svakoj od ovih vesiculae
prolygera nalazi se vise skoleksa (10-30) (Kulisi¢, 2001; Jovanovic i sar., 2012).

Produkcija vesiculae prolygera i protoskoleksa ne zavisi od veliCine ciste, ve¢ od
odnosa parazita i domacina.

Sedimentacijom sadrZaja hidatidne ciste, na dnu se formira talog od istalozenih
vesiculae prolygera, koji se naziva ,hidatidni pesak* i bistra teCnost iznad taloga, koja se
naziva hidatidna te¢nost (Slika 10). U lem’ sedimenta nalazi se u proseku 400.000
protoskoleksa. 1z ovog proizilazi da se u jednoj cisti prosecne veli¢ine, u kojoj ima 3—6

cm’ ,hidatidnog peska“ nalazi 1.200.000—2.400.000 skoleksa. Skoleksi su ovalnog oblika
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sa rostrumom koji je obi¢no uvracen. Dugi su oko 190, a Siroki oko 160 wm. Broj kukica
na rostrumu krece se od 32—40, a njihova duzina je 21-29 um.

Hidatidna te¢nost je neutralne ili slabo alkalne reakcije. Njena specifi¢na teZina je
izmedu 1007 i 1015. Ne koagulise na toploti ni posle dodavanja kiselina, s obzirom na to
da belan¢evine sadrZi samo u tragovima. U njoj se nalaze rastvorene soli (natrijum-hlorid,
natrijum-fosfat i natrijum-sulfat), glukoza, leucin, tirozin, siréetna, propionska,
valerijanska i ¢ilibarna kiselina, kao i viSe masnih kiselina. Takode, u njoj se nalaze i
proteoliticki 1 glikoliticki fermenti, o ¢ijem dejstvu na organizam domacina nema
usaglaSenih podataka. Hidatidna tecnost je po pravilu sterilna, nezagadena bakterijama.

Medutim, dokazana je kvalitativna razlika u biohemijskom sastavu sadrzaja
hidatidne ciste kod razliitih Zivotinja i Coveka. Dokazana je znaCajna slicnost
biohemijskog sastava sadrzaja cista kod ovaca i ¢oveka i njihova razlika u odnosu na
koze, goveda 1 kamile. U okviru hemijskih analiza sastava hidatidne te¢nosti,
ustanovljeno je da kod koza ona ima znacajno veci sadrzaj lipida nego kod ovaca, ali da je
taj sadrzaj manji nego kod goveda, ljudi i kamila. Sa druge strane, u sadrzaju cista kod
ovaca nalazi se viSe glukoze i proteina nego kod goveda, ali bez znacajne razlike u nivou
triglicerida (Refik i sar., 2000).

Echinococcus polymorphus moze se podeliti po: nastanku, zastupljenosti i
plodnosti. Po nastanku moZe biti primarni i sekundarni. Primarni E. polymorphus je
najcesci larveni oblik, kako kod Zivotinja, tako 1 kod ¢oveka. Sekundarni E. polymorphus
nastaje usled razlivanja sadrZaja primarne ciste, najéeS¢e usled mehanicke traume, pri
¢emu se iz svakog uvracenog skoleksa razvija novi E. polymorphus. U slucajevima
prskanja primarne ciste (najéeS¢e na povrsini organa - jetra, plu¢a), sekundarne ciste se
razvijaju na peritoneumu, pleuri i perikardu. Grada sekundarne unilokularne ciste
razlikuje se od primarne, izmedu ostalog, po tome $to nema spoljnu opnu niti kutikularni
sloj.

Po zastupljenosti, ciste mogu biti unilokularne i multilokularne. Napred opisane su
unilokularne, pojedina¢ne. One mogu biti i multiple sa razliitim brojem cista u zavisnosti
od intenziteta infekcije. Kod nekih prelaznih domacina, kao §to je ¢ovek, unutar hidatidne
ciste mogu da se razviju ciste ¢erke. Poreklo cisti ¢erki unutar hidatidne ciste joS uvek nije
rasvetljeno u potpunosti. Moguce je da ciste ¢erke nastaju od protoskoleksa u primarnoj

hidatidnoj cisti koji se razvija u vezikulu, usled odredenih promena nastalih u primarnoj
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cisti. Moguce je i da nastaju od fragmenata germinativne membrane, pri ¢emu dode do
izvrtanja fragmenta tako da unutraSnji deo germinativne membrane bude unutar buduce
ciste ¢erke. Neka istrazivanja pokazuju da mogu nastati unutar primarnih cista koje su
pretrpele odredena oSte¢enja, kao Sto su manje rupture zida ciste i eventualne
komunikacije sa Zuénim putevima i prisustvo Zuéi u primarnoj cisti (Colovié¢, 2009). U
ovim slucejevima govorimo o endogenoj cisti ¢erki.

Zid hidatidne ciste moZe da pukne iz razlicitih razloga, a najcesS¢e kao posledica
mehanicke traume. Jedan od rezultata moze biti nastanak cista ¢erki u pericisticnom
limfnom prostoru, kada govorimo o egzogenim cistama. Kod egzogene hidatidne ciste
cerke, vezikule majke 1 vezikule cerke poseduju jednu zajedni¢ku vezivno-tkivnu
(reaktivnu) membranu.

Multilokularne ciste se razlikuju od unilokularnih po tome Sto je cista nepravilnog
oblika. Na preseku organa sa multilokularnim cistama vide se Supljine razlicite veliCine i
oblika. Takve ciste su protkane i fibroznim tkivom. Nikada ne dolazi do nekroze u centru,
ne daju metastaze i nema maligne proliferacije. Veoma je bitno razlikovati ih od
alveolarnih cista.

Po plodnosti ciste se dele na plodne (fertilne) i1 neplodne (sterilne). U slucaju da
nedostaje germinativha membrana (membrana prolygera) ili je zakrzljala, odnosno
delimi¢no razvijena, ne dolazi do formiranja skoleksa. Sterilni E. polymorphus nije
infektivan za stalnog domacina. Zastupljenost fertilnih cista kod pojedinih prelaznih
domacina znacajno se razlikuje kod razlicitih vrsta. Kod ovaca je oko 93%, svinja 70%, a

najmanja je kod goveda oko 13% (Simi¢ i Petrovi¢, 1962; Kulisi¢, 2001).

2.2.5. Otpornost razvojnih oblika parazita

Po napustanju digestivnog trakta stalnog domacina jaja E. granulosus su
embrionirana i sposobna za infekciju prelaznog domacina. Spoljasnji omotac jajeta,
embriofora, sastoji se od prizmi proteina slicnog keratinu, medusobno spojenih
cementnom supstancom, Sto im daje radijalnu strukturu. U sredini se nalazi embrion
heksakant sa Sest kukica, kao i sekretorne, misi¢ne i germinalne Celije (Colovic’, 2009).

U spoljnim uslovima jaja E. granulosus su veoma otporna i mogu da preZive od

6 do 12 meseci, u zavisnosti od uslova sredine (Miladinovi¢-Tasi¢ i Otasevi¢, 2014). Za
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ovu otpornost svakako je zasluzna 1 grada jajeta, a posebno njenog
omotaca — embriofore.

U vlaznoj zemlji na temperaturi od +4 do +15°C jaja mogu da preZive do godinu
dana. Na temperaturi od -1°C mogu da preZive 4 meseca, a u plitkoj vodi ili vlaznom
pesku preko 3 nedelje. Takode, mogu da ostanu sposobna za infekciju ako se drze 16
dana u vodi ili 11 dana na vazduhu (bez izlaganja suncu). Na temperaturi od +60 do
+80°C prezivljavaju 5 minuta, dok ih kuvanje na 100°C uniStava trenutno. Na
temperaturi od -70°C jaja gube infektivnost posle 96 sati. Na preZivljavanje jaja E.
granulosus znacajno uti¢e nivo vlaznosti u sredini. Pri relativnoj vlaznosti od 25%
mogu da preZive Cetiri dana, odnosno jedan dan pri vlaznosti od 0%. Direktna sunceva
svetlost i isuSivanje ih brzo uniStavaju, a temperatura od +50 °C za 1 Cas.

U organima zaklanih ili uginulih Zivotinja skoleksi fertilnih cista zadrzavaju
sposobnost za infekciju stalnih domacina preko 30 dana, kada se ¢uvaju na temperaturi
od +2°C. Psi se mogu inficirati skoleksima iz potpuno zaledenih cista ¢uvanih na -8°C u
toku 24 ¢asa ili na -3°C u toku tri dana. Infekcija je mogucéa i skoleksima iz cista
Cuvanih 6-7 dana na 24-26°C i 5 dana na 30°C, iako je organ (jetra, pluc¢a) sa cistama u
tom periodu u stanju raspadanja (Sibali¢ i Cvetkovié, 1996; Colovié¢, 2009; Dimitrijevi¢

1 Ili¢, 2011).

2.3. Patogeneza Echinococcus granulosus infekcije

Posle prodiranja kroz zid creva onkosfere se krvotokom mogu razneti po raznim
delovima organizma, ali se najceS¢e zadrzavaju u jetri, plu¢ima, bubrezima, srcu i
drugim organima, gde se razvijaju hidatidne ciste. Ciste dostizu razliCitu veliCinu u
zavisnosti od duZine trajanja procesa.

U slucaju lokalizacije ciste u jetri, pritisak na Zu¢ne puteve moZe dovesti do
zastoja zuci 1 zutice. Hidatidna cista u plu¢ima, u zavisnosti od veli¢ine i lokalizacije,
moze prouzrokovati respiratorne smetnje.

Pored pritiska na okolno tkivo u kome se nalaze, pojedinacne ciste ili povecani
organ mogu vrsiti pritisak na okolne organe (dijafragmu, pluca, jetru, jednjak, dusnik,
krvne sudove), §to moZe imati za posledicu poremecaj funkcije tih organa.

Ponekad se moZe desiti da u ranim fazama razvoja hidatidne ciste eozinofili

prodru u vezivnotkivnu kapsulu, kao i izmedu nje i membrane ciste (membrana
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prolygera). Oni je mogu i razoriti, pri ¢emu hijalinu supstanciju zahvata proces
fagocitoze. Hidatidna te¢nost se apsorbuje, membrana ciste postaje naborana, a
vezivno-tkivna kapsula zadebljava. Ponekad se cela cista apsorbuje i zamenjuje
fibroznim ¢vori¢em.

Hidatidna cista moze da prsne, uglavnom kao posledica mehanicke traume i kod
ljudi predstavlja naj¢eS¢u komplikaciju. Ako se nalazi na povrSini organa moze nastati
generalizacija hidatidoze u grudnoj, odnosno trbusnoj duplji, uz posledi¢nu pojavu
pleuritisa, odnosno peritonitisa. Prsnuc¢e ciste moze izazvati i anafilakticki Sok kao
posledica prethodne senzibilizacije organizma. Ciste se mogu i inficirati, Sto moZe
izazvati poslediéni razvoj gnojnog procesa (Sibali¢ i Cvetkovi¢, 1996; Dimitrijevié i

Ili¢, 2011).

2.4. Epizootiologija hidatidoze kod Zivotinja
2.4.1. Izvoriinfekcije Zivotinja
Stalni domacini se inficiraju konzumirajuc¢i organe uginulih ili zaklanih Zivotinja
u kojima se nalaze fertilne hidatidne ciste. Infekcija pasa je moguca tokom cele godine.
Zimski period godine, kada se u individualnim gazdinstvima obavljaju tradicionalni
svinjokolji, predstavlja sezonu veceg rizika za pse, jer tada mogu lakse i ¢eS¢e doc¢i do
hidatidnih cista. Cinjenica da u njihovom tankom crevu odrasla pantlji¢ara opstaje do

dve godine ovu sezonu inficiranja ¢ini manje bitnom (Kulisi¢, 2001).

2.4.2. Putevi prenosenja i inficiranja Zivotinja

Infekcija prelaznih domacina jajima E. granulosus je moguca tokom cele godine,
bez izrazenog sezonskog karaktera. Feces pasa u kome se nalaze jaja parazita
kontaminira zemljiSte i biljke dvoriSta, baSta, paSnjaka i livada. Sa ovih povrSina jaja
spiranjem dospevaju u bunare, stajace i tekuce vode. Jaja parazita koja se nalaze u
prasini noSena vetrom se mogu razneti na velike razdaljine (Kulisi¢, 2001).

Zivotinje prelazni domaéini se inficiraju na pa$njacima, pojilima, barama,
uopSte na svim mestima gde mogu doc¢i u kontakt sa jajima E. granulosus. Inficiranje na
kontaminiranim pasnjacima od davnina do dana$njih dana je dominantni nacin infekcije

ovaca i koza.
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U Srbiji se goveda danas gaje pretezno u Stalskim uslovima. Ipak, postoje regije
u kojima je pasni nacin gajenja goveda znacajan i dominantan u odnosu na Stalski. U
odnosu na ove Cinjenice uslovi inficiranja ove vrste su se izmenili. S obzirom na sve
redi boravak goveda na paSnjacima, smanjio se znacaj ovog nacina inficiranja.
Medutim, i dalje je ostala znacajna kontaminacija livada fecesom inficiranih stalnih
domacina. PoSto su jaja E. granulosus otporna u spoljasnjoj sredini, pripremom i
c¢uvanjem sena sa kontaminiranih pasnjaka, ¢uvaju se i jaja parazita sve do hranjenja
Zivotinja. Sa druge strane, relativno lo$i biosigurnosni uslovi u objektima za gajenje
goveda, pogotovo u ekstenzivnim uslovima gajenja, omogucavaju nesmetani pristup
vlasnickih, kao 1 nevlasniCkih pasa (pasa lutalica) objektima 1 njihovu direktnu
kontaminaciju. Za Zivotinje koje se u Srbiji gaje pretezno na pasi inficiranje se deSava
na pasnjacima. U zemljama zapadne Evrope sa intenzivhom govedarskom
proizvodnjom dominantan je pasni nain gajenja. Medutim, u njima ne postoji problem
nevlasnickih pasa, koji bi predstavljali izvor infekcije, ali nije isklju¢ena mogucnost da
infekciju Sire druge vrste Zivotinja.

Svinje kao prelazni domacéni se relativno lako inficiraju, imajuci u vidu ¢injenicu
da su svaStojedi, kao 1 nizak biosigurnosni nivo njihovog gajenja sa slobodnim
pristupom pasa ovim objektima.

Bez obzira na to koji su bili putevi Sirenja uzrocnika u Zivotnoj okolini, u
organizam prijemc¢ivog prelaznog domacina jaja uvek dospevaju peroralnim putem.
Prelazni domacin unosi u svoj organizam jaja pantljiCare ishranom kontaminiranom

hranom ili vodom.

2.4.3. RaSirenost hidatidoze kod Zivotinja u Srbiji

Prema rezultatima istrazivanja u Republici Srbiji pantljicara E. granulosus
prisutna je u znacajnoj meri. Dominantni stalni domacin ove vrste je pas, a prevalencija
infekcije je razlicita u razliCitim krajevima (Dimitrijevi¢, 1996). Procenat inficiranih
vlasni¢kih pasa krece se od 15% u Valjevu, NiSu i Zrenjaninu (Markovi¢, 1978;
Antanasijevi¢, 1993; Paunovic i sar., 1994) do 48% kod pasa u Pozarevcu (Tesi¢, 1997) i
Zajecaru (Simonovi¢, 1974). U Valjevu je ovom pantljicarom inficirano oko 70%

nevlasnickih pasa (Vesi¢, 1996).
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U Republici Srbiji procenat domacih Zivotinja kod kojih je ustanovljeno prisustvo
E. polymorphus znacajno varira u odnosu na vrstu Zivotinja, nacin gajenja, geografsku
lokaciju i socio-ekonomske uslove. Hidatidoza je najcesc¢e dijagnostikovana kod ovaca,
goveda i svinja (Dimitrijevi¢, 1996; Antanasijevi€ i sar., 1997; Kulisi¢ i sar., 1999). Na
osnovu izvestaja veterinarske inspekcije na klanicama na podrucju Srbije, hidatidoza je
registrovana kod 4,0-5,5% ovaca, 0,6-4,5% goveda i 4,04,3% svinja. U pojedinim
krajevima Srbije istrazivanja su pokazala da je hidatidoza prisutna kod starijih kategorija
ovaca (70,64-95,0%), kod junadi (5,76-7,27%), kod goveda (56,95-94,61%) i svinja
(2,41-34,8%) (Simonovi¢, 1974; Markovi¢, 1978; Lepojev 1 sar., 1989; Stevanovi¢, 1992;
Damnjanovic¢ i sar., 1995; Dimitrijevi¢, 1996).

Razlozi ovako nepovoljne epizootioloSke situacije su viSestruki. Najveca
prevalencija je kod ovaca i svinja, kod kojih je najveci procenat hidatidnih cista fertilan
(kod ovaca 93%, kod svinja 88%), dok kod goveda iznosi 13% (KuliSi¢ i sar., 1999).

Poseban  problem je izostanak sistematskog pracenja  prevalencije
ehinokokoze/hidatidoze u Republici Srbiji u toku poslednjih 20 godina (Pavlovi¢ i sar.,
2011).

2.5. PatomorfoloSke promene kod Zivotinja

Izgled pojedinih organa u kojima se nalaze hidatidne ciste zavisi od broja i
veli¢ine pojedinih cista. Ponekad se mogu naci samo pojedinacne ciste koje se Cesto i ne
primecuju spoljasnjim pregledom organa, ako su manje veliine 1 ako su lokalizovane u
unutrasnjosti organa. Medutim, ¢esto ih moze biti toliko da je zahvaceni organ visestruko
uvecan. Kod ovaca i svinja veli¢ina cista je naj¢es¢e u rasponu od 4 do 5 cm u precniku,
retko kada veca, s obzirom na Cinjenicu da se ove kategorije Zivotinja iz ekonomskih
razloga gaje do 2-3 godine starosti. Izuzetak predstavljaju priplodne Zivotinje kod kojih
se u starosti od 5—6 godina mogu naci ciste veceg promera. Kod goveda, posebno starijih,
mogu se naéi znatno veée hidatidne ciste veli¢ine do 10 cm u pre¢niku, pa i veée (Sibalié
1 Cvetkovi¢, 1996; Dimitrijevi¢ 1 1li¢, 2011). Znatno vece dimenzije ciste dostizu kod
ljudi (Stanley, 1985; Mc Gavin i Zachary, 2007).

Echinococcus polymorphus je cisticnog ili mehurastog tipa. Ispunjena je bistrom

vodenastom, ponekad zamucéenom, zZutom providnom tecnoS¢u, bez mirisa (hidatidna
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teCnost). Hidatidna cista je gotovo uvek pod pritiskom, tvrda i ne fluktuira (Jovanovi€ i
sar., 2012).

Kod domacih Zivotinja kao prelaznih domacina, obi¢no se radi o primarnoj
unilokularnoj cisti. U organima se javljaju poput pojedinac¢nih (solitarnih) cista ili
multipno $to je mnogo ¢esce pri infekciji visokog intenziteta, a karakteriSe se razvojem
brojnih cista. Oblik ciste, u uslovima nesmetanog razvoja najceS¢e je okruglast.
Medutim, na istom organu mogu da se nadu ciste razlicite veli¢ine, Sto se objasnjava
neujednacenim rastom, superinfekcijama ili imunskim statusom domacina.

U starijim cistama vecih dimenzija ponekad se mogu naci ciste cerke, koje su
ceSce kod ljudi.

Znatno rede moze se razviti i multilokularna cista. NajceS¢a je kod goveda,
ponekad kod ovaca, veoma retko kod svinja. Multilokularna cista je konglomerat
sastavljen iz mnogobrojnih cista, a svaka pojedinana cista obavijena je svojom
posebnom vezivno-tkivnom membranom (membrana adventitia), s tim S$to su
membrane konglomerata povezane medusobno u vidu mreze fibroznog tkiva. Po
lokalizaciji, ovaj tip cista se razvija najceSce u jetri (JakSi¢ i Sofrenovié, 1979).

Ve¢ 12 casova posle infekcije onkosfere se mogu na¢i u jetri okruZene
mononuklearnim ¢elijama. Treceg dana, zbog prisustva veceg broja eozinofila formacija
se povecava. U tom stadijumu zapaZaju se citoloske i karioliticne promene u susednim
hepatocitima, Sto se pripisuje delovanju parazitskih toksina. Posle 14 dana od
lokalizacije onkosfere, parazitska forma postaje cisticna i mogu se zapaziti tri zone. Oko
parazita koji se nalazi u centru koncentrise se sloj radijalno rasporedenih ¢elija. Oko ove
zone nalazi se sloj mononuklearnih cCelija, eozinofila, dZinovskih ¢elija, fibroblasta i
leukocita. Na periferiji se nalazi zona degenerisanih hepatocita sa reakcijom krvnih
sudova. Oko ove zone nalazi se normalno jetrino tkivo (Jones i sar., 1996; Sibali¢ i
Cvetkovi¢, 1996).

Pri infekciji visokog intenziteta izmedu pojedinih cista mogu ostati manja ili
veca ostrvca jetrinog tkiva, gde se moZe razviti kompenzatorna hipertrofija. Dalji rast
cista i kompenzatorna hipertrofija imaju za posledicu povecanje Citavog organa i do 10
puta. Kompresiona atrofija, kompenzatorna hipertrofija i stagnacioni ikterus usled
kompresije Zu¢nih kanala najcesce su patoloske posledice razvoja hidatidne ciste na jetri

(Jaksi¢ i Sofrenovié, 1979; Sibali¢ i Cvetkovié, 1996).
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Lokalizacija hidatidne ciste u plu¢ima najcesca je kod goveda i ovaca, reda kod
svinja, a moZe da se nade i kod koza i konja. PatoloSke promene koje hidatidne ciste
mogu izazvati u ovom organu zavisi od njihove lokalizacije i veliCine.

Sli¢cne promene, ali znatno rede, mogu se nac¢i na drugim organima (bubreg,
srce, slezina), pri Cemu vrsta i stepen patoloSkog delovanja zavisi od organa,
lokalizacije 1 veliCine ciste.

Velike ciste koje se nalaze na povrSini organa mogu vrSiti pritisak na ogranke v.
porte, Sto ponekad dovodi do portne hipertenzije i ascitesa (Jovanovic i sar., 2012).

Retka je pojava prodiranja sadrZzaja hidatidne ciste sa skoleksima u krvne sudove
sa posledicnom embolijom, odnosno hematogenim rasejavanjem skoleksa, koje rezultira
sekundarnom ehinokokozom (Jaksi¢ i Sofrenovi¢, 1979).

Parazit moZe da ugine u bilo kojoj fazi razvoja. Tada se te¢nost zamuti, a cista se
vremenom smeZurava. SadrZaj ciste postaje gust, a kasnije kalcifikuje. Sekundarne
promene hidatidne ciste su najceSc¢e kod konja, ali ima ih 1 kod drugih vrsta, i najceSce
se javljaju kao posledica otezane ili spreCene ishrane. To se najeSce desava kada je
vezivno-tkivnu kapsulu, odnosno pericisti¢ni prostor, zahvatio inflamatorni proces,
hemoragija ili drugi patoloski proces. Zbog makroskopskog izgleda ovih cista
diferencijalno-dijagnosticki treba iskljuciti druge bolesti (tuberkuloza), kod kojih se

javljaju sli¢ne promene.

2.6. Epidemiologija hidatidoze kod ljudi
2.6.1. Izvori infekcije ljudi
Ljudi se najcesce inficiraju indirektno preko povréa koje nije dobro oprano, a
kontaminirano je fecesom pasa. Kod dece je naj¢esca direktna infekcija usled unosa jaja
parazita sa dlake inficiranih pasa. Za razliku od domacih 1 divljih Zivotinja prelaznih
domacina, Covek predstavlja sporednu, slu¢ajnu ZzZrtvu infekcije bez znaCaja u
epizootiologiji oboljenja i njenom daljem Sirenju (Sibali¢ i Cvetkovié, 1996; Kulisié,

2001; Dimitrijevi¢ i Ili¢, 2011).

2.6.2. RaSirenost hidatidoze kod ljudi u Srbiji
Region bivse SFRIJ je svrstan u endemsko podrucje hidatidoze, sa incidencijom od

3,7 (1969) do 4,75 (1985) na 100.000 stanovnika. Kao hiperendemske oblasti sa
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incidencijom oboljenja preko 12 na 100.000 stanovnika definisane su: Dalmacija,
Hercegovina, severna Crna Gora, isto¢na Srbija, Raska regija, Kosovo i Metohija,
Makedonija (Mantovani i Lasagha, 2004; Colovié, 2009).

Epidemioloska situacija hidatidoze kod ljudi poznata je samo u izvesnoj meri, kod
dela populacije sa odredenim zdravstvenim problemima i sprovedenim dijagnostickim
postupcima. Podaci se odnose na zvani¢nu prijavu oboljenja, pri ¢emu se pretpostavlja da
znacajan broj bolesnika koji su ¢ak tretirani bolnicki, nisu zvani¢no prijavljeni.

Prema podacima Instituta za bolesti digestivnog sistema KC Srbije, evidentiran je
stalni porast bolesnika operisanih od hidatidoze. U periodu 1990-2005. godine na ovom
Istitutu, od hidatidoze sa lokalizacijom na jetri, operisan je 651 bolesnik. U
Univerzitetskoj decijoj klinici u TirSovoj, u periodu januar 2004—avgust 2009. godine od
hidatidoze je operisano preko 80 dece (Colovié, 2009).

Na teritoriji Republike Srbije u 2012. godini od hidatidoze je obolelo 39 ljudi
(incidencija 0,54/100.000), sa dominantnom lokalizacijom na jetri (34 osobe). Od toga, 29
osoba obolelo je u centralnoj Srbiji, a u Vojvodini 10 osoba. U uzrastu iznad 15 godina
obolelo je 38 osoba, a medu obolelima su dominirale osobe Zenskog pola (61%) (Institut za
javno zdravlje Srbije ,,.Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, 2013). U 2014. godini od hidatidoze je
obolelo 45 osoba (incidencija 0,63/100.000), sa dominantnom lokalizacijom na jetri (39
osoba). Sve obolele osobe su u uzrastu iznad sedam godina, pri ¢emu je Zenski pol
dominantan (68,9%) (Institut za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, 2015).

U periodu 1998-2010. godine incidencija hidatidoze u Republici Srbiji iznosila je
0,28-0,63/100.000 stanovnika. Geografska distribucija bolesti pokazuje znaCajne varijacije.
Kumulativna incidencija zvani¢no prijavljenih slucajeva u desetogodiSnjem periodu
(2001-2010.) krece se od 0,46/100.000 u centralnom delu, do 39,0/100.000 u juznom delu
zemlje. U toku perioda bolest je pokazivala tendenciju smanjenja broja obolele dece, a
ceS€e se pojavljivala kod osoba Zenskog pola. Podaci se odnose na zvani¢nu prijavu
oboljenja, pri ¢emu se pretpostavlja da znacajan broj bolesnika koji su i bolnicki tretirani
nisu zvanicno prijavljeni (Bobi¢ i sar., 2012; Bobi¢ i sar., 2014). U periodu 2005-2008.
godine u Srbiji hidatidoza je imala tendenciju smanjenja kod ljudi. Na osnovu zvani¢nih

prijava incidencija se kretala od 0,63 (0,93 u Vojvodini) do 0,34 (Stefan-Mikic¢ i sar., 2011).
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2.7. Molekularna epizootiologija i epidemiologija

Savremene dijagnosticke tehnike, medu kojima poseban znafaj imaju
molekularne tehnike, u poslednjim decenijama su dale znacajan doprinos proucavanju
brojnih zaraznih 1 parazitskih bolesti 1 dovele do znac¢ajnog napretka u klinickoj praksi
infektivnih bolesti. Medu njima poseban znaCaj imaju reakcija lanCane polimeraze
(PCR) i sekvenciranje genoma. Pored parazitoloskih metoda, ovo su jedine direktne
metode kojima je moguce dokazati prisustvo genoma odredenog agensa u ispituju¢em
materijalu. PCR je visoko specificna metoda, jer je par prajmera po ciljnoj sekvenci
specifican samo za odgovaraju¢i fragment DNK. Iz jedne ciljne sekvence moZe se
dobiti preko milijardu kopija koje omogucavaju njenu identifikaciju i merenje. Za
ispitivanje ciljne sekvence nije neophodna velika koli¢ina DNK, niti visoki kvalitet
DNK uzorka. Sekvenciranje omoguc¢ava suptilna proucavanja genetske varijabilnosti
dela genoma uzro¢nika (Gottsein, 1992; Cikota i sar., 2002; Eckert i sar., 2002; Craig i
sar., 2007; Zivkovié, 2007; Savié¢ Paviéevié i sar., 2011; Stanimirovi¢ i Stevanové,
2012).

Molekularna epizootiologija 1 epidemiologija obuhvata razliite laboratorijske 1
analiticke metode kojima se lakSe mozZe objasniti priroda uzro¢nika bolesti u funkciji
vremena i njegovih medusobnih odnosa sa domac¢inom. Podaci dobijeni molekularnom
tipizacijom uzrocCnika oboljenja mogu se upotrebiti za molekularna epizootioloska
istraZivanja, koja treba da daju odgovor na pitanja mogucih izvora infekcije i geografske
distribucije uzroc¢nika na Sirem prostoru. Takode, mogu biti od koristi u analizi i
predvidanju patogenosti pojedinih genetskih varijanti (sojeva). Poznavanje genetskih
karakteristika i varijabilnosti uzro¢nika oboljenja omogucava njegovu kvalitetniju
dijagnostiku i taksonomiju. Iz navedenih razloga danas svaka ozbiljnija epizootioloska 1
epidemioloSka studija u svom sastavu mora da ima i deo koji rezultate molekularnih
ispitivanja stavlja u kontekst kompleksne discipline — molekularne epizootiologije i
epidemiologije (Petrovi¢ i sar., 2010).

U okviru daljeg unapredenja znanja u oblasti genetske raznolikosti uzro¢nika
ehinokokoze/hidatidoze, od posebnog znacaja su sledece aktivnosti: uspostavljanje banke
gena razliitih razvojnih oblika pantljiara iz roda Echinococcus, uspostavljanje banke
seruma ljudi inficiranih ovim parazitima, uvodenje akreditovanih dijagnostickih postupaka

za razliCite razvojne oblike parazita i razlicite metode, studije genetskog polimorfizma E.
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granulosus s.s., uspostavljanje mreZe nacionalnih referentnih laboratorija i1 njihovo
ukljucivanje u medulaboratorijska testiranja u koordinaciji sa EU referentnom laboratorijom

(Pozio i sar., 2010; Pozio i sar., 2011).

2.7.1. Geografska distribucija Echinococcus granulosus sensu lato

Echinococcus granulosus belezi svetsku rasprostranjenost, sa dominacijom u
zemljama Evroazije, Juzne i Centralne Amerike, Australije, evropskom i africkom delu
Mediteranske regije, Bliskog Istoka, subsaharskih zemalja, Rusije i Kine (Gottstein i sar.,

2010).

Kartogram 1. Distribucija hidatidoze u svetu (Gottstein, 1986)
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Medu 10 poznatih genotipova E. granulosus s.l. kompleksa, genotip G1 je
kosmopolitski rasprostranjen genotip kod: ovaca, goveda, svinja, koza, bivola i ljudi
(Andresiuk i sar., 2009).

Podaci Evropske agencije za bezbednost hrane (EFSA) za 2002. godinu govore u
prilog tvrdnji da je u Mediteranskom regionu Evropskog kontinenta E. granulosus prisutna
sa znadajnom prevalencijom. Izvestaji iz Greke, Italije, Portugalije i Spanije kod ovaca,
koza, goveda, svinja i divljaci to potvrduju. Najvisa prevalencija je ustanovljena kod ovaca i

goveda. U toku 2002. godine ustanovljena prevalencija kod ovaca zaklanih na klanicama
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iznosila je 3,2% (Greka), 2,0% (Italija), 1,0% (Spanija). Kod goveda ustanovljena
prevalencija hidatidoze iznosila je: 1,4% (Gréka), 0,9% (Italija) i 0,7% (Spanija). Kod
domacih svinja utvrdena prevalencija je niza: 1% (Grcka), 0,02% (Italija), 0,03% i 0,6%
(Spanija na klanicama i u domaéinstvima), za razliku od one kod divljih svinja koja je
iznosila 1,7% (Italija) i 13,5% (Spanija). U zemljama Evropske unije, u 2002. godini,
hidatidoza je ustanovljena kod 266 osoba, i to: u najveéem broju slu¢ajeva u Spaniji - 175
slu¢aja, Holandiji - 32 (od kojih je najveéi broj importovan), Grékoj - 24 sludaja, Svedskoj -
14, Portugaliji - 11, Engleskoj i Velsu - 10 sluc¢ajeva (EFSA Journal, 2002).

Izvestaji iste agencije za 2013. godinu su potpuniji i sveobuhvatniji. Bolest kod ljudi
je obavezna za prijavu u 11 zemalja Clanica (Austrija, Belgija, Estonija, Finska, Madarska,
Italija, Letonija, Slovenija, Holandija, Spanija i Svedska) i Norveskoj. Nije obavezna za
prijavu u Irskoj, Slovackoj i Ujedinjenom Kraljevstvu. Zvani¢ne informacije, u obliku
redovne prijave oboljenja, nisu dostupne iz: Bugarske, Kipra, Ceske, Danske, Francuske,
Grcke, Nemacke, Litvanije, Luksemburga, Malte, Poljske, Portugalije, Rumunije 1
Svajcarske. Ehinokokoza kod Zivotinja je obavezna za prijavu u 18 zemalja &lanica EU
(Austija, Belgija, Danska, Estonija, Finska, Nemacka, Grcka, Italija, Letonija, Litvanija,
Holandija, Portugalija, Rumunija, Slovacka, Slovenija, Spanija, Svedska i Ujedinjeno
Kraljevstvo) (EFSA Journal, 2013).

U toku 2013. godine u zemljama EU prijavljeno je ukupno 811 slucajeva infekcije
parazitma iz roda Echinococcus kod ljudi, od kojih je 794 laboratorijski potvrdeno.
Medutim, definicija slu¢aja u EU ne razdvaja cisticnu od alveolarne forme bolesti kod ljudi.
Sa indeksom prijave od 0,18 sluc¢ajeva na 100.000 stanovnika to je, zbirno posmatrano,
smanjenje za 5,7% u poredenju sa 2012. godinom. Za razliku od stalnog pada indeksa
prijavljenih obolelih od E. granulosus, u istom petogodiSnjem periodu (2009-2013) beleZzi
se porast broja inficiranih sa E. multilocularis, od koje su u 2013. godini zabeleZzena i 2
smrtna slucaja. Poseban problem u definisanju epidemioloske situacije bolesti je uslovljen
¢injenicom da 31,8% humanih slucajeva infekcije nije determinisan (evidentiran) o kojoj
vrsti parazita se radi (EFSA Journal, 2013).

Vodi¢ za kontrolu hidatidoze kod domacih Zivotinja na liniji klanja u toku pregleda
mesa namenjenog ishrani ljudi, u zemljama Evropske Unije, propisan je Direktivom
64/433/EC. U toku 2013. godine pregledano je 113.635.194 domacih Zivotinja (goveda,

ovaca, koza, svinja i konja), u 16 zemalja ¢lanica i dve zemlja koje nisu ¢lanice EU. U osam
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zemalja Clanica 1 jednoj koja nije Clanica EU ukupno je prijavljeno 141.505 pozitivnih
Zivotinja, uglavnom ovaca (76,9%) i goveda (17,2%). Od ukupno prijavljenih pozitivnih
Zivotinja najviSe pozitivnih ustanovljeno je u Spaniji (58,8%) i Ujedinjenom Kraljevstvu
(25,4%), a znatno manje u Italiji (10,9%) i Grckoj (4,7%) (EFSA Journal, 2013).

U okviru molekularnih proucavanja genotipova parazita u brojnim evropskim
zemljama, ustanovljeno je prisustvo slede¢ih sojeva E.granulosus s.s.: G1 — Francuska,
Portugalija, Italija, UK, Bugarska, Rumunija i Spanija; G2 — Bugarska, Francuska, Italija,
Portugalija, Rumunija i Spanija; G3 — Bugarska, Francuska, Italija, Portugalija, Rumunija, i
Spanija; G4 — UK, Irska, Italija, Spanija i Svajcarska; G5 — Italija i Svajcarska; G7 — Italija,
Rumunija, Spanija, Slovacka, Poljska, Letonija, Litvanija i Estonija; G9 — Poljska; G10 —
Finska i Svedska (EFSA Scientific report, 2010).

Opsezna molekularna istrazivanja uzroc¢nika hidatidoze radena su u zemljama gde
ova bolest predstavlja veliki epizootiolosko-epidemioloski problem. Medu njima svakako
prednjaci regija Bliskog Istoka, a posebno Turska, Pakistan i Iran.

Molekularnim prouc¢avanjem materijala iz hidatidnih cista u Turskoj ustanovljeno je
dominantno prisustvo E. granulosus s.s. (G1, G2 i G3) (Vural i sar., 2010; Snabel i sar.,
2009). Prevalencija bolesti izazvana ovim sojevima kod ovaca, goveda, bizona i kamila
kre¢e se u rasponima: 1,3-74%, 1,3-38,3%, 9-25,7% 1 11-35,2% (Youssefi i sar., 2013).
Takode, u ovoj zemlji je u poslednjih deset godina sve ¢eS¢i nalaz svinjskog soja G7, kao
uzrocnika bolesti kod ljudi. Pretpostavlja se da su rezervoari genotipa G7 divlje svinje i
koze (Snabel i sar., 2009; Ergin i sar., 2010).

U Iranu je ovo je jedna od najzastupljenijih zoonoza, gde se ovce, goveda i koze
kolju na tradicionalan nacin uz neadekvatno postupanje sa konfiskatima (Samavotian i sar.,
2009). U ovoj zemlji je najzastupljeniji ov¢iji soj (G1) (Ahmadi i sar., 2002; Nejad i sar.,
2010; Parsa i sar., 2010; Hajialilo i sar., 2011; Pezeshki i sar., 2012). U razli¢itim regijama
Irana cesto se dokazuje genotip G6 (Ahmadi i sar., 2002; Nejad 1 sar., 2010; Hajialilo i sar.,
2011), kao 1 genotip G3 (Harandi 1 sar., 2002; Pezeshki i sar., 2012).

Po rezultatima jednog istrazivanja, u Pakistanu je 45% goveda, 60% bizona, 20%
ovaca i 20% koza inficirano ov¢ijim sojem (G1) (Shahzad i sar., 2014). Po drugom
istrazivanju u Pakistanu, molekularnim ispitivanjima prisutnih parazita roda Echinococcus

kod ljudi 1 Zivotinja ustanovljeno je da je infekcija sa E. granulosus zastupljena sa 25% , a

32




Doktorska disertacija Mr sc vet. med. Zoran Debeljak, spec. dr vet.

E. multilocularis sa 16%. Ov¢iji soj (G1) E. granulosus s.s. sa 23%, znatno je zastupljeniji
u poredenju sa G6 genotipom E. canadensis (2,9%).

Pored ranije poznata dva genotipa (G1 i G6) kod ovaca, goveda i ljudi, u Tunisu je
po prvi put ustanovljeno prisustvo i genotipa G3 kod ljudi i goveda (M'rad i sar., 2010).

Ispitivanjima koja su radena u Severnoj Africi (Kenija i Sudan), ustanovljena je
dominacija ovc¢ijeg soja (genotip G1), a u manjem obimu E. ortleppi (genotip GS5), kao i
E. canadensis (G6 1 G7 genotipovi) (Dinkel i sar., 2004).

Molekularna istrazivanja materijala iz hidatidnih cista, koji su poticali od kamila i
ljudi obolelih od hidatidoze u Egiptu, govore u prilog dominantnom prisustvu kamiljeg soja
(G6) (Khalifai sar., 2014).

U Kanadi je bolest bila veoma zastupljena u indijanskim plemenima i populaciji
Eskima na severozapadu zemlje (40%). Pored endemskog karaktera bolesti u ovim
regijama prevalencija bolesti se pove¢ala masovnim prilivom imigranata iz Mediteranske
regije (Gloria i sar., 1967).

Ispitivanjima sprovedenim u Argentini definisano je dominantno prisustvo
genotipa G1 sa viSe haplotipova (Andresiuk i sar., 2009).

U Meksiku je u okviru E. granulosus ustanovljen kao dominantan ovc¢iji soj
(genotip G1), kao 1 E. canadensis, svinjski soj, (genotip G7) (Villatobas i sar., 2007).

Molekularnom analizom cetiri umnoZena EmsB mikrosatelitna markera poreklom
od adultnih oblika parazita kod pasa iz Srbije, dva uzorka su pripadala genotipu G7, a dva
genotipu G1 (Colovi¢, 2009).

Dominantni haplotip svetske i1 evropske rasprostranjenosti E. granulosus s.s. je
EGI, koji je prisutan 1 na Bliskom Istoku. Genetska varijabilnost E. granulosus s.s. se
znacCajno razlikuje u odnosu na E. multilocularis. Ova razlika je uslovljena verovatno
razlikama u Zivotnom ciklusu ove dve vrste. Echinococcus granulosus s.s. dominantno je
vezan za Zivotni ciklus u kome su domace Zivotinje stalni i prelazni domacini, Sto
omogucava njihov intenzivan kontakt i mogucnost razvoja genetske varijabilnosti.
Echinococcus multilocularis je u ciklusu razvoja vezana za divlje Zivotinje kao domacine
(lisice 1 glodari), sa slabijim uslovima za ispoljavanje genetske varijabilnosti (Yanagida i
sar., 2012).

Molekularnim ispitivanjima hidatidoze u Indiji ustanovljeno je znacajno prisustvo

ovcijeg soja (G1) i soja bivola (G3) kao dominantnih genotipova, koji izazivaju bolest
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kod ljudi. Takode, ustanovljeni su i prvi slucajevi infekcije ljudi sa govedim sojem
(G5), kao 1 prisustvo kamiljeg soja (G6) (Sharma i sar., 2013).

Ispitivanjima u Zapadnoj Kini ustanovljeno je da je dominantni genotip G1, a u
okviru 10 identifikovanih haplotipova preovladava H1 (Zhong i sar., 2014).

Najvec¢i broj ispitanih uzoraka na teritoriji Rumunije pripada kompleksu E.
granulosus s.s. (genotipovi G1-G3). Takode, u ovoj zemlji je po prvi put u materijalu
poreklom iz ciste operisanog pacijenta ustanovljen E. canadensis, genotip G7, koji je Cesto
dokazivan kod svinja i pasa u mnogim zemljama Istocne i Jugoisto¢ne Evrope (Dumitru i
sar., 2011; Piccoli i sar., 2012).

ProuCavanjem materijala iz hidatidnih cista domacih Zivotinja u Italiji
ustanovljeno je prisustvo 7 haplotipova, u Isto¢noj Evropi 23, na Tibetanskoj visoravni
43 haplotipa. Proucavanjem haplotipova u Italiji i zemljama Isto¢ne Evrope (Bugarske,
Rumunije i Madarske), ustanovljeno je da haplotipovi EG1-EG3 odgovaraju G1-G3
genotipovima (Casuli i sar., 2012).

Dosadasnja ispitivanja ljudi obolelih od hidatidoze u Srbiji (22 ciste), pokazala su
postojanje E. granulosus s.s., genotipova: G1 (9 uzoraka) i G7 (13 uzoraka). Pocetna
istrazivanja kod Zivotinja realizovana su kod: 8 ovaca (po 4 ovce sa cistama na jetri 1
plu¢ima, poreklom iz Isto¢ne Srbije), 6 goveda (sa klanice KnjaZevac) i 4 svinje (sa
klanice Backa Topola). Kod svih 8 ovaca dokazano je prisustvo GI1 genotipa, koji je
ustanovljen i kod 2 goveceta i 2 svinje. E. canadensis, genotip G7, ustanovljen je kod 2
govedeta i 2 svinje (Maillard i sar., 2008; Colovi¢, 2009; Colovi¢ i sar., 2009).

Poznavanje  prisustva pojedinih sojeva na odredenom terenu  ima
epizootioloSko-epidemioloski znacaj i veoma je bitno u razumevanju situacije bolesti na

terenu, kao i u programima suzbijanja infekcije (Debeljak i sar., 2013).
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3. CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije su:

1. Da se u organima poreklom od razliCitih vrsta Zivotinja razliCite starosti,
ustanovi distribucija hidatidnih cista, njihov broj, tip, veli¢ina, koli¢ina hidatidne
tecnosti, fertilnost i vijabilnost;

2. Da se identifikuju prisutni genotipovi i haplotipovi E. granulosus s.l. kod
ispitivanih vrsta zivotinja;

3. Da se definiSu dominantni genotipovi po vrstama ispitivanih Zivotinja;

4. Da se ustanove epizootioloSke karakteristike hidatidoze kod ispitivanih vrsta

Zivotinja u Republici Srbiji.

Zadaci istrazivanja ove doktorske disertacije su:

1. Makroskopski pregled organa Zivotinja zaklanih u klanici, odnosno u toku
obdukcije uginulih domacih ili odstreljenih divljih Zivotinja;

2. Prikupljanje opstih i epizootioloskih podataka koji se odnose na Zivotinje kod
kojih su ustanovljene hidatidne ciste, u cilju proucavanja epizootioloskih
karakteristika po vrstama Zivotinja;

3. Uzorkovanje organa sa hidatidnim cistama i dostava u laboratoriju;

4. Ispitivanje hidatidnih cista u cilju utvrdivanja njihove distribucije u organima,
broja, tipa i veli¢ine, patomorfoloskim i morfometrijskim pregledom;

5. Uzorkovanje sadrZaja cista za dalja laboratorijska ispitivanja;

6. Ispitivanje fertilnosti 1 vijabilnosti cista;

7. Molekularna ispitivanja sadrzaja hidatidnih cista u cilju determinacije
genotipova 1 haplotipova u okviru E. granulosus s.l. koriS¢enjem PCR
metodologije 1 sekvenciranja po protokolu MI-05 Evropske referentne

laboratorije za parazite u Rimu (EURLP). Takode, izvrSi¢e se poredenje
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dobijenih proizvoda sekvenciranja sa referentnim nukleotidnim sekvencama za
pojedine genotipove koji su registrovani u banci gena (GenBank). Potvrdivanje
genotipova i haplotipizacija radi¢e se u Evropskoj referentnoj laboratoriji za
parazite u Rimu (EURLP).

8. Statisticka obrada dobijenih podataka;

9. EpizootioloSka analitika dobijenih rezultata.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Materijal

4.1.1. Materijal poreklom od Zivotinja - organi sa hidatidnim cistama

Kao materijal poreklom od Zivotinja za morfometrijska, parazitoloSka i
molekularna ispitivanja kori§¢eni su organi sa hidatidnim cistama koje su ustanovljene u
okviru redovne kontrole klanja domacih Zivotinja u registrovanim klanicama.

Manji broj organa uzorkovan je u toku obdukcija leSeva uginulih Zivotinja
(svinja), koje su radene na terenu i u obdukcionoj sali Veterinarskog specijalistickog
instituta ,,Kraljevo* u Kraljevu. Organi divljih svinja uzorkovani su u toku realizacije
nacionalnog aktivnog nadzora bolesti klasi¢ne kuge svinja kod ove Zivotinjske vrste.

Organi sa hidatidnim cistama uzorkovani su u periodu od marta 2012. do marta
2014. godine.

Ukupno je uzorkovan materijal od 97 Zivotinja, i to od: 25 goveda, 21 ovce, 49
domacih svinja i 2 divlje svinje.

Zivotinje na ¢ijim organima su ustanovljene hidatidne ciste i koji su uzorkovani
za ispitivanja, poreklom su iz razlic¢itih regija u Republici Srbiji, sa teritorije 21 opStine:
Priboj, Prijepolje, Cajetina, Nova Varos, Ivanjica, Aleksandrovac, Nis, UZice, Novi
Pazar, Valjevo (goveda), NiS§, Svrljig, Prijepolje, Lucani, Tutin (ovce), Kikinda, Nova
Crnja, Vladimirci, Sabac, Kraljevo, Sremska Mitrovica, Panfevo (domace svinje),
Kraljevo i Bajina Basta (divlje svinje). Poreklo Zivotinja od kojih poti¢u uzorci,

prikazano po Zivotinjskim vrstama, regijama i opStinama, dato je u Tabeli 3.
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Tabela 3. Materijal za ispitivanja hidatidoze prikazan po regijama i

opstinama porekla Zivotinjskih vrsta

REGIJA OPSTINA Govede | Ovea Dm_mféa Di_Vl‘_ia
svinja svinja
Isto¢na regija 1. Ni§ 2 2
Srbije 2. Svrljig 10
3. Bajina Basta 1
4. Uzice 2
5. Prijepolje 5 7
6. Priboj 3
7. Nova Varo§ 1
8. Cajetina 6
Jugozapadna i 9. Tutin 1
Centralna regija | 10. Novi Pazar 2
Srbije 11. Ivanjica 2
12. Lucani 1
13. Kraljevo 4 1
14. Aleksandrovac 1
15. Sabac 7
16. Vladimirci 6
17. Valjevo 1
18. Nova Crnja 15
Severoisto¢na 19. Kikinda 2
regija Srbije 20. Sr. Mitrovica 9
21. Pancevo 6
Ukupno 25 21 49 2
97

Geografska distribucija porekla Zivotinja od kojih su uzorkovani organi za

morfometrijski i parazitoloski pregled prikazana je na Kartogramu 2.
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Za svaku zZivotinju kod koje je ustanovljeno prisustvo hidatidnih cista na nekom
od organa prikupljeni su epizootioloSki podaci od znaaja u analizi epizootioloskih
karakteristika oboljenja.

Pored opstih podataka koji se odnose na lokaciju i datum klanja Zivotinje kod
koje je postavljena sumnja na hidatidozu, za svaku jedinku su prikupljeni podaci koji se
odnose na njeno poreklo: mesto, opStina i okrug. Uz podatke o vrsti i polu definisan je i
nacin gajenja kao: intenzivan i ekstenzivan, a stanje uhranjenosti kao: loSe, srednje i
dobro. Starost Zivotinja je razvrstavana u tri kategorije: do 3 godine, od 3 do 5 godina i
starije od 5 godina. Takode, u delu ankete evidentirani su podaci koji se odnose na
organ u kome je ustanovljeno prisustvo hidatidnih cista, kao i identifikacija i nacin
obelezavanja uzorkovanog organa.

Ovi podaci prikupljeni su na jedinstven nacin, popunjavanjem anketnog lista koji
je namenski pripremljen za ove potrebe pre pocetka prikupljanja uzoraka. Forma i

sadrZaj anketnog lista prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Anketni list za prikupljanje podataka koji se odnose na Zivotinju kod koje je

ustanovljeno prisustvo hidatidne ciste

1. PODACI KOJI SE ODNOSE NA MESTO KLANJA
I ZIVOTINJE KOJE SE PREGLEDAJU NA HIDATIDOZU

KLANICA U KOJOJ SE
" Okrug: Opstina:
VRSI PREGLED
Mesto klanice
Datum Klanja: Pregleda:
PODACI Okrug: Opstina:
KOJI SE ODNOSE NA
ZIVOTINJU KOJA SE Naselje:
PREGLEDA( iz Uverenja)
ID gazdinstva Ekstenzivno Intenzivno
Zivotinjska vrsta 1. ovca 2. govece 3. svinja 4. koza
Pol Zivotinje muski Zenski
Starost Zivotinje < 3 godine 3-5 godina > 5 godina
Identifikacija Zivotinje
Stanje uhranjenosti loSe srednje dobro
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Organi u kojima su ustanovljene hidatidne ciste uzorkovani su u plasticne kese
(vre¢e) i Cuvani na temperaturi +4°C. U toku 24-48 c¢asova od uzorkovanja
transportovani su u laboratoriju Veterinarskog specijalistiCkog instituta ,,Kraljevo* u
Kraljevu. U slu€aju da nije bilo moguée uzorke saCuvati i dostaviti u navedenom
periodu u laboratoriju, materijal je zamrzavan na -18 °C, na ovoj temperaturi je ¢uvan i
naknadno dostavljen za dalje ispitivanje. Uz svaki uzorak poslati su i popunjeni anketni

listovi.

4.1.2. Oprema za uzorkovanje i pripremu materijala za parazitoloSka
ispitivanja
U toku uzorkovanja materijala koriS¢ena je slede¢a oprema:
- PVC kese razlicite velicine;
- noZevi;
- rucni friZideri sa hladnim uloscima;
- prskalica sa 75% etil alkoholom;
- papirna vata;
- PVC sterilne brizgalice zapremine 10 ml;
- sterilne igle promera 1,2 mm;
- skalpeli, makaze i pincete;
- petrijeve ploce;
- epruvete zapremine 9 ml sa zatvaracem;
U toku pripreme materijala za parazitoloska i molekularna ispitivanja, kao 1 realizaciju
parazitoloskih ispitivanja koriS¢ena je slede¢a oprema:
- epruvete od 9 ml sa konusnom dnom;
- predmetnice;
- mikroskop Olympus BX 41 sa objektivima 10X i 40X uvecanja;
- kamera Olympus E-620 za mikroskop;
- rastvor 0,1% eozina;
- mikropipete (Eppendodf Research plus);
- centrifuga za velike epruvete od 9 ml (Hetich Zentrifugen EBA 20);
- ependorf epruvete od 2 ml sa konusnim dnom;

- vortex aparat (Heidolph instruments, Reax top 100/2.500/ min);
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- centrifuga za ependorf epruvete od 2 ml (Eppendorf Centrifuge 5424);
- zamgzivac sa temperaturom -18°C;

- frizider sa temperaturom +4°C;

4.1.3. Uzorkovanje materijala za patomorfoloska i morfometrijska
ispitivanja
Za morfometrijska ispitivanja uzorkovani su organi od 97 Zivotinja (25 goveda,
21 ovce, 49 domacih svinja i 2 divlje svinje) u kojima je ustanovljena sumnja na

prisustvo hidatidnih cista (Tabela 5).

Tabela 5. Materijal za morfometrijska ispitivanja prikazan

po vrstama Zivotinja i organima sa hidatidnim cistama

Organi sa Broj zivotinja od kojih poti¢u organi
hidatidnim cistama Govece Ovca | Dom. svinja | Div. svinja
Jetra 12 8 48 2
Pluca 6 11 0 0
Jetra i pluca 7 2 0 0
Jetra i srce 0
Ukupno Zivotinja 25 2 57 Bt 2

Za morfometrijsko ispitivanje uzorkovani su slede¢i organi: samo jetra od 70
Zivotinja (12 goveda, 8 ovaca, 48 svinja i 2 divlje svinje), samo pluc¢a od 17 Zivotinja (6
goveda i 11 ovaca), jetra i pluca od 9 Zivotinja (7 goveda i 2 ovce) i jetra i srce od 1
Zivotinje (1 domaca svinja).

Ovim ispitivanjem pregledano je ukupno 80 uzoraka jetre (od 19 goveda, 10
ovaca, 49 domace i 2 divlje svinje), 26 uzoraka pluca (od 13 goveda i 13 ovaca) i 1
uzorak srca poreklom od 1 domace svinje. Broj 1 struktura uzoraka koji su pregledani

makroskopski 1 morfometrijski prikazani su Zivotinjskim vrstama i organima (Tabela 6).
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Tabela 6. Uzorci za morfometrijska ispitivanja prikazan

po vrstama Zivotinja i organima sa hidatidnim cistama

Zivotinjska vrsta
Svega %
Govece | Ovca | Dom. svinja | Div. svinja
Jetra 19 10 49 2 80 74,8
Pluéa 13 13 0 0 26 24,3
Srce 0 0 1 0 1 0,9
Svega 32 23 50 2 107 | 100,0

4.1.4. Uzorkovanje materijala za parazitoloSka ispitivanja

Iz materijala (organi sa hidatidnim cistama) koji su uzorkovani za
morfometrijsko ispitivanje od 97 Zivotinja (25 goveda, 21 ovce, 49 domacih svinja i 2
divlje svinje) uzeti su uzorci za parazitolosko ispitivanje. Iz svakog organa koji je
dostavljen za morfometrijsko ispitivanje uzorkovano je 3-5 hidatidnih cista za
parazitolosko ispitivanje.

S obzirom na to da je isti materijal koriS¢en za parazitoloSka i molekularna
ispitivanja, uzorkovanje je radeno uz posStovanje principa sterilnog uzorkovanja, koliko
je to dostavljeni materijal dozvoljavao.

Spoljasnji deo organa u kome se nalazila cista/e tretiran je prskanjem 75% etil
alkoholom. Iz hidatidne ciste uz pomo¢ brizgalice i igle aspiriran je celokupni te¢ni
sadrzaj ciste u asepti¢nim uslovima, tako da ne dode do probijanja zida. Uz pomo¢
makaza 1 pincete rasecan je spoljasnji zid ciste 1 uzorkovana Citava ili deo germinativne
membrane u petrijevu plocu.

Tecni sadrzaj hidatidnih cista koriS¢en je kao uzorak za parazitolosko ispitivanje

fertilnosti i vijabilnosti (Radojéevié i Sebeti¢, 1984).

4.1.5. Uzorkovanje i priprema materijala za molekularna ispitivanja

Materijal za molekularna ispitivanja uzorkovan je od 54 Zivotinje, i to od: 16
goveda (21 uzorak), 19 ovaca (22 uzorka), 17 domacih svinja (19 uzoraka) i 2 divlje
svinje (2 uzorka). Za molekularna ispitivanja uzorkovan je sadrzaj ciste 1 germinativna

membrana, pri ¢emu je deo sadrZaja ciste koriS¢en za prethodna parazitoloska
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ispitivanja. Od pojedinih Zivotinja uzorkovane su ciste iz razli¢itih organa, kao 1 vise
cista iz istog organa (Crandall, 2000).

Uzorci za molekularna ipitivanja poreklom su sa teritorije 17 opStina u Republici
Srbiji, a njihova pripadnost pojedinim regijama i opStinama, kao i vrsta i broj Zivotinja

od kojih poti¢e uzorkovani materijal, prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Materijal za molekularna ispitivanja prikazan po regijama i

opStinama porekla ispitivanih Zivotinja

. Domaéa | Divlja
REGIJA OPSTINA Govecée | Ovca
svinja svinja

Isto¢na regija 1. Ni§ 2 2
Srbije

. Svrljig 8

. Bajina Basta 1

. Prijepolje
. Priboj

. Nova Varos§

A= N B

. Cajetina
Jugozapadna i

. Tutin 1
Centralna regija

Srbije

O o0 | O | K| W N

. Ivanjica 2
10. Lucani 1
11. Kraljevo 4 1
12. Aleksandrovac 1
13. Sabac

14. Vladimirci
15. Nova Crnja
16. Kikinda

17. Sr. Mitrovica

Severoisto¢na

regija Srbije

N = =] DN W

16 19 17 2
54

Ukupno

Geografska distribucija porekla Zivotinja od kojih su uzorkovani organi za

molekularna ispitivanja prikazana je na Kartogramu 3.
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Kao ispituju¢i materijal za molekularna ispitivanja, koriS€ena je suspenzija
dobijena meSanjem te¢nog sadrZaja ciste sa germinativnom membranom koja je
prethodno usitnjena sterilnim priborom (makaze i pinceta). Ova suspenzija je, po
potrebi, dodatno macerirana u avanu uz koris¢enje tucka.

Ovako pripremljena suspenzija preneta je u epruvete zapremine 9 ml. SadrZaj je
centrifugiran u toku 3 minuta na 1.500 rpm, nakon cega je odlivena te¢na faza —
supernatant. U epruvetu sa uzorkom (centrifugiranim talogom) dodato je 2—3 ml sterilne
dejonizovane vode, sadrzaj je resuspendovan koriS¢enjem Vortex aparata (Heidolph
instruments, Reax top 100/2.500/ min) 1 ponovljeno centrifugiranje pod istim uslovima.
Za prvo i drugo centrifugiranje koriS¢ena je centrifuga Hetich Zentrifugen EBA 20.

Posle navedena dva ciklusa centrifugiranja i odlivanja supernatanta dodata je
sterilna dejonizovana voda do ukupne koli¢ine od 1,5 ml. Sadrzaj je prebacen u
ependorf epruvete sa konusnim dnom od 2 ml i resuspendovan koriS¢enjem istog
Vortex aparata. Centrifugiranje je radeno u centrifugi za male ependorf epruvete
(Eppendorf Centrifuge 5424) u toku 3 minuta na 3.000 rpm. Posle treceg
centrifugiranja odliven je supernatant i ponovljen postupak resuspendovanja, kao i
cetvrto centrifugiranje.

Priprema je zavrSavana izdvajanjem najmanje 500 pl uzorka mikropipetom
(Eppendodf Research plus) u ependorf epruvetu, a zatim je smrzavan na -18 °C do

molekularnog ispitivanja (EU RFL for Parasites, 2010).

4.2. Metode

4.2.1. Patomorfolosko i morfometrijsko ispitivanje

Po prijemu u laboratoriju organi sa hidatidnim promenama su ocenjeni pre svega
sa aspekta stanja i oCuvanosti materijala, kao i temperature ¢uvanja. Morfometrijsko
ispitivanje je radeno sa ciljem ustanovljavanja morfoloskih karakteristika hidatidnih
cista u razliitim organima, a prema ustanovljenom protokolu definisanom za ovu
potrebu u radnom listu ,Morfoloske karakteristike hidatidnih cista®“. Za svaki
dostavljeni i pregledani materijal voden je ovaj radni list (Tabela 8).

Takode, u toku ovog dela ispitivanja formirana je foto-dokumentacija

morfoloSkih karakteristika pregledanih organa.
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Tabela 8. Radni list za evidentiranje rezultata morfoloskih karakteristika 1

parazitoloskih ispitivanja hidatidnih cista

1. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE HIDATIDNIH CISTA

Identifikacija uzorka:

Stanje materijala: dobro / loSe

Datum pregleda:

Nacin ¢uvanja materijala do dostave na pregled: svez (+4°C) /smrznut (- 20°C)

2IVOTINjSKA VRSTA ORGAN (upisati organ u kome su ustanovljene ciste)
1.Ovca | 2.Govede | 3.Svinja | 4.Koza Jetra Pluéa Organ ( )
Broj ustanovljenih cista 1-10 >10 1-10 >10 1-10 >10
Velicina cista (cm) <5 |5-10 | >10 <5 | 5-10 | >10 | <5 | 5-10 | >10
Koli¢ina hid. te¢nosti (ml) <6 | 6-20 | >20 <6 | 6-20 | >20 | <6 | 6-20 | >20
Vrsta cista po nastanku prim. sekund. prim. sekund. prim. sekund.
Vrsta cista po zastupljenosti unilok. | multilok. | unilok. | multilok. | unilok. | multilok.
Fertilnost cista + - + - + -
Afertilne — sterilne + - + - + -
Afertilne —

+ - + - + -
(degenerativne / kalcifikovane)
Vijabilnost + - + - + -
Uzet uzorak za molekularna ispit. da ne da ne da ne

U okviru morfometrijskih ispitivanja velicina hidatidne ciste je klasifikovana kao:

velika (pre¢nik >10 cm), srednja (5-10 cm) i mala (pre¢nik <5 cm). Kolicina hidatidne

tecnosti je merena i klasifikovana kao: visoka (zapremina >20 ml), srednja (zapremina 6—

20 ml) 1 niska (zapremina <6 ml) (Anwar i sar., 2000; Melaku i sar., 2012).

U odnosu na nacin formiranja, ciste su klasifikovane kao primarne ili sekundarne, a

po zastupljenosti kao unilokularne i multilokularne (§iba1ic’ 1 sar., 1996; Kulisi¢, 2001).

4.2.2. ParazitoloSko ispitivanje

Fertilnost hidatidnih cista je ispitivana nativnom mikroskopijom sadrzaja ciste na

prisustvo parazitskih elemenata (protoskoleksa i kukica).
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Pre centrifugiranja 1 pripreme uzorka za molekularna ispitivanja sadrZaj
hidatidne ciste je naliven u epruvetu sa konusnim dnom zapremine 9 i ostavljen 30
minuta na sobnoj temperaturi da precipitira. Mikropipetom je preneto 30 pl precipitata
na mikroskopsku predmetnicu za parazitolosko ispitivanje. Drugom predmetnicom
razliven je sadrzaj u tankom sloju radi mikroskopskog pregleda.

Ciste u Cijem sadrZzaju je ustanovljeno prisustvo protoskoleksa i/ili kukica
determinisane su kao fertilne. Ciste su determinisane kao sterilne u slucaju odsustva
protoskoleksa 1/ili kukica, a one su mogle biti i kalcifikovane, odnosno degenerisane, $to je
ustanovljeno u toku morfometrijskog ispitivanja. Mikroskopiranje je radeno na svetlosnom
mikroskopu Olympus BX 41 uz koris¢enje objektiva sa uvecanjem 10X i 40X, na kome je
vrseno 1 fotografisanje preparata kamerom Olympus E-620.

Fertilne ciste su ispitivane na vijabilnost bojenjem 0,1% eozinom, pri ¢emu Zivi
protoskoleksi iskljucuju eozin (Latif i sar., 2009). Eozin je vitalna boja i boji crveno mrtve
protoskolekse, dok Zivi protoskoleksi ne primaju boju. Kod protoskoleksa koji nisu primili
boju posmatra se aktivnost ekskretornih Celija ,flame cells* protoskoleksa. U svakom
protoskoleksu postoji 30 ovakvih €elija i moguce ih je uociti na periferiji. Protoskoleksi sa
neaktivnim ekskretornim celijama, oSte¢ene membrane ili obojene eozinom smatrane su
mrtvim (Esfandiari i sar., 2010). Ukoliko se ne uocavaju protoskoleksi i kukice, i pored
determinacije da se radi o sterilnim cistama, ne iskljucuje se mogucnost da se radi o
hidatidnoj cisti (Daryani i sar., 2006).

Na vijabilnost su pregledani sadrzaji svih uzorkovanih sadrzaja cista poreklom iz
organa sa hidatidnim promenama. Sadrzaj cista iz organa koji su smrzavani i ¢uvani na
-18°C, takode su pregledani na vijabilnost, ali s obzirom na to da na ovoj temperaturi

protoskoleksi propadaju, temperaturni uslovi ¢uvanja su evidentirani uz rezultat.

4.2.3. Molekularno ispitivanje

Molekularno ispitivanje: identifikacija vrste, genotipa i haplotipa metacestoda E.
granulosus s.. u uzorcima hidatidnih cista radeno je analizom DNK sekvence
mitohondrijalnog citohrom C-oksidaze 1 (cox1) gena. U radu je koriS¢en protokol MI-05

Evropske referentne laboratorije za parazite u Rimu (EU RFLP, 2010).
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Tabela 9. Vrste 1 genotipovi koji pripadaju E. granulosus s.l. koje se identifikuju
metodologijom MI-05 EURLP

Genotip

Domaéin

Vrsta

G1 - ov¢iji - ovca, svinja, govece, koza, ¢ovek
G1BC - varijanta G1 genotipa
G2 - tasmanijske ovce- ovca, govece? covek?

G3 - bufalo - bufalo, govece? Covek?

pas, lisica, Sakal

pas, lisica?

pas, lisica?

E. granulosus

sensu stricto

G10 - skandinavski jelen

G4 - konjski — konj i ekvidi pas E. equinus
G5 - govedi — govece, Covek pas E. ortollepi
G6 — kamilji — kamila, koza, govece? Covek? pas
G7 - svinjski — svinja i covek pas

ey s E. canadensis
G8 - severnoamericki jelen vuk, pas

Navedenom metodom ne moZe se identifikovati genotip G9 — humani poljski

s0j, koji se smatra varijantom svinjskog soja (G7).

U okviru molekularnih ispitivanja radena je: lancana reakcija polimeraze,

sekvenciranje i haplotipizacija.

4.2.3.1. Oprema za izvodenje molekularnih ispitivanja

- uredaj za ekstrakciju DNK (Kingfisher ml, Thermo Scientific, Finska);

- mikropipete (Eppendorf Research plus) i nastavci za mikropipete;

- epruvete;

- PCR tubice;

- centrifuga, (MiniSpin Plus, Eppendorg, Nemacka);

- vortex uredaj (Tehnica, Slovenija),

- termoSejker, (TS — 100, Bio San, Letonija);

- PCR kabinet;

- PCRuredaj (2720 Applied Biosystems, SAD);

- uredaj za elektroforezu, (Sub Cell GT, Bio-Rad, SAD);

- transiluminator (GelDoc XR,Bio Rad, SAD);

- sekvencer (3130 Genetic Analyzer, 4 chanel, Applied Biosystems AD);
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4.2.3.2. Lancana reakcija polimeraze (PCR)
4.2.3.2.1. Ekstrakcija DNK i priprema smese
Ekstrakcija DNK iz sadrzaja hidatidne ciste radena je na uredaju Kingfisher ml,
Thermo Scientific, uz koriS¢enje komercijano dostupnog kita, MagVet (LSI, Francuska),

po uputstvu proizvodaca.

- Liziranje — oslobadanje DNK

Posle odmrzavanja na sobnoj temperaturi izdvojeno je 100 pl uzorka u koji je
dodato 100 pl PBS, 180 ul pufera za liziranje (NM1) i 20 pl proteinaze K, koja treba da
lizira ¢elijsku membranu i oslobodi DNK. Pripremljena smesa je suspendovana u Vortex
uredaju, a zatim je preneta u termosejKer, i to: u prvoj fazi 30 minuta na temperaturi 70°C,

pri 910 obrtaja i u drugoj fazi 10 minuta na temperaturi 90 °C, pri 910 obrtaja.

- Priprema za automatizovanu magnetnu ekstrakciju

U uredaju za ekstrakciju svaka kolona sa po 5 bazenci¢a predvidena je za jedan
uzorak. U svaki od 5 bazencica jedne kolone (za jedan uzorak), dodaju se reagensi po
proceduri proizvodaCa kita. Iz termoSejkera se, nakon kratkog centrifugovanja,
mikropipetom prenosi bistri deo supernatanta ispituju¢eg uzorka koji je liziran u prvi

bazenci¢, gde su dodate magnetne Cestice.

- Automatizovana magnetna ekstrakcija

Na metalne Stapi¢e u uredaju za ekstrakciju navuku se plasticne jednokratne
navlake. Metalni Stapi¢ meSa sadrZaj u svakom bazencicu preko plasticne navlake 10
minuta. Iz jednog u drugi bazenci¢ prenosi DNK tako §to za sebe veZe magnetne Cestice
koje su za sebe vezale DNK. Proces se ponavlja pet puta u svakoj koloni (za svaki
uzorak). U zadnjem bazenci¢u magnetne Cestice oslobadaju DNK koja se prenosi u PCR

tubicu i duva na -20 °C.

- Priprema MasterMiks-a

U PCR MasterMiks (proizvoda¢ Fermentas Litvanija), dodaje se voda PCR
Cistoce (Ambion, USA) 1 specificni prajmeri — oligonukleotidne sekvence

mitohondrijalnog markera CO1 (citohrom C-oksidaza 1 (cox1) gena):
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COLF = 5-TTT.TTT.GGC.CAT.CCT.GAG.GTT.TAT-3" i
CO1.R =5-TAA.CGA.CAT.AAC.ATA.ATG.AAA.ATG-3’, (Invitrogen, (SAD).
U ovako pripremljenu smesu dodaje se ekstrahovan DNK ispituju¢eg uzorka i kratko

centrifugira.
4.2.3.2.2. Reakcija lan¢ane polimeraze (PCR)
UmnoZavanje specificnih fragmenata DNK vrSeno je u PCR uredaju (2720

Applied Biosystems, SAD) po protokolu sa parametrima prikazanim u Tabeli 10.

Tabela 10. Parametri izvodenja reakcije lancane reakcije polimeraze (PCR)

Pocetna denaturacija 3 minuta / 94 °C

Amplifikacija 30 sek./94 °C; 30 sek./55 °C; 30 sek./72 °C;
Broj ciklusa 38 (40)

Zavrsna denaturacija 7 minuta / 72 °C

Posle 40 ciklusa epruvetice se vade iz PCR uredaja, a dobijeni proizvodi

amplifikacije se podvrgavaju elektroforezi.

4.2.3.2.3. Identifikacija PCR proizvoda
- Priprema gela

Gel za elektroforezu se priprema od 2% Ultrapure agaroze (Invitrogen, USA) u
1% TAE puferu. Posle disperzije agaroze u puferu vrsi se zagrevanje gela u mikrotalasnoj
rerni do potpunog rastvaranja, a hladi se na 50—-60°C. Gustina gela se moZe podesiti u
zavisnosti od potrebe, pri cemu u gus¢em gelu proizvodi sporije napreduju, ali se bolje
razdvajaju. Posle hladenja gel se razliva u kalup i ostavlja 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Posle 60 minuta gel se stegne kada se sa plasticnim nosaem prebacuje u
kadicu za elektroforezu u koju je ve¢ sipan pufer koji treba da spreci suSenje i pucanje
gela.

- Ubacivanje uzorka i elektroforeza

Ispitujuci uzorci se mikropipetom prebacuju pazljivo u udubljenja od ceSljeva

(mogu da se prate posto je ispitujuci uzorak zbog MasterMiks-a zelene boje). Molekularni
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marker, ,,Ruler®, sluzi kao standard duZine, jer se u njemu nalazi smeSa ,,traka* duZine
100—1000 bp, sa razlikom od po 100 bp. Elektrode sistema se spoje sa jedinicom za

napajanje i elektroforeza se vrsi u trajanju od 40 minuta pri naponu od 100 V.

- Bojenje etidijum-bromidom i ispiranje

Posle 40 minuta trajanja elektroforeze gel se prebacuje u kadicu sa rastvorenim
etidijum-bromidom (10 mg/500 ml) radi bojenja proizvoda u toku 30 minuta. Posle
bojenja gel se prebacuje u kadicu sa dejonizovanom vodom, gde se vr$i ispiranje boje u

trajanju od 10 minuta.

- Vizuelizacija proizvoda — prva elektroforeza

Nakon izvodenja elektroforeze i bojenja, u transiluminatoru (GelDoc XR, Bio Rad,
SAD), umnoZene sekvence su pod UV svetloS¢u vizuelno identifikovane na gelu kao
trake definisane duzine (460 bp), gde se mogu i slikati.

Nakon PCR reakcije i vizuelizacije dobijenih PCR proizvoda vrSi se njihovo
isecanje iz gela skalpelom, a zatim njihova ekstrakcija i preciS¢avanje.

4.2.3.2.4. PreciS¢avanje dobijenog PCR proizvoda

U toku ovog procesa dobijeni PCR proizvod treba da se oslobodi od gela. Za
preciS€avanje proizvoda koriS¢en je QIAquik gel extraction kit (Quagen), po uputstvu
proizvodaca.

U epruvetice sa isecenim komadi¢ima gela dodaje se Binding pufer i epruvetice se
stavljaju u termoSejker u trajanju od 10 minuta na 50 °C, kako bi se ostatak gela istopio i
rastvorio u puferu. Epruvetice sa PCR proizvodom se nikada ne otvaraju bez prethodnog
centrifugiranja, zbog mogucnosti zadrZavanja proizvoda na poklopcu i kontaminacije
prilikom otvaranja poklopca. Iz termosejkera uzorak se prebacuje u posebnu kolonicu sa
filterom koji treba da propusti otopljeni gel i sve ostalo, izuzev PCR proizvoda koji treba
da ostane na filteru. Po uputstvu proizvodaca, dva puta se dodaje pufer za ispiranje i dva
puta se centrifugira. Zatim se dodaje novi pufer za ispiranje PCR proizvoda sa filtera.
Nakon centrifugiranja u epruvetici se dobije suspenzija PCR proizvoda u puferu za dalji
postupak, za novu elektroforezu koja treba da pokaze da li je uraden zadovoljavajuci nivo

preciScavanja.
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- Vizuelizacija proizvoda — druga elektroforeza

Pre¢is¢eni PCR proizvod ispitujuceg uzorka (5 pwl) pomesa se sa puferom za
punjenje (,,loading dye*), koji treba da olakSa vizuelizaciju ubacivanja uzorka u bazencic.
Uzorci se ubacuju u udubljenja u gelu i ponavlja se postupak kao u pripremi za prvu
elektroforezu.

Elektroforeza se radi na 120 V, u trajanju od 15 minuta. Posle 15 minuta vrsi se
bojenje etidijum-bromidom u toku 30 minuta, a zatim ispiranje u kadici sa dejonizovanom
vodom.

Vizuelizacija se radi u transiluminatoru GelDoc XR (Bio Rad, SAD). U ovoj
elektroforezi bendovi su slabije izrazeni zbog manje koli¢ine ubacenog proizvoda. Ova
vizuelizacija se koristi kao pokazatelj toga da li je precis¢avanje koje je radeno bilo
dovoljno i uspesno. Za dalji postupak sekvenciranja koristi se ostatak preciS¢enog PCR

proizvoda.
4.2.3.3. Sekvenciranje
Cilj DNK sekvenciranja je odredivanje redosleda nukleotida u dobijenom i

precis¢enom DNK proizvodu.

- Priprema MasterMiks-a za sekvenciranje

Sekvenciranje genoma radeno je po Sanger metodi. Za sekvenciranje je koriS¢en
BigDye Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems), po proceduri i uputstvu proizvodaca
kita.

U okviru priprema MasterMiks-a za sekvenciranje, za svaki uzorak se koriste dve
reakcije, jedna za ,levi“ i jedna za ,,desni prajmer (,,F* i ,,R* prajmer). Za razliku od
MasterMiks-a za PCR, u ovom se nalaze ,degenerisani* nukleotidi
(dideoksidezoksiribonukleotidi), koji nisu kompletni, jer im nedostaje -OH grupa, zbog
¢ega za njih ne mogu da se veZu sledec¢i nukleotidi kada se oni ugrade u lanac DNK.
Pripremaju se dva MasterMiks-a i u svaki od njih se dodaje po jedan ,,F*“i ,R* prajmer.
Isti uzorak se dodaje u MasterMiks sa ,,F* i ,,R* prajmerom. Ovo su uzorci pripremljeni

za sekvenciranje.
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- Reakcija lan¢ane polimeraze (PCR)

UmnoZavanje specifi¢nih fragmenata DNK sa ,,F* i ,,R* prajmerima vr$i se u
istom PCR uredaju 2720 Applied Biosystems (SAD), u toku 25 ciklusa. Parametri ove
reakcije ne zavise od uzroCnika koji se ispituje, ve¢ su standardizovani prema

MasterMiks-u.

- PreciS¢avanje dobijenog PCR proizvoda

Posle umnoZavanja specifi¢nih fragmenata DNK sa ,,F*“ i ,,R* prajmerima vrsi se
preciSc¢avanje dobijenog proizvoda. Prajmeri i degenerisani nukleotidi koji se nisu
inkorporirali u proizvod za sekvenciranje, a koji mogu izazvati odredene probleme tokom
izvodenja elektroforeze u genetskom analizatoru, uklanjaju se preciS¢avanjem primenom

komercijalnih kolona CentriSept (Princenton, SAD), po uputstvu proizvodaca.

- Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza izvedena je u uredaju 3130 Genetic Analyzer, 4 chanel
(Applied Biosystems, SAD), uz koris¢enje opticke mikrotitracione ploce sa uzorcima za
elektroforezu, istog proizvodaca. U toku rada kori$¢ene su Cetiri kapilare, kao i polimer
POP-7 (Applied Biosystems, SAD). Za izvodenje elektroforeze, u trajanju od 1 casa,
uredaj je bio podeSen na protokol: ,,RapidSeq za POP-7 polimer i kapilare duZine od 36

cm*. Dobijeni rezultati obradeni su koriS¢enjem ,,SeqScape” programa (Applied

Biosystems, SAD).

4.2.3.3.1. Tumacenje rezultata sekvenciranja

Dve dobijene nukleotidne sekvence svakog uzorka (u oba pravca) najpre se
medusobno poravnavaju ¢ime se dobija konsenzus sekvenca, koja je predmet dalje
analitike.

Odredivanje genotipa vrSeno je koris¢enjem analitickog dela metode EURLP
MI-05. Za generisanje ovog dela metode koriS¢ene su referentne sekvence pojedinih
genotipova:  (G1)AB033407; (GIBC)AY686565; (G2)M84662; (G3)M84663;
(G4)M84664; (G5)AB235846; (G6)AB208063; (G7)AB235847; (G8)AB235848;
(G10)AF525457. U produktu sekvenciranja ispitivanog uzorka analizirani su: kodon 16 —
(pozicija: 46-47-48), kodon 18 — (pozicija: 52-53-54), kodon 20 — (pozicija: 58-59-60),
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kodon 84 — (pozicija: 250-251-252) i1 kodon 87 — (pozicija: 259-260-261), a zatim

identifikovane aminokiseline koje su kodirane navedenim tripletima (Tabela 11).

Tabela 11. Interpretacija aminokiselinske kodifikacije tripleta

Prvo
slovo

trip.

Drugo slovo tripleta

T C A G

TTT Phe(F) | TCT Ser(S) | TAT Ty((T) | TGT Cys(C) | T
TTC Phe(F) | TCC Ser(S) | TAC Tyr(T) | TGC Cys(C) | C
TTALeu(L) | TCA Ser(S) | TAA Ter(end) | TGA Trp(W) | A
TTG Leu(L) | TCG Ser(S) | TAG Ter(end) | TGG Trp(W) | G
CTT Leu() | CCTPro(P) | CATHis(H) |CGT ArgR) | T
CTCLeu(l) | CCCPro(P) |CACHis(H) | CGC Arg(R) | C
CTALeu(l) | CCAPro(P) |CAAGIn(Q |CGAArgR) | A
CTGLeu(L) | CCGPro(P) |CAGGIn(Q) |CGG ArgR) | G
ATT lle(l) ACT Thr(T) | AAT Asn(N) | AGT Ser(S) | T
ATC Tle(l) ACCThr(T) | AAC Asn(N) | AGC Ser(S) | C
ATA 1le(l) ACAThr(T) | AAA Asn(N) | AGA Ser(S) | A
ATG Met(M) | ACG Thr(T) | AAGLys(K) | AGG Ser(S) | G
GTT Val(V) | GCT Ala(A) | GAT Asp(D) | GGT Gly(G) | T
GTC Val(V) | GCC Ala(A) | GAC Asp(D) | GGC Gly(G) | C
GTA Val(V) | GCA Ala(A) | GAAGIu(E) | GGAGly(G) | A
GTG Val(V) | GCG Ala(A) | GAGGIu(E) | GGG Gly(G) | G

Trecée
slovo

trip.

Na osnovu kombinacije definisanih aminokiselina od strane navedenih 5 kodona, uz

koriS¢enje Tabele 12. identifikovana je vrsta i genotip kompleksa E. granulosus s.l. u

ispitivanom uzorku.
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Tabela 12. Aminokiseline koje se koriste za identifikaciju vrste 1 genotipa metacestoda

E. granulosus s.1.

Genotip | Vrsta Aminokiselina
Kodon 16 | Kodon 18 | Kodon 20 | Kodon 84 | Kodon 87

Gl E. granulosus s.s. Ala (A) Phe (F) Ala (A) Ser (S) Val (V)
GI1BC | E. granulosus s.s. Ala (A) Phe (F) Val (V) Ser (S) Val (V)
G2 E. granulosus s.s. Ala (A) Phe (F) Val (V) Ser (S) Ala (A)
G3 E. granulosus s.s. Ala (A) Phe (F) Ala (A) Ser (S) Ala (A)
G4 E. equinus Ala (A) Leu (L) Val (V) Asn (N) Lys (K)
G5 E. ortllepi Ala (A) Leu (L) Val (V) Asn (N) Arg (R)
Go6 E. canadensis Ser (S) Leu (L) Val (V) Asn (N) Ala (A)
G7 E. canadensis Ser (S) Leu (L) Val (V) Asn (N) Ala (A)
G8 E. canadensis Ala (A) Leu (L) Val (V) Asn (N) Gly (G)
G10 E. canadensis Ser (S) Leu (L) Val (V) Asn (N) Ser (S)

U slucaju da je raspored aminokiselina u ispituju¢em uzorku dao rezultat kao E.
canadensis (G6 ili G7 genotip), dalja identifikacija genotipa je radena upotrebom
kodona 2 (na poziciji 4-5-6), postujuci referentnu sekvencu
,»(G1)_AB033407_Reference*. U tom slucaju, identifikacija je radena kao Sto je

navedeno u Tabeli 13.

Tabela 13. Raspored nukleotida u kodonu 2 za razdvajanje genotipa G6 / G7

u okviru vrste E. canadensis

Genotip Vrsta Kodon 2
Go6 E. canadensis (CCT)
G7 E. canadensis (CCO)

Takode, dobijene nukleotidne sekvence ispitivanih uzoraka uporedene su pomocu

,,BLAST* pretraZivaca sa registrovanim sekvencama u Banci gena (GenBank).
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4.2.3.4. Haplotipizacija
Nukleotidne sekvence genotipova E. granulosus s.s. (G1, G2 i G3) analizirane
su u cilju ustanovljavanja haplotipova, upotrebom namenskih softvera (Arelquin 3.1.).
U okviru identifikacije haplotipova i crtanja mreZe, koriS¢eni su namenski softveri za
statisticku obradu podataka sa ciljem ustanovljavanja povezanosti niskog nivoa

odstupanja (Hapview, Phylip, TCS 1.21).

4.3. Mesta gde su istraZivanja sprovedena
Ispitivanja su realizovana u slede¢im institucijama i laboratorijama:
1. Klanice (podru¢je Raskog, Rasinskog, Moravickog, Zlatiborskog i NiSkog
okruga i Grada Beograda):
a. Uzorkovanje organa domacih Zivotinja sumnjivih na hidatidozu.
2. Veterinarski specijalisticki institut ,,Kraljevo*:

Uzorkovanje organa domacih i divljih Zivotinja sumnjivih na hidatidozu;

b. Morfometrijska ispitivanja;

c. Uzorkovanje 1 priprema materijjala za parazitoloska i molekularna
ispitivanja;

d. ParazitoloSka ispitivanja;

e. Molekularna ispitivanja (lan¢ana reakcija polimeraze i sekvenciranje);

f.  Statisticka i epizootioloska analitika.

3. Laboratorija Katedre za parazitologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta
u Beogradu:

a. Morfometrijska ispitivanja;
b. ParazitoloSka ispitivanja.

4. Referentna laboratorija za parazitske bolesti Evropske Unije, u Rimu, Italija
(EURLP - European Union Reference Laboratory for Parasites - Istituto
Superiore di Sanita, Rome, Italy):

a. Potvrdna molekularnih ispitivanja (lanCana reakcija polimeraze i
sekvenciranje);

b. Haplotipizacija.
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4.4. Statisticka analiza podataka

Podaci prikupljeni u okviru ankete koji se odnose na Zivotinje od kojih poti¢u
ispitivani uzorci, nakon obrade koriS¢eni su za definisanje epizootioloskih i drugih
karakteristika hidatidne infekcije ispitivanih Zivotinja.

Statisticka analiza dobijenih rezultata podrazumevala je izraCunavanje
deskriptivnih statistickih parametara od kojih su ovom prilikom izracunavani samo
relativni brojevi strukture.

StatistiCka znaCajnost izmedu ispitivanih genotipova/haplotipova ustanovljavana
je koriS¢enjem Hi-kvadrat testa na nivou znacajnoti 0,05 i 0,01. Svi dobijeni rezultati
prikazani su tabelarno i graficki, a statisticka analiza radena je koriS¢enjem statistickog

paketa GraphPrism 6.0 i u MS Excelu.
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S. REZULTATI

5.1. Rezultati patomorfoloskih i morfometrijskih ispitivanja

hidatidoze

5.1.1. Patomorfoloske i morfometrijske karakteristike hidatidoze kod

domacih i divljih svinja

Od ukupno 49 domacih svinja sa hidatidozom, kod 48 Zivotinja hidatidne ciste
su ustanovljene samo u jetri (97,9%). Samo kod 1 Zivotinje promene su, pored jetre,

ustanovljene istovremeno i u srcu (2,1%) (Tabela 14 1 Slika 2).

Tabela 14. Distribucija hidatidnih cista u organima domacih svinja

Lokalizacija promena Broj %0
Ciste samo na jetri 48 97,9
Ciste na jetri i srcu (kod iste Zivotinje) 1 2,1
Ukupno Zivotinja 49 100,0
jetra/srce
21%
jetra;
97.9%

Slika 2. - Distribucija hidatidnih cista u organima domacih svinja
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Od svih pregledanih organa sa hidatidozom poreklom od 2 divlje svinje, ciste su

kod obe Zivotinje bile prisutne samo u jetri (100%), kao Sto je prikazano u Tabeli 15.

Tabela 15. Distribucija hidatidnih cista u organima divljih svinja

Lokalizacija promena Broj %
Jetra 2 100,0
Ukupno Zivotinja 2 100,0

Od 50 organa domacih svinja sa hidatidnim cistama, u 45 organa ustanovljeno je
do 10 cista (90,0%), a u 5 organa vise od 10 cista (10,0%). U 49 organa precnik cista je
bio manji od 5 cm (98,0%) (Slika 5 i Slika 6), u 1 organu ciste su bile pre¢nika od 5 do
10 cm (2,0%). Ciste vece od 10 cm nisu ustanovljene. U 49 organa ciste su bile
zapremine manje od 6 ml (98,0%), a samo u 1 organu zapremine od 6 do 20 ml (2,0%).
Zapremina ciste veca od 20 ml nije ustanovljena. U svim pregledanim organima ciste su

po tipu pripadale primarnim i unilokularnim (Tabela 16).

Tabela 16. Rezultati morfometrijskih ispitivanja organa domacih svinja sa hidatidnim cistama

Broj
Karakteristike ispitivanih cista u organima ) .
L pregledanih %
domadih svinja
organa
o Do 10 cista 45 90,0
Broj cista ) )
Vise od 10 cista 5 10,0
o o Manji od 5 cm 49 98,0
Velic¢ina (pre¢nik) cista
Od5do 10 cm 1 2,0
(cm)
Vecdi od 10 cm 0 0
Manja od 6 ml 49 98.0
Zapremina cista (ml) Od 6 do 20 ml 1 2,0
Veca od 20 ml 0 0
o Primarna 50 100,0
Tip cista po nastanku
Sekundarna 0 0
Tip cista po Unilokularne 50 100,0
zastupljenosti Multilokularne 0 0
Ukupno organa sa hidatinim cistama 50
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Kod obe divlje svinje ustanovljena je po 1 hidatidna cista u jetri, precnika

manjeg od 5 cm i zapremine manje od 6 ml. Obe ciste su bile primarne unilokularne.

5.1.2. Patomorfoloske i morfometrijske karakteristike hidatidoze kod

goveda

Od 25 goveda sa hidatidozom, kod 12 Zivotinja hidatidne ciste su ustanovljene
samo u jetri (48,0%) (Slika 9, Slika 10). Kod 6 Zivotinja promene su bile prisutne samo
u plu¢ima (24,0%) (Slika 7, Slika 8), a kod 7 Zivotinja promene su ustanovljene

istovremeno, u jetri i plu¢ima (28,0%) (Tabela 17, Slika 3).

Tabela 17. Distribucija hidatidnih cista u organima goveda

Lokalizacija promena Broj %0
Ciste samo na plu¢ima 6 24.0
Ciste samo na jetri 12 48,0
Ciste na jetri i plu¢ima
7 28,0
(kod iste Zivotinje)
Ukupno Zivotinja 25 100,0
jetrai pluc¢a pluéa
28% 24%

jetra
48%

Slika 3. Distribucija hidatidnih cista u organima goveda

Od svih pregledanih organa sa hidatidnim cistama kod goveda, promene

lokalizovane u jetri (59,4%) su dominirale u odnosu na one lokalizovane u plu¢ima
(40,6%) (Tabela 18).
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Tabela 18. Organi goveda sa hidatidnim cistama

Uzorkovani organi Broj %

Pluc¢a 13 40,6
Jetra 19 59,4
Ukupno 32 100,0

Od 32 organa goveda sa hidatidnim cistama, u 21 organu ustanovljeno je do 10

cista (65,6%), au 11 organa viSe od 10 (34,4%). U 16 organa u kojima su ustanovljene,

precnik cista je bio manji od 5 cm (50,0%), u 14 organa od 5 do 10 cm (43,7%), au 2

organa vec¢i od 10 cm (6,2%). U 15 organa ciste su bile zapremine manje od 6 ml

(46,9%), kao 1 u grupi od 6 do 20 ml (46,9%). Zapremina ciste vec¢a od 20 ml

ustanovljena je u samo 2 organa (6,2%). Kod svih pregledanih organa ciste su po tipu

pripadale primarnim (100,0%), a kod 31 organa unilokularnim (96,9%). U jednom

organu (jetra), ustanovljeno je prisustvo multilokularne ciste (3,1%) (Tabela 19).

Tabela 19. Rezultati morfometrijskih ispitivanja organa goveda sa hidatidnim cistama

Karakteristike ispitivanih cista u organima Broj pregledanih %
()
goveda organa

Do 10 cista 21 65,6
Broj cista

Vise od 10 cista 11 34,4

Manji od 5 cm 16 50,0
Velicina (pre¢nik) cista

Od 5 do 10 cm 14 43,7
(cm)

Veéi od 10 cm 2 6,2

Manja od 6 ml 15 46,9
Zapremina cista (ml) Od 6 do 20 ml 15 46,9

Veca od 20 ml 2 6,2

Primarna 32 100,0
Tip cista po nastanku

Sekundarna 0 0
Tip cista po Unilokularne 31 96,9
zastupljenosti Multilokularne 1 3,1
Ukupno organa sa hidatinim cistama 32
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5.1.3. Patomorfoloske i morfometrijske karakteristike hidatidoze kod

ovaca

Kod 21 pregledane ovce sa hidatidozom, promene su bile lokalizovane na
slede¢im organima: kod 11 Zivotinja ciste su ustanovljene samo u plu¢ima (52,4%)
(Slika 12), kod 8 Zivotinja samo u jetri (38,1%) (Slika 11), a kod 2 Zivotinje promene su

bile prisutne, istovremeno, u jetri i plu¢ima (9,5%) (Tabela 20, Slika 4).

Tabela 20. Distribucija hidatidnih cista u organima ovaca

Lokalizacija promena Broj Yo
Ciste samo na plu¢ima 11 524
Ciste samo na jetri 8 38,1
Ciste na jetri i plu¢ima
2 9,5
(kod iste Zivotinje)
Ukupno Zivotinja 21 100,0
jetra i pluca
9.5%
pluéa
52.4%

jetra
38.1%

Slika 4. Distribucija hidatidnih cista u organima ovaca

Od svih pregledanih organa sa hidatidnim cistama kod ovaca, promene u jetri su

utvrdene kod 10 ovaca (43,5%), a u plu¢ima kod 13 ovaca (56,5%) (Tabela 21).
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Tabela 21. Organi ovaca sa hidatidnim cistama

Uzorkovani organ Broj %
Pluc¢a 13 56,5
Jetra 10 43,5
Ukupno 23 100,0

Od 23 organa ovaca sa hidatidnim cistama, u 18 organa ustanovljeno je do 10

cista (78,3%), a u 5 organa vise od 10 cista (21,7%). U 21 organu precnik cista je bio

manji od 5 cm (91,3%), au 2 organa od 5 do 10 cm (8,7%). Nije bilo hidatidnih cista sa

precnikom ve¢im od 10 cm. U 21 organu ciste su bile zapremine manje od 6 ml

(91,3%), a u 2 organa od 6 do 20 ml (8,7%). Zapremina ciste veca od 20 ml nije

ustanovljena ni u jednom organu. U svim pregledanim organima ciste su po tipu

pripadale primarnim (100,0%). U 21 organu ciste su bile unilokularne (91,3%), a u 2

organa (jetre) ustanovljeno je prisustvo multilokularnih cista (8,7%) (Tabela 22).

Tabela 22. Rezultati morfometrijskih ispitivanja organa ovaca sa hidatidnim cistama

Karakteristike ispitivanih cista u organima

Broj pregledanih

%
ovaca organa

Do 10 cista 18 78,3
Broj cista

Vise od 10 cista 5 21,7

Manji od 5 cm 21 91,3
Velicina (pre¢nik) cista

Od5do 10 cm 2 8,7
(cm)

Veciod 10 cm 0 0

Manja od 6 ml 21 91,3
Zapremina cista (ml) Od 6 do 20 ml 2 8,7

Veca od 20 ml 0 0

Primarna 23 100,0
Tip cista po nastanku

Sekundarna 0 0
Tip cista po Unilokularne 21 91,3
zastupljenosti Multilokularne 2 8,7
Ukupno organa sa hidatinim cistama 23
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Slika 11. i 12. Echinoccocus polymorphus - jetra i plu¢a ovce (Debeljak, 2014)

65




Doktorska disertacija Mr sc vet. med. Zoran Debeljak, spec. dr vet.

5.2. Rezultati parazitoloskih ispitivanja hidatidoze

5.2.1. Opsti podaci od znacaja u epizootioloskoj analitici

5.2.1.1. Opsti podaci za domace i divlje svinje

Domace svinje kod kojih je ustanovljeno prisustvo hidatidnih cista bile su
poreklom dominantno iz intenzivnog nacina gajenja (91,8%). Preovladavale su Zivotinje
do tri godine starosti (93,9%). U grupi od 3 do 5 godina bile su 3 Zivotinje (6,1%).
Medu ispitanim Zivotinjama starijih od 5 godina nije bilo.

Muski pol Zivotinja bio je zastupljen sa 79,6%, a Zenski sa 20,4%.

Zivotinje kod kojih su ustanovljene hidatidne ciste bile su iskljudivo dobrog
stanja uhranjenosti (100%).

Obe divlje svinje sa hidatidnim cistama na jetri bile su starosti od 3 do 5 godina,
muskog pola, srednjeg stanja uhranjenosti.

U odnosu na uslove Cuvanja uzoraka do dostave u laboratoriju, 47 organa sa
hidatidnim cistama domacih svinja ¢uvano je na temperaturi frizidera (95,9%), a samo 2
organa Cuvana su u smrznutom stanju (4,1%). Do dostave u laboratoriju organi sa
hidatidnim promenama poreklom od divljih svinja Cuvani su na temperaturi frizidera

(+4°C) (Tabela 23).

Tabela 23. Opsti podaci koji se odnose na domace svinje

kod kojih je ustanovljena hidatidoza

Opste karakteristika ispitivanih Zivotinja Broj Zivotinja Vi
.. . Ekstenzivno 4 8,2
Nacin gajenja X
Intenzivno 45 91,8
Mlade od 3 godine 46 93,9
Starost Zivotinje Od 3 do 5 godina 3 6,1
Starije od 5 godina 0 0
. Muski 39 79,6
Pol Zivotinje ” -
Zenski 10 20,2
Lose 0 0
Stanje uhranjenosti Srednje 0 0
Dobro 49 100
Cuvanje cista do Na +4°C 47 95,9
dostave na ispitivanje | Zamrznuto 2 4,1
UKkupno Zivotinja 49
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5.2.1.2. Opsti podaci za goveda

Goveda kod kojih je ustanovljena hidatidoza dominantno su bila poreklom iz
ekstenzivnog nacina gajenja (96,0%).

Dvanaest Zivotinja je bilo starije od 5 godina (48,0%), 11 Zivotinja je bilo
starosti od 3 do 5 godina (44,0%), a samo 2 Zivotinje (8,0%) su bile starosti ispod 3
godine.

Zenski pol Zivotinja bio je dominantan (92,0%), a samo 2 Zivotinje su bile
muskog pola (8,0%). Najveci broj Zivotinja je bio srednjeg (52,0%) i dobrog (48,0%)
stanja uhranjenosti.

U odnosu na temperaturne uslove ¢uvanja organa do dostave u laboratoriju, 16
organa sa hidatidnim cistama je ¢uvano na temperaturi frizidera (64,0%), a 9 organa je

¢uvano u smrznutom stanju (36,0%) (Tabela 24).

Tabela 24. Opsti podaci koji se odnose na goveda kod kojih je ustanovljena hidatidoza

Opste karakteristika ispitivanih Zivotinja | Broj Zivotinja %
Ekstenzivno 24 96,0
Nacin gajenja
Intenzivno 1 4,0
Mlade od 3 godine 2 8,0
Starost Zivotinje Od 3 do 5 godina 11 44,0
Starije od 5 godina 12 48,0
Muski 2 8,0
Pol Zivotinje .
Zenski 23 92,0
Lose 0 0
Stanje uhranjenosti Srednje 13 52,0
Dobro 12 48,0
Cuvanje cista do Na +4°C 16 64,0
dostave na ispitivanje Zamrznuto 9 36,0
25
UKkupno Zivotinja
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5.2.1.3. Opsti podaci za ovce

Ovce kod kojih je ustanovljeno prisustvo hidatidoze iskljucivo su bile poreklom
iz ekstenzivnog nacina gajenja (100%).

Najveci broj Zivotinja bio je u starosti od 3 do 5 godina (80,9%), samo 1
Zivotinja mlada od 3 godine (4,8%) i 3 Zivotinje starije od 5 godina (14,3%). Iskljucivo
je bio zastupljen Zenski pol Zivotinja (100%). Zivotinje kod kojih su ustanovljene ciste
bile su dobrog (80,9%) i srednjeg (19,1%) stanja uhranjenosti.

U pogledu temperaturnih uslova ¢uvanja uzoraka do dostave u laboratoriju, 11
organa je cuvano na temperaturi frizidera (52,4%), a 10 organa u smrznutom stanju

(47,6%) (Tabela 25).

Tabela 25. Opsti podaci koji se odnose na ovce kod kojih je ustanovljena hidatidoza

Opste karakteristika ispitivanih Zivotinja Broj Zivotinja %
Ekstenzivno 21 100,0
Nacin gajenja
Intenzivno 0 0
Mlade od 3 godine 1 4.8
Starost Zivotinje Od 3 do 5 godina 17 80,9
Starije od 5 godina 3 14,3
Muski 0 0
Pol Zivotinje .
Zenski 21 100,0
LoSe 0 0
Stanje uhranjenosti Srednje 4 19,1
Dobro 17 80,9
Cuvanje cista do dostave | Na +4°C 11 524
na ispitivanje Zamrznuto 10 47,6
Ukupno Zivotinja 21

5.2.2. Rezultati ispitivanja fertilnosti i vijabilnosti
U okviru parazitoloskih ispitivanja za svaku uzorkovanu hidatidnu cistu izvrSen

je pregled na fertilnost i vijabilnost.
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5.2.2.1. Fertilnost i vijabilnost kod domaéih i divljih svinja

Od 49 pregledanih domacih svinja sa hidatidnim cistama, kod 28 Zivotinja
ustanovljeno je da su ciste bile sterilne (57,1%). Od 52 pregledane ciste (51 ujetrii 1 u
srcu), 29 cista bilo je sterilno (55,8%), a 13 cista fertilno (25,0%). Od 13 fertilnih cista
koje su poticale iz jetre, 12 je bilo vijabilno (92,3%) (Slika 17). Hidatidna cista

poreklom iz srca bila je sterilna (Tabela 26).

Tabela 26. Rezultati ispitivanja hidatidnih cista domacih svinja na

fertilnost 1 vijabilnost

. Sterilne Fertilne Vijabilne | Kalcifikovane | Degenerativne
Pregledano | Broj
Broj %0 Broj| % |Broj| % Broj %0 Broj %0

Zivotinja 49 28 | 57,1 | 11 224 | 10 | 90,9 0 0 10 20,5
Hidatidna

52 29 | 558 | 13 | 250 12 |923 0 0 10 19,2
cista
Jetra 51 28 | 549 | 13 | 255 12 | 923 0 0 10 19,6
Srce 1 1 100,0| O 0 0 0 0

Kod domacih svinja ¢iji su organi sa hidatidnim promenama dostavljeni na
pregled, prisustvo degenerativnih hidatidnih cista ustanovljeno je kod 10 Zivotinja

(20,5%), u 10 jetri (19,6%) (Slika 13, Tabela 26).

degenerativne
20.5%

sterilne

fertilne 57.1%

22.4%

Slika 13. Fertilnost hidatidnih cista kod domacih svinja
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Hidatidne ciste obe divlje svinje su bile fertilne, ali avijabilne.

5.2.2.2. Fertilnost i vijabilnost kod goveda

Od 25 pregedanih goveda sa hidatidnim cistama, kod 23 Zivotinje ustanovljeno

je da su ciste bile sterilne (92,0%), a fertilne samo kod 2 Zivotinje (8,0%). Od 32

pregledane ciste, 30 cista bilo je sterilno (93,8%), a samo 2 ciste su bile fertilne (6,2%).

Od 13 cista u plu¢ima, 12 je bilo sterilno (92,3%), 1 je bila fertilna (7,7%), a ona je bila

i vijabilna. Od 19 hidatidnih cista u jetri, 18 je bilo sterilno (94,7%), 1 je bila fertilna

(5,3%), a ona je bila i vijabilna (100%). Razlika u fertilnosti i vijabilnosti u razli¢itim

organima kod istih Zivotinja nije ustanovljena (Tabela 27, Slika 14).

Tabela 27. Rezultati ispitivanja hidatidnih cista goveda na fertilnost i vijabilnost

.| Sterilne Fertilne | Vijabilne | Kalcifikovane | Degenerativne
Pregledano | Broj
Broj| % | Broj| % | Broj % Broj % Broj %
Zivotinja 25 | 23 1920 2 |80| 2 |100,0 0 0 0 0
Hidatidna
32 1 30 [938| 2 (62| 2 |100,0 0 0 0 0
cista
Pluca 13 12 (923 1 |7,7| 1 |100,0 0 0 0 0
Jetra 19 18 (947 1 |53 1 |100,0 0 0 0 0
fertiine
8%
sterilne
92%
Slika 14. Fertilnost hidatidnih cista kod goveda
Kod goveda nije ustanovljeno prisustvo Kkalcifikovnih i degenerativnih

hidatidnih cista.
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5.2.2.3. Fertilnost i vijabilnost kod ovaca

Od 21 pregledane ovce sa hidatidnim cistama, kod 5 Zivotinja ustanovljene ciste
su bile sterilne (23,8%). Od 24 pregledane ciste (14 u plu¢ima i 10 u jetri), 5 cista bilo je
sterilno (20,8%). Od 21 pregledane, kod 13 Zivotinja ciste su bile fertilne (61,9%). Od
24 pregledane ciste, 16 cista bilo je fertilno (66,7%). Od 14 cista poreklom iz pluca, 9 je
bilo fertilno (64,3%), a od 10 iz jetre 7 je bilo fertilno (70,0%). Od 13 Zivotinja sa
fertilnim cistama u 8 Zivotinja nalazile su se vijabilne ciste (61,6%) (Tabela 28, Slika

18).

Tabela 28. Rezultati ispitivanja hidatidnih cista ovaca na fertilnost i vijabilnost

.| Sterilne Fertilne Vijabilne | Kalcifikovane | Degenerativne
Pregledano | Broj
Broj| % |Broj| % |Broj| % Broj %0 Broj %0

Zivotinja 21 5 1238] 13 |61,9| 8 |61,6 2 9,5 1 4.8
Hidatidna

24 5 1208 16 66,7 9 |563 2 8,3 1 42
cista
Pluéa 14 3 (214 9 |643] 6 | 66,6 1 7,1 1 7,1
Jetra 10 2 1200 7 |70,0| 3 |428 1 10,0 0 0

Od ukupno 16 fertilnih cista (9 iz pluéa i 7 iz jetre), iz pluca je bilo 6 vijabilnih
(66,6%) 1 iz jetre 3 vijabilne ciste (42,8%). Kod 2 Zivotinje ustanovljeno je prisustvo
kalcifikovanih (9,5%), a kod 1 Zivotinje ustanovljene su degenerativne ciste (4,8%)

(Slika 15).

degenerativne
4.8% sterilne
kalcifikovane 20.8%

9.5%

fertilne
61.9%

Slika 15. Fertilnost hidatidnih cista kod ovaca
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Kod 5 Zivotinja kod kojih je ustanovljena fertilnost cista, a negativna vijabilnost
(Slika 16) organi su do dostave na ispitivanje u laboratoriju cuvani u smrznutom stanju,

Sto je imalo uticaj na rezultat ispitivanja vijabilnosti.

Slika 16. Echinoccocus polymorphus - hidatidni pesak i protoskoleksi (fertilni, avijabilni)
(Debeljak, 2014)

Slika 17. Echinoccocus polymorphus - hidatidni pesak i protoskoleksi (fertilni, vijabilni)
(Debeljak, 2014)

Slika 18. Echinoccocus polymorphus - protoskoleksi (fertilni, vijabilni) (Debeljak, 2014)
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5.3. Epizootioloska situacija hidatidoze

PatomorfoloSkim, morfometrijskim i parazitoloskim pregledom uzorkovanog
materijala hidatidoza je potvrdena kod 96 Zivotinja, i to kod: 25 goveda, 20 ovaca 49
domacih svinja i 2 divlje svinje.

Zivotinje kod kojih je ustanovljena hidatidoza poreklom su iz razli¢itih regija u
Republici Srbiji, sa teritorije 20 opstina: Priboj, Prijepolje, Cajetina, Nova Varos,
Ivanjica, Aleksandrovac, NiS, Uzice, Novi Pazar, Valjevo (goveda), Nis, Svrljig,
Prijepolje i Tutin (ovce), Kikinda, Nova Crnja, Vladimirci, Sabac, Kraljevo, Sremska
Mitrovica, Pan€evo (domace svinje), Kraljevo i Bajina Basta (divlje svinje) (Tabela
29).

Tabela 29. Uporedni prikaz hidatidoze domacih i divljih svinja, goveda i ovaca u Srbiji

prikazana po regijama i opStinama porekla Zivotinja

REGIJA OPSTINA Govete | Ovca | Domaca | Divlja
svinja svinja
Isto¢na regija 1. Ni§ 2 2
Srbije 2. Svrljig 10
3. Bajina Basta 1
4. Uzice 2
5. Prijepolje 5 7
6. Priboj 3
Zapadna, 7. I}Iova Varos 1
~ | 8. Cajetina 6
Jugozapadna i 9 Tutin 1
Centralna 10. Novi Pazar 2
regija Srbije 11. Ivanjica 2
12. Kraljevo 4 1
13. Aleksandrovac 1
14. Sabac 7
15. Vladimirci 6
16. Valjevo 1
L 17. Nova Crnja 15
Severoisto¢na 18 Kikinda 3
regija Srbije 19. Sr. Mitrovica 9
20. Pancevo 6
25 20 49 2

Ukupno

96 7ivotinja
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5.4. Rezultati molekularnih ispitivanja hidatidoze
U okviru molekularnih ispitivanja, koriS¢enjem reakcije lanane polimeraze
(PCR) 1 kapilarne elektroforeze dobijene su sekvence ispitujuc¢ih uzoraka. Za dalju
analizu koriSc¢en je deo sekvence sa istovetnim rasporedom aminokiselina na 133 kodona

koji se poklapaju u prednjem i zadnjem smeru.

Slika 19. Rezultat vizuelizacije PCR metode elektroforezom

U kolonama 1 i 9 nalazi se molekularni marker Gene Ruler 100—1000 baznih parova (bp). U kolonama 2—
6 (legenda 1-5) nalaze se ispitujuci uzorci (1-2 goveda, 3—4 ovce, 5 divlja svinja), u koloni 8 (legenda 6)

nalazi se pozitivna kontrola

U odredivanju vrste i genotipa u materijalu iz sadrzaja hidatidnih cista koris§¢en
je analiticki deo metode EURLP (MI-05).

Takode, dobijene nukleotidne sekvence ispitivanih uzoraka uporedene su pomocu
,BLAST* pretraZivaca sa registrovanim sekvencama u Banci gena (GenBank), kojoj se

moZe pristupiti preko sledece internet adrese: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
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5.4.1. Molekularna ispitivanja hidatidoze kod domad¢ih i divljih svinja

Molekularno ispitivanje kod domacih svinja uradeno je u 19 materijala iz 19
cista koje su se nalazile u jetrama, poreklom od 17 Zivotinja. Od 15 domacih svinja sa
hidatidnim cistama za molekularna ispitivanja uzorkovana je po 1 cista, a od 2 Zivotinje
uzorkovane su po 2 hidatidne ciste iz jetre.

Echinococcus canadensis, genotip G7, ustanovljen je kod svih 17 ispitanih domacih
svinja (100%), u svih 19 hidatidnih cista (100%) koje su bile poreklom iz jetre (Tabela 30).

Tabela 30. Zbirni rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista domacih svinja

Zivotinjska . Zivotinje | Hidatidne ciste (jetra)
Vrsta Genotip
vrsta Broj| % Broj %o
Domaca svinja E. canadensis G7 17 100,0 19 100,0

Prikaz ustanovljenog genotipa po organima 1 teritoriji porekla Zivotinja, za
domace svinje, dat je u Tabeli 31.

Tabela 31. Rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista domacih svinja
prikazani po ispitivanim organima i opstini porekla Zivotinja

Zivotinja Opstina Organ Vrsta Genotip
1. Kikinda jetra E. canadensis G7
2. N. Crnja jetra E. canadensis G7
3. Vladimirci jetra E. canadensis G7
4, Vladimirci jetra E. canadensis G7
5. Sabac jet‘ra E. canadensis G7

(2 ciste)
6. Sabac jetra E. canadensis G7
7. Sabac jetra E. canadensis G7
8. Kraljevo jetra E. canadensis G7
9. Kraljevo jetra E. canadensis G7
10. Kraljevo (2J itirs?e) E. canadensis G7
11. Kraljevo jetra E. canadensis G7
12. S. Mitrovica jetra E. canadensis G7
13. S. Mitrovica jetra E. canadensis G7
14. S. Mitrovica jetra E. canadensis G7
15. S. Mitrovica jetra E. canadensis G7
16. S. Mitrovica jetra E. canadensis G7
17. S. Mitrovica jetra E. canadensis G7
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Sekvenca determinisanog genotipa kod domacih svinja prikazana je na Slici 20.

( Kodon 2) (Kodon 16)  (Kodon 18)
TTGCCCGGATTTGGTGTTATTAGTCATATTTGTTTGAGGATTAGTTCTAATTTGGAT

GTTTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCTATAGTGTGTTTAGGTAGTA
GTGTTTGGGGACATCATATGTTTACTGTTGGATTAGATGTGAAGACTGCTGTTTTTT
TTAGTTCTGTTACTATGATTATAGGTGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGTT
GTATATGTTATTGAATTCTAATGTTAATGCTAGTGATCCTGTTTTGTGGTGGGTTATT
TCTTTTATAGTTTTATTTACGTTTGGGGGCGTCACTGGTATAGTTTTGTCTGCTTGTG
TGTTGGATAATGTTTTACATGATACTTGGTTTGTAGTAGCTCATTTTCATTA

(kod.116) (kodon 133)

Slika 20. Sekvenca E. canadensis, genotipa G7, iz hidatidne ciste jetre domace svinje
Takode, u 2 hidatidne ciste poreklom od 2 divlje svinje (iz jetre), ustanovljeno je
prisustvo vrste E. canadensis, genotipa G7 (Tabela 32). Prikaz ustanovljenog genotipa

po organima i teritoriji porekla Zivotinja, za divlje svinje, dat je u Tabeli 33.

Tabela 32. Zbirni rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista divljih svinja

Zivotinjska Zivotinje | Hidatidne ciste (jetra)
Vrsta Genotip
vrsta Broj %0 Broj %0
Divlja svinja E. canadensis G7 2 100,0 2 100,0
Ukupno 1 2 | 100,0 2 100,0

Tabela 33. Rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista divljih svinja

prikazani po ispitivanim organima i opStini porekla Zivotinja

. Opstina
Zivotinja Organ Vrsta Genotip
porekla
1. Kraljevo jetra E. canadensis G7
2. B. Basta jetra E. canadensis G7

Geografska distribucija porekla domacih 1 divljih svinja kod kojih je dokazan

genotip G7 prikazana je na Kartogramu 4.
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5.4.2. Molekularna ispitivanja hidatidoze kod goveda

Molekularnim ispitivanjima kod goveda obuhvacena je 21 hidatidna cista,
poreklom od 16 zZivotinja. Pregledana je po 1 hidatidna cista poreklom od 11 Zivotinja
(iz jetre od 7 Zivotinja, iz plu¢a od 4 Zivotinje). Kod 5 goveda uzorkovane su po 2
hidatidne ciste za molekularna ispitivanja (po 1 iz jetre 1 1 iz plu¢a) (Tabela 34).

Iz 2 hidatidne ciste poreklom od jednog goveceta (1 iz jetre i 1 iz pluca), nije
dokazan DNK, tako da u materijalu poreklom od ove Zivotinje nije uradeno

molekularno ispitivanje (Tabela 34).

Tabela 34. Zbirni rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista goveda

sa distribucijom genotipova po organima

. Hidatidnih cista
Vrsta Genotip £ivotina Ukupno Jetre Pluéa
Broj| % Broj %0 Broj % |Broj| %
E. granulosus s.s. Gl 9 60,0 10 52,6 6 60,0 4 | 40,0
E. granulosus s.s. G3 6 | 40,0 9 47,4 5 55,5 4 | 445
Ukupno 2 15 [100,0| 19 [100,0| 11 |100,0 | 8 |100,0
Nije dokazan DNK - 1 6,2 2 9,6 1 8,3 1 11,1
Svega 2 16 - 21 - 12 - 9 -

Detaljan prikaz ustanovljenih genotipova kod goveda, sa haplotipovima, po

organima iz kojih poticu uzorci, sa teritorijom porekla Zivotinja, dat je u Tabeli 35.
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Tabela 35. Rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista goveda

prikazani po ispitivanim organima i opStinama porekla Zivotinja

. Opstina
Zivotinja Organ Vrsta Genotip | Haplotip
porekla

1. Priboj jetra | E. granulosus s.s. G3 Hap 2

2. Prijepolje jetra | E. granulosus s.s. Gl Hap 5

3. Prijepolje plu¢a | E. granulosus s.s. Gl Hap 5
N _ jetra

4. Prijepolje E. granulosus s.s.. Gl Hap 6
pluca

5. Prijepolje jetra | E. granulosus s.s. Gl Hap 5

6. Cajetina plu¢a | E. granulosus s.s. Gl Hap 5

7. Cajetina jetra | E. granulosus s.s. Gl Hap 5
. pluca

8. Cajetina E. granulosus s.s. G3 Hap 2
jetra

9. Cajetina jetra | E. granulosus s.s. Gl Hap 5
pluca

10. Nova Varo$ E. granulosus s.s. G3 Hap 2
jetra

11. Ivanjica plu¢a | E. granulosus s.s. G3 Hap 1

12. Ivanjica jetra | E. granulosus s.s. G3 Hap 1
pluca

13. Aleksandrovac E. granulosus s.s. G3 Hap 2
jetra

14. Nis plu¢a | E. granulosus s.s. Gl Hap 5

15. Ni§ jetra | E. granulosus s.s. Gl Hap 4
pluca

16. Priboj Nije dokazana DNK

jetra

Determinisana sekvenca E. granulosus s.s., genotipa G3, kod goveda, prikazana
je na Slici 21.

U materijalima iz hidatidnih cista poreklom od goveda, ustanovljeno je prisustvo
vrste E. granulosus s.s., 1 to dva genotipa: G1 1 G3 (Slika 22).

Echinococcus granulosus s.s., genotip G1, ustanovljen je kod 9 goveda (60%), u
10 hidatidnih cista (52,6%), od toga — u 6 cista poreklom iz jetre (60,0%) i u 4 ciste

poreklom iz plu¢a (40,0%). Echinococcus granulosus s.s., genotip G3, ustanovljen je
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kod 6 goveda (40%), u 9 hidatidnih cista (47,4%), od toga — u 5 cista poreklom iz jetre
(55,5%) 1 u 4 ciste poreklom iz pluca (45,5%).

(Kodon 16)  (Kodon 18)
TTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAGTATTAGTGCTAATTTTGAT

GCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGGTAGCA
GGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGATGTGAAGACGGCTGTTTTTT
TTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGT
TATATATGTTGTTGAATTCGAGIGTTAATGCTAGTGATCCGGTTTTGTGATGGGTTG
TTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGGGTATAGTTTTGTCTGCTTG
TGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGTGGCTCATTTTCATT

Slika 21. Sekvenca E. granulosus s.s., genotip G3, iz hidatidne ciste jetre goveceta

Kod 4 od 15 Zivotinja radeno je molekularno ispitivanje 2 ciste, po 1 iz jetre i
pluc¢a. Kod 3 Zivotinje je ustanovljen genotip G3, a kod 1 genotip G1 u sadrZaju obe

ciste (iz jetre 1 pluca).

G3
40%

. Gi
60%

Slika 22. Zastupljenost pojedinih genotipova kod goveda

Statistickom analizom zastupljenosti ustanovljenih genotipova G1 1 G3 kod
goveda, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika, P=0,527 (p>0,05).

Analizom nukleotidnih sekvenci determinisanih genotipova kod goveda (GI i
G3), ustanovljeno je 5 haplotipova (Hap 1, Hap 2, Hap 4, Hap 5 i Hap 6). U okviru
genotipa G1 determinisana su 3 haplotipa: Hap 4 kod 1 Zivotinje (6,7%), Hap 5 kod 7
Zivotinja (46,7%) 1 Hap 6 kod 1 Zivotinje (6,7%). U okviru genotipa G3 determinisana
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su 2 haplotipa: Hap 1 kod 2 Zivotinje(13,3%) i Hap 2 kod 4 Zivotinje (26,6%) (Slika
23).

Hap 6
6.7%

Hap 1

| Hap2

26.6%
Hap 5
46.7%
Hap 4
6.7%

Slika 23. Zastupljenost pojedinih haplotipova determinisanih genotipova
(G11G3), kod goveda

Statistickom analizom zastupljenosti svih determinisanih haplotipova kod
goveda (Hap 1, Hap 2, Hap 4, Hap 5 i Hap 6), nije ustanovljena statisticki znacajna
razlika, P=0,0699 (p>0,05).

Statistickom analizom zastupljenosti haplotipova ustanovljenih u okviru
genotipa G1 kod goveda (Hap 4, Hap 5 i Hap 6), ustanovljena je statisticki znacajna
razlika u njihovoj zastupljenosti, P=0,0183 (p<0,05).

Statistickom analizom zastupljenosti determinisanih haplotipova u okviru
genotipa G3 kod goveda (Hap 1 i Hap 2), nije ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika,
P=0,4141 (p>0,05).

Tabela 36. Uporedni prikaz distribucije determinisanih genotipova E. granulosus s.s.
kod goveda po opStinama porekla Zivotinja

Red. . Genotip
OPSTINA G1 G3
broj o TR
Br.zivotinja % | Br.zivotinja %

1. | Priboj 1 6,7
2. | Prijepolje 4 26,7
3. Nova Varo$ 1 6,7
4. | Cajetina 3 20,0 1 6,7
5. Ivanjica 2 13,3
6. Aleksandrovac 1 6,7
7. | Ni§ 2 13,3

Ukupno 9 60,0 6 40,0
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Geografska distribucija ustanovljenih genotipova kod goveda, prema poreklu

Zivotinja, prikazana je u Tabeli 36 i na Kartogramu 5.

Kartogram 5. Geografska distribucija ustanovljenih genotipova

E. granulosus s.s. kod goveda
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5.4.3. Molekularna ispitivanja hidatidoze kod ovaca

Za molekularna ispitivanja kod ovaca uzorkovane su 22 ciste, poreklom od 19
Zivotinja. Od 16 zZivotinja uzorkovan je sadrzaj iz 1 hidatidne ciste, a kod 3 Zivotinje
uzorkovan je sadrzaj iz po 2 hidatidne ciste (kod 2 Zivotinje po 1 cista iz jetre i 1 iz
pluca, a kod 1 Zivotinje 2 ciste iz pluca).

Broj 1 vrsta ustanovljenih genotipova kod ovaca, sa distribucijom po Zivotinjama

i organima u kojima su dokazani, prikazani su u Tabeli 37.

Tabela 37. Rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista ovaca

sa distribucijom genotipova po organima

. Hidatidnih cista
Zivotinja
Vrsta Genotip Ukupno Pluéa Jetre
Broj % Broj % Broj | % |Broj| %
E. granulosus s.s. Gl 6 33,3 7 333 5 714 2 | 28,6

E. granulosus s.s. G2 4 22,4 6 28,6 1 16,7 5 83,3
E. granulosus s.s. G3 6 33,3 8 38,1 6 75,0 2 25,0
E. granulosus s.s. | G1/G2 1 5,5
E. granulosus s.s. | G2/G3 1 5,5

Ukupno 3 18 100,0 21 100,0 12 (1000 9 [100,0
Taenia hydatigena 1 5,3 1 4.5 1 10,0
Svega 19 22 12 10

Detaljan prikaz ustanovljenih genotipova kod ovaca, po: organima iz kojih
poticu uzorci, teritoriji porekla Zivotinja, sa ustanovljenim haplotipovima, dat je u

Tabeli 38.
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Tabela 38. Rezultati molekularnih ispitivanja hidatidnih cista ovaca

prikazani po ispitivanim organima i opStinama porekla Zivotinja

. Opstina
Zivotinja Organ Vrsta Genotip | Haplotip
porekla

pluca
1. Nis E. granulosus s.s. G3 Hap 2

(2 ciste)
2. Nis pluca E. granulosus s.s. Gl Hap 7
3. Svrljig pluca E. granulosus s.s. Gl Hap 7
4. Svrljig pluca E. granulosus s.s. G2 Hap 3
5. Svrljig pluca E. granulosus s.s. Gl Hap 5
6. Svrljig pluca E. granulosus s.s. G3 Hap 2
7. Svrljig jetra |E. granulosus s.s. G2 Hap 3
8. Svrljig jetra |E. granulosus s.s. G2 Hap 3
9. Svrljig jetra |E. granulosus s.s. G2 Hap 3

pluca G3 Hap 2
10.  |Prijepolje E. granulosus s.s.

jetra G2 Hap 3

pluca Gl Hap 5

11.  |Prijepolje E. granulosus s.s.
jetra G2 Hap 3

12. |Svrljig jetra |E. granulosus s.s. G3 Hap 2
13.  |Prijepolje |pluca E. granulosus s.s. Gl Hap 5
14.  |Prijepolje jetra |E. granulosus s.s. Gl Hap 5
15.  |Prijepolje [pluca E. granulosus s.s. G3 Hap 2
16.  |Prijepolje |pluca E. granulosus s.s. G3 Hap 2
17.  |Prijepolje jetra |E. granulosus s.s. G3 Hap 2
18.  |Tutin Jetra |E. granulosus s.s. Gl Hap 5
19.  |Lucani jetra |Taenia hydatigena

Determinisana sekvenca E. granulosus s.s., genotipa G1, kod ovaca, prikazana

je na Slici 24.

84



Doktorska disertacija Mr sc vet. med. Zoran Debeljak, spec. dr vet.

(Kodon 16)  (Kodon 18)
TTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAGTATTAGTGCTAATTTTGAT

GCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGGTAGCA
GGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGATGTGAAGACGGCTGTTTTTT
TTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGT
TATATATGTTGTTGAATTCGAGIGTTAATGTTAGTGATCCGGTTTTGTGATGGGTTG
TTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGGGTATAGTTTTGTCTGCTTG
TGTGTTAgATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGTGGCTCATTTTCATTATGTT
ATGTCGTT

Slika 24. Sekvenca E. granulosus s.s., genotipa G1, iz hidatidne ciste pluc¢a ovce

U sadrzaju 1 ciste poreklom od 1 ovce (jetra), molekularnim ispitivanjem
ustanovljen je genom larvenog oblika 7. hydatigena.

U materijalima iz hidatidnih cista poreklom od ostalih 18 ovaca, ustanovljeno je
prisustvo E. granulosus s.s., 1 to tri genotipa: G1, G2 1 G3 (Slika 25). Echinococcus
granulosus s.s., genotip G1, ustanovljen je kod 6 Zivotinja (33,3%), u 7 hidatidnih cista
(33,3%), od toga u 5 cista poreklom iz pluc¢a (71,4%) i u 2 ciste poreklom iz jetre
(28,6%). Echinococcus granulosus s.s., genotip G2, ustanovljen je kod 4 Zivotinje
(22,4%), u 6 hidatidnih cista (28,6%), od toga u 1 cisti poreklom iz pluca (16,7%) iu 5
cista iz jetre (83,3%). Echinococcus granulosus s.s., genotip G3, ustanovljen je kod 6
Zivotinja (33,3%), u 8 hidatidnih cista (38,1%), od toga u 6 cista poreklom iz pluca
(75,0%) i u 2 ciste iz jetre (25,0%). Kod 1 od ovih Zivotinja, genotip G3 je ustanovljen u
sadrzaju 2 ciste, koje su bile poreklom iz pluca.

Kod 2 Zivotinje je vrSeno molekularno ispitivanje po jedne hidatidne ciste iz
jetre 1 pluca, kada je ustanovljena meSovita infekcija (11,1%). Kod jedne Zivotinje
ustanovljeno je prisustvo genotipova G1 (pluca) i G2 (jetra), a kod druge Zivotinje

genotipova G3 (pluca) i G2 (jetra).
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33.3%
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22.4%

Slika 25. Zastupljenost pojedinih genotipova E. granulosus s.s. kod ovaca

Statistickom analizom zastupljenosti ustanovljenih genotipova (G1, G2 1 G3)
kod ovaca, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika, P=0,9608 (p>0,05).

Analizom nukleotidnih sekvenci determinisanih genotipova ovaca (G1, G2 i G3)
ustanovljena su 4 haplotipa (Hap 2, Hap 3, Hap 5 i Hap 7). U okviru genotipa G1
determinisana su 2 haplotipa: Hap 5 kod 4 Zivotinje (22,3%) 1 Hap 7 kod 2 Zivotinje
(11,1%). U okviru genotipa G2 determinisan je Hap 3 kod 4 Zivotinje (22,3%), a u
okviru genotipa G3 determinisan je Hap 2 kod 6 Zivotinja (33,3%) (Slika 26).

Kod 2 Zivotinje ustanovljena je meSovita infekcija i genotipova i haplotipova.
Kod jedne Zivotinje (5,5%) ustanovljeni su: u plu¢ima genotip G1 (Hap 5) 1 u jetri G2
(Hap 3). Kod druge zivotinje (5,5%) ustanovljeni su: u plu¢ima genotip G3 (Hap 2) i u
jetri G2 (Hap 3).
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Hap 5/3
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33.3%
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Slika 26. Zastupljenost pojedinih haplotipova determinisanih genotipova

(G1, G21G3), kod ovaca

Statistickom analizom zastupljenosti ustanovljena 4 haplotipa kod ovaca (Hap 2,

Hap 3, Hap 5 i Hap 7), nije ustanovljena statisticki znacajna razlika, P=0,4235 (p>0,05).

Geografska distribucija ustanovljenih genotipova ovaca, na osnovu porekla

ovaca, prikazana je u Tabeli 39. 1 na Kartogramu 6.

Tabela 39. Uporedni prikaz distribucije determinisanih genotipova E. granulosus s.s.

kod ovaca po opstinama porekla Zivotinja

Genotip
R OPSTINA G1 G2 G3 G1/G2 G2/G3
br. Broj % Broj % Broj % Broj % Broj %
Zivot. Zivot. Zivot. Zivot. Zivot.

1. | Prijepolje 2 11,1 3 16,7 1 5,5 1 5,5
2. | Tutin 1 5,5

3. | Svrljig 2 11,1 4 22,2 2 11,1

4. | Ni§ 1 5,5 1 5,5

Ukupno 6 333 4 22,2 6 333 1 5,5 1 5,5
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5.4.4. Zajednicki haplotipovi kod goveda i ovaca

Kod goveda i ovaca ustanovljeno je prisustvo dva ista haplotipa:
(Hap 21 Hap 5).

U okviru genotipa G3, (Hap 2) je ustanovljen kod 10 Zivotinja, i to kod: 4
goveceta (46,6%) i 6 ovaca (53,4%) (Slika 27).

Hap 2
OVCE - E. granulosus s.s. G3
GOVEDA - E. granulosus s.s. G3

Slika 27. Zastupljenost Hap 2 kod goveda i ovaca

U okviru genotipa G1, (Hap 5) je ustanovljen kod 11 Zivotinja, 1 to kod: 7
goveda (63,6%) 1 4 ovce (36,4%) (Slika 28).

Hap 5
OVCE - E. granulosus s.s. G1
GOVEDA - E. granulosus s.s. G1

Slika 28. Zastupljenost Hap 5 kod goveda i ovaca
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5.4.5. Mreza ustanovljenih haplotipova kod goveda i ovaca

S obzirom na to da su kod goveda i ovaca ustanovljeni genotipovi koji pripadaju
E. granulosus s.s. (G1, G2 i G3), u ovim uzorcima je radena i analiza haplotipova.

Mreza determinisanih genotipova 1 haplotipova, generisana je upotrebom
citohrom C-oksidaze subjedinice 1 (cox1) mitohondrijalne nukleotidne sekvence E.

granulosus s.s. (Slika 29).
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Slika 29. MreZa determinisanih genotipova i haplotipova kod goveda i ovaca

Kod goveda 1 ovaca, u okviru E. granulosus s.s. ustanovljeno je prisustvo tri
genotipa (G1, G2 1 G3) 1 7 haplotipova (Hap 1, Hap 2, Hap3, Hap 4, Hap 5, Hap 6 1 Hap
7).

Kod goveda je ustanovljeno prisustvo 2 genotipa (G1 i G3) (66,6%) 1 5
haplotipova (Hap 1, Hap 2, Hap 4, Hap 5 i Hap 6).

Kod ovaca je ustanovljeno prisustvo 3 genotipa (G1, G2 i G3) 1 4 haplotipa (Hap
2, Hap 3, Hap 51 Hap 7).
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Kod goveda dva ustanovljena genotipa pokazuju vecu genetsku raznovrsnost u
okviru 5 haplotipova (71,4%) nego kod ovaca, kod kojih se u okviru tri determinisana
genotipa izrazava genetska raznovrsnost u okviru 4 haplotipa (57,1%).

Kod goveda i ovaca ustanovljeno je prisustvo dva zajednic¢ka haplotipa: Hap 2 i
Hap 5 (28,6%). Haplotip 2 (u okviru genotipa G3) je determinisan kod 4 goveceta i 6
ovaca. Haplotip 5 (u okviru genotipa G1) je ustanovljen kod 7 goveda i 4 ovce.

Kod 2 ovce ustanovljena je meSovita infekcija, kako na nivou genotipa, tako i na
nivou haplotipa. Kod obe Zivotinje sa meSovitom infekcijom u jetri je dokazano
prisustvo genotipa G2 (Hap 3), dok je u plu¢ima kod jedne Zivotinje dokazano prisustvo

genotipa G1 (Hap5), a kod druge genotip G3 (Hap2).
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6. DISKUSIJA

IstraZivanja realizovana u okviru disertacije imala su za cilj odredivanje
patomorfoloskih, morfometrijskih, parazitoloskih i epizootioloskih karakteristika
hidatidoze, i utvrdivanje prisutnih genotipova i haplotipova u ispitivanoj grupaciji
Zivotinja poreklom sa razliCitih epizootioloSkih podrucja Republike Srbije. S obzirom na
razli¢ite bioloske i1 epizootioloske karakteristike pojedinih genotipova i haplotipova E.
granulosus s.1., njihova identifikacija i definisanje prevalencije od izuzetnog su znacaja za
razumevanje bioloSkog ciklusa parazita, kao i mera kontrole (Parsa i sar., 2010).

Domace i divlje svinje. U okviru sprovedenih ispitivanja, od organa domacih
svinja koji su sa hidatidnim promenama dostavljeni na pregled, dominirala je jetra u
kojoj su hidatidne promene ustanovljene u 97,9% slucajeva.

Ispitivanja drugih autora o distribuciji hidatidnih promena na pojedinim
organima razlikuju se od dobijenih rezultata, u slede¢im okvirima: u plu¢ima 31,41-
35,40%, u jetri 46,83-48,40% 1 istovremeno u plu¢ima 1 jetri 15,22-15,71%
(Simonovi¢, 1974).

S obzirom na ¢injenicu da 91,8% svinja potice iz intenzivnog uzgoja i da je
93,9% Zivotinja bilo mlade od 3 godine, razumljivo je da u promenjenim organima
preovladuju ciste precnika manjeg od 5 cm. U skladu sa na¢inom gajenja svinja, stanje
uhranjenosti je ocenjeno kao dobro (100,0%), a muski pol je bio zastupljeniji (79,6%).
Manji broj Zivotinja poticao je iz ekstenzivnih uslova gajenja (8,2%), starosti od 3 do 5
godina (6,1%) i kod njih je ustanovljeno pojedinacno prisustvo cista pre¢nika veceg od
5 cm. Velicinu cista pratila je 1 odgovaraju¢a zapremina hidatidne tecnosti, pri ¢emu su
dominirale ciste zapremine do 6 ml (98,0%).

Takode, kod dve pregledane divlje svinje u jetri je ustanovljena po jedna
hidatidna cista, pre¢nika manjeg od 5 cm 1 zapremine manje od 6 ml. Veli€ina cista je

odgovarala starosti Zivotinja, koje su bile mlade od 3 godine. I pored toga Sto se radi o
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malom broju divljih svinja, navedeni nalazi imaju izuzetan znacaj s obzirom na
¢injenicu da se do uzoraka iz grupacije divljih Zivotinja teSko dolazi.

Uvidom u podatke o poreklu domacih svinja zakljuCuje se da je u pitanju
intenzivno gajenje, u mini farmama na poljoprivrednim gazdinstvima. U ovom nacinu
gajenja nema zatvorenog ciklusa proizvodnje, ve¢ se prasad za intenzivni tov otkupljuju
iz veceg broja gazdinstava, sa veceg broja mini farmi priplodnih krmaca koje proizvode
prasad za tov. U obe faze gajenja dominiraju objekti sa srednjim nivoom biosigurnosnih
mera, a Cesti su i oni sa niskim. Objekti ovog tipa sa visokim nivoom biosigurnosnih
mera su znatno redi.

Prema rezultatima istrazivanja u Republici Srbiji dominantni stalni domacin
pantljicare E. granulosus je pas, a prevalencija infekcije je razlicita u razli¢itim krajevima
(Dimitrijevi¢, 1996). Procenat inficiranih vlasnickih pasa, u koje spadaju i lovacki psi,
kre¢e se od 15% u Valjevu, NiSu i Zrenjaninu (Markovi¢, 1978; Antanasijevi¢, 1993;
Paunovi€ i sar., 1994), do 48% kod pasa u PoZarevcu (Tesi¢, 1997) i 46,82% na teritoriji
ZajeCarskog podru¢ja (Simonovi¢, 1974). Na podru¢ju Istone Srbije prevalencija
infekcije kod pasa je razlicita, ali visoka: Boljevac 44,4%, Bor 70%, ZajeCar 45%,
Kladovo 55,55%, Knjazevac 13,33%, Majdanpek 46,66%, Negotin 45%. Na ovom
podrucju, kao 1 na drugim terenima u Srbiji gde je kontakt lokalnog stanovniStva sa psima
prisniji, a nivo prosvecenosti slabiji, ova parazitoza predstavlja veliki epizootioloSko-
epidemiolo$ki problem (Simonovi¢, 1974).

S obzirom na c¢injenicu da lovacki psi predstavljaju deo vlasnickih pasa, ovi
podaci se odnose i na njih. Infekcija prelaznih domacina je moguca na svim mestima gde
psi defeciraju. Medutim, ona se naj¢es$¢e obavlja u dvoristu, na pasi, u prirodi, jer se tamo
feces inficiranih pasa razmekSava i raspada pod dejstvom atmosferskih uticaja, a jaja
parazita se raznose po vecoj povrsini i postaju dostupna prelaznim domaéinima (Sibali¢ i
Cvetkovi¢, 1996; Dimitrijevi¢ 1 Ili¢, 2011). Svinje se lako inficiraju jajima parazita iz
fecesa pasa, s obzirom na sklonost ka koprofagiji. Sa druge strane, domace svinje
inficirane metacestodama E. granulosus znacajan su izvor za infekciju pasa kao stalnih
domacina, s obzirom na uobicajenu praksu klanja svinja u domacinstvima, van kontrole
veterinarske sluzbe. NaZalost, veoma nizak nivo znanja stoCara o nacinima S$irenja
oboljenja uslovljava neadekvatno postupanje sa organima u kojima se nalaze hidatidne

ciste (,,zednjaci®). Po verovanju neprosvecenih stoCara oni nastaju kod Zivotinja koje
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dugotrajno nisu imale dovoljno vode, a dobro ih je dati psima, jer mogu da ih zaStite od
besnila. Imajuc¢i u vidu nizak nivo znanja stoara o ovoj parazitozi i putevima njenog
Sirenja, kontrola na ovom nivou skoro da ne postoji (Kuli$i¢ i sar., 1999).

O rasirenosti hidatidoze, $to je posledica nedovoljne prosvecenosti uzgajivaca svinja
1 0 nepostojanju adekvatnih nacina za neSkodljivo uklanjanje leSeva uginulih Zivotinja, kao i
klani¢nih konfiskata u Srbiji, govore i drugi autori (Novakov i sar., 2012).

Inficiranje divljih svinja u prirodi, gde im je dostupan feces lovackih pasa, veoma
je moguce. Takode, posle odstrela divljih svinja i evisceracije koja se radi u prirodi,
eviscerirani organi ostaju dostupni lovackim psima, Sto zatvara potencijalni krug
inficiranja i preklapanja silvaticnog i ciklusa bolesti izmedu domacih Zivotinja.

Naravno, epizootioloski znacaj drugih stalnih domacina, posebno kada su divlje
svinje u pitanju se ne iskljucuje, ali o njihovom uceS¢u ima malo egzaktnih rezultata
ispitivanja. Na osnovu ispitivanja vukova u Italiji ustanovljena je prevalencija 15% (Guberti
1 sar., 2014), a ispitivanja sprovedena kod lisica govore u prilog njihovog znacaja u
epizootiologiji bolesti (Camel, 1959). I drugi autori govore o znacaju divljih Zivotinja kao
izvora bolesti, pre svega u silvaticnom ciklusu (McManus i sar., 2003).

Goveda. Distribucija hidatidnih promena kod goveda znacajno se razlikuje od
distribucije kod svinja. Kod 48,0% pregledanih Zivotinja promene su bile lokalizovane u
jetri, kod 25,0% u plu¢ima 1 kod 28,0% Zivotinja istovremeno u jetri 1 plu¢ima.
Posmatrano po organima, hidatidne promena kod goveda su bile zastupljenije u jetri
(59,4%) nego u pluc¢ima (40,6%).

Rezultati obavljenih ispitivanja se delimi¢no poklapaju sa ispitivanjima drugih
autora, Ciji je cilj bio utvrdivanje distribucije hidatidnih promena u razliitim organima:
u jetri 16,11-20,15%, u plu¢ima 53,23-57,12% i istovremeno u plu¢ima i jetri 25,48
25,56% (Simonovi¢, 1974).

Kod 65,6% Zivotinja utvrdeno je 10 cista, a kod 34,4% vise od 10 cista.
Dijagnostikovane su ciste manjeg precnika od Scm (50,0%), sa zapreminom ispod 6 ml
(46,9% ) 1 one precnika od 5-10cm (43,7%), sa zapreminom od 6-12ml (46,9%). S
obzirom na ¢injenicu da je 96,0% goveda bilo poreklom iz ekstenzivnog uzgoja i da je
92,0% zivotinja bilo starije od 3 godine, razumljive su morfometrijske karakteristike

promena. Navedene morfometrijske karakteritike hidatidnih cista kod goveda u skladu
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su sa staroS¢u ispitivanih Zivotinja, odnosno staro$¢u hidatidnih cista, kao Sto potvrduju
1 literaturni podaci (Jaksi¢ 1 Sofrenovi¢, 1979).

Ekstenzivni nacin gajenja podrazumeva brojne mogucénosti inficiranja u
razli¢itoj starosti Zivotinja. S obzirom na ujednacenost morfometrijskih karakteristika
cista u organima kod pojedinih Zivotinja, mogucnost superinfekcije u ovim
ispitivanjima bila je manje zastupljena.

Nacin gajenja goveda na teritoriji navedenih opstina u jugozapadnoj Srbiji
obavlja se kombinacijom Stalskog i pasnog, sa znacajnim udelom pasne ishrane u toku
veceg dela godine. Imajudi u vidu znacaj vlasnickih pasa 1 pasa lutalica u epizootiologiji
hidatidoze, kao i nacin gajenja goveda, mogucnosti inficiranja goveda su velike. Sa
druge strane, goveda inficirana metacestodama E. granulosus, ne bi trebalo da budu
znacCajan izvor za infekciju pasa kao stalnih domacina, s obzirom na to da se klanje
goveda obavlja u objektima pod kontrolom veterinarske sluzbe. Teorijski, postoje
mogucnosti da organi zaklanih goveda sa hidatidnim cistama budu dostupni psima, ali
prakti¢no nemaju veci znacaj.

Ovce. Rezultati sprovedenih ispitivanja ukazuju da je distribucija hidatidnih
promena kod ovaca: u plu¢ima kod 52,4% Zivotinja, u jetri kod 38,1%, a istovremena
lokalizacija u plu¢ima 1 jetri, kod 9,5% ovaca. Posmatrano po organima, hidatidne
promene kod ovaca su bile zastupljenije u plu¢ima (56,5%) nego u jetri (43,5%).

Rezultati ispitivanja o distribuciji hidatidnih promena u razli¢itim organima
uglavnom se poklapaju sa rezultatima ispitivanja drugih autora, koji su dijagnostikovali:
u plu¢ima 51,90-55,13%, u jetri 22,31-22,94% 1 istovremeno u plu¢ima 1 jetri
22,28-24,52% (Simonovi¢, 1974). Lokalizacija hidatidnih cista u jetri ovaca poreklom
sa PesSterske visoravni bila je zastupljena sa 30,5% (Pavlicevi¢, 1974).

S obzirom na iznete opste i epizootioloske podatke koji se odnose na pregledane
ovce, morfometrijske karakteristike promena su ocekivane. Do 10 cista ustanovljeno je
kod 78,3%, a zastupljenost Zivotinja sa viSe od 10 cista bila je 21,7%. Kod 91,3%
Zivotinja precnik cista je bio do 5 cm, a zapremina cista manja od 6 ml. Kod 8,7%
Zivotinja precnik cista je bio od 5 do 10 cm, a zapremina cista od 6 do 12 ml.

Navedene morfometrijske karakteristike hidatidnih cista kod ovaca u skladu su
sa staroSc¢u ispitivanih Zivotinja 1 hidatidnih cista, S$to je u saglasnosti sa podacima iz

literature (Jaksi¢ i Sofrenovi¢, 1979).
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Na osnovu uvida u iznete opSte i anamnesticke podatke, kao i €injenice da se
radi o Zivotinjama dobrog (80,9%) 1 srednjeg (19,1%) stanja uhranjenosti, moze se
zakljuciti da se u najve¢em broju sluCajeva ovaca sa hidatidozom, radi o Zenskim
Zivotinjama koje su upucene na klanje, ili u okviru planiranog remonta stada, ili zbog
problema u reprodukciji (sterilitet) iz razlicitih razloga.

Sve pregledane ovce iz istraZivanja su poreklom iz ekstenzivnog nacina gajenja,
Sto znaci da potic¢u iz malih i srednjih vlasnickih zapata koji se gaje na tradicionalan
nacin, u okviru koga se primenjuju skromne zoohigijenske i preventivne veterinarske
mere 1 dominantno pasno gajenje. Prevladavala je starost Zivotinja od 3 do 5 godina
(80,9%) 1 iskljucivo Zivotinje Zenskog pola (100,0%).

Tradicionalni pasni nain gajenja ovaca u ovim regijama, koji je inace i
dominanatan u gajenju ovaca Sirom Srbije, omogucava lako inficiranje ovaca, preko
direktnog ili indirektnog kontakta sa psima. Ovo je posebno razumljivo ako se ima u
vidu kohabitacija ovaca 1 pasa, koji mogu, ali i ne moraju, biti ovCarski psi. Na
inficiranim pasnjacima ovce se lako inficiraju jajima parazita iz fecesa pasa. Sa druge
strane, ovce inficirane metacestodama E. granulosus znacajan su izvor za infekciju pasa
kao stalnih domacina, s obzirom na uobi¢ajenu praksu klanja ovaca u domacinstvima,
van kontrole veterinarske sluzbe. Slicno kao i u epizootiologiji bolesti kod svinja,
veoma nizak nivo znanja stocara o epizootiologiji oboljenja uslovljava neadekvatno
postupanje sa organima u kojima se nalaze hidatidne ciste (,,Zednjaci‘).

Imajuéi u vidu nizak nivo znanja stoara o ovoj parazitozi i putevima njenog
Sirenja, njena kontrola ni kod ovaca na ovom nivou skoro da ne postoji (KuliSi¢ 1 sar.,
1999; Masala i Parodi, 2004).

Epizootioloska situacija hidatidoze. Patomorfoloskim, morfometrijskim i
parazitoloSkim pregledom uzorkovanog materijala, hidatidoza je ustanovljena kod 96
Zivotinja, i to kod: 49 domacih svinja, 2 divlje svinje, 25 goveda i 20 ovaca (Tabela 29).

Zivotinje kod kojih je ustanovljena hidatidoza poreklom su iz razligitih
epizootioloskih podru¢ja u Republici Srbiji sa teritorije 20 opStina: Kikinda, Nova
Crnja, Vladimirci, Sabac, Kraljevo, Sremska Mitrovica, Panfevo (domace svinje),
Kraljevo i Bajina Baita (divlje svinje), Priboj, Prijepolje, Cajetina, Nova Varo,
Ivanjica, Aleksandrovac, Ni§, UZice, Novi Pazar, Valjevo (goveda), Nis, Svrljig,

Prijepolje i Tutin (ovce) (Kartogram 7).
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Kartogram 7. Uporedni prikaz geografske distribucije hidatidoze

kod domacih i divljih svinja, goveda i ovaca

Uvidom u rezultate pregleda, kao i u geografsku distribuciju porekla Zivotinja
kod kojih je ustanovljena hidatidoza, primecuje se Siroka rasprostranjenost ove

cestodoze na teritoriji Republike Srbije.
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Kod domacih svinja oboljenje je rasprostranjeno na teritoriji 7 opStina u Srbiji:
Nova Crnja, Kikinda, Sremska Mitrovica, Pancevo, Sabac, Vladimirci i Kraljevo.
Navedene opstine pripadaju regijama Republike Srbije u kojima je svinjarstvo veoma
zastupljeno kao grana stocarske proizvodnje.

Kod divljih svinja oboljenje je ustanovljeno na teritoriji dve opStine: Bajina
Basta i Kraljevo, na ¢ijoj teritoriji je potvrdeno i kod domacih svinja.

Kod goveda hidatidoza je ustanovljena na teritoriji 10 opStina: Ni$, Uzice,
Prijepolje, Priboj, Nova Varos, Cajetina, Novi Pazar, Ivanjica, Aleksandrovac i Valjevo.
Navedene opStine pripadaju jugozapadnoj, centralnoj i istocnoj regiji Republike Srbije,
u kojima je govedarstvo razliito zastupljeno kao grana stoCarske proizvodnje. Osam
opstina zapadne i jugozapadne Srbije (Valjevo, Priboj, Prijepolje, Uzice, Cajetina, Nova
Varos, Ivanjica i Novi Pazar) predstavljaju izrazito govedarski kraj, Sto se za pojedine
opstine Isto¢ne (NiS) i Centralne Srbije (Aleksandrovac) ne moZze reci.

Hidatidoza kod ovaca je ustanovljena na teritoriji 2 opStine u Jugozapadnoj
Srbiji: Prijepolje i Tutin, kao i 2 opStine u Isto¢noj Srbiji: Svrljig i NiS. Sve Cetiri
opStine pripadaju regijama Srbije u kojima je ovcarstvo zastupljeno kao znacajna grana
stoCarske proizvodnje sa brojnim fondom ovaca.

Fertilnost i vijabilnost. Obrazovanjem skoleksa u hidatidnim cistama, koji
nastaju najranije za 5—6 meseci, ciste postaju plodne i sposobne za infekciju stalnog
domaéina (Sibali¢ i Cvetkovi¢, 1996).

Fertilnost hidatidnih cista odreduje se mikroskopskim posmatranjem sadrzaja ciste i
germinativne membrane, a ciste se determiniSu kao fertilne ili sterilne (bez protoskoleksa)
ili kalcifikovane 1 degenerisane. Fertilne ciste se ispituju na vijabilnost uz pomo¢ bojenja
0,1% eozinom, pri ¢emu se Zivi protoskoleksi ne boje eozinom (Latif i sar., 2009).

U okviru parazitoloskih ispitivanja koja su obavljena u materijalu poreklom iz
hidatidnih cista razli€itih vrsta Zivotinja, najvec¢i procenat fertilnih cista ustanovljen je
kod ovaca (61,9%), zatim svinja (22,4%) 1 najmanji kod goveda (8,0%).

Od 49 ispitanih domacih svinja, fertilne ciste su ustanovljene kod 22,4%
zivotinja. Kod 57,1% Zzivotinja ciste su bile sterilne, a degenerativne ciste su utvrdene
kod 20,5% svinja. Ustanovljeni procenat fertilnih cista je znatno niZi od postojecih
literaturnih podataka za svinje, koji se kreée od 70-88% (Sibali¢ i Cvetkovi¢, 1996;

Kulisi¢, 2001). Vijabilnost je ustanovljena kod 90,9% fertilnih cista, $to je razumljivo s
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obzirom na starost procesa, kao i na adekvatne temperaturne uslove ¢uvanja cista (na
temperaturi frizidera) do dostavljanja na laboratorijsko ispitivanje.

U toku istrazivanja organa goveda sa hidatidnim promenama fertilne ciste su
ustanovljene samo kod 8,0% Zivotinja, a kod 92,0% Zzivotinja bile su sterilne. Fertilne
ciste su se nalazile kod dve razlicite Zivotinje: kod jedne u jetri, kod druge u plu¢ima.
Obe fertilne ciste su bile vijabilne (100%).

I drugi autori navode visok procenat sterilnih hidatidnih cista kod goveda — 80%
(gibalié i Cvetkovi¢, 1996), odnosno 87% (Ili¢, 1987; Kulisi¢, 2001), dok je u nasSim
ispitivanjima bio — 92,0%.

Ispitivanjem cista kod ovaca ustanovljene su fertilne ciste kod 61,9% Zivotinja,
kolika je bila i vijabilnost. Sterilne ciste su ustanovljene kod 23,8%, kod 9,5%
kalcifikovane i kod 4,8% ovaca degenerativne.

Razliditi autori navode razli€ite podatke o fertilnosti cista kod ovaca. Fertilnost
cista ispitivana kod ovaca poreklom sa PeSterske visoravni (opStine Tutin 1 Sjenica)
kretala su se u rasponu od 40-60% (Pavli¢evi¢, 1974). Istovetna ispitivanja kod ovaca u
Pakistanu govore u prilog slabe vijabilnosti fertilnih cista (15,7%) (Ahmed i sar., 2006)

Prema literaturnim podacima ovce se navode kao najznaCajnije u Sirenju
ehinokokoze, s obzirom na visok procenat fertilnih cista — 90% (Sibali¢ i Cvetkovié,
1996), odnosno 93% (Ili¢, 1987; Kulisi¢, 2001). Pored visokog procenta fertilnosti
njihovom velikom znacaju u Sirenju oboljenja doprinose i tradicionalno, pasno gajenje
uz pomo¢ pasa sa kojima su u bliskom kontaktu, klanje van klanica bez veterinarskog
nadzora, Sto Cesto omogucava dostupnost konfiskata psima, kao i1 neadekvatno
uklanjanje leSeva uginulih Zivotinja (Kesteren 1 sar., 2013). Iz navedenih razloga svetska
karta intenzivnosti ovCarstva u visokom procentu se poklapa sa stepenom raSirenosti
hidatidoze kod Zivotinja i ljudi (Sibali¢ i Cvetkovi¢, 1996).

Molekularne karakteristike hidatidoze Zivotinja u Srbiji. Molekularnim
ispitivanjima materijala iz hidatidnih cista poreklom od 52 Zivotinje (15 goveda, 18
ovaca, 17 domacih i 2 divlje svinje), u okviru kompleksa E. granulosus s.l
determinisana su 3 genotipa E. granulosus s.s. (G1, G2 i G3) kod goveda i ovaca, kao i
E. canadensis, genotip G7, kod domacih 1 divljih svinja.

Echinococcus granulosus, genotip G1 ustanovljen je kod 15 Zivotinja: 9 goveda

(60%) i 6 ovaca (40%). Echinococcus granulosus, genotip G2 ustanovljen je samo kod
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4 ovce (100%). Echinococcus granulosus, genotip G3 ustanovljen je kod 12 Zivotinja: 6
goveda (50%) 1 6 ovaca (50%). MeSovita infekcija sa genotipovima G1/G2, kao i
genotipovima G2/G3 ustanovljena je samo kod po jedne ovce (1,9%). Echinococcus
canadensis, genotip G7 ustanovljen je kod 17 domacih (89,5%) i 2 divlje svinje (10,5%)
(Tabela 40).

Tabela 40. Uporedni prikaz determinisanih vrsta i genotipova E. granulosus s.s. kod

goveda, ovaca, domacih i divljih svinja

VRSTA/GENOTIP Zivotinja Goveda Ovaca Dom. svinja | Div. svinja
Broj % Broj | % | Broj % Broj | % | Broj %
E. granulosus s.s. G1 15 28,8 9 60 6 40,0
E. granulosus s.s. G2 4 7,8 4 100
E. granulosus s.s. G3 12 23,0 6 50 6 50,0
E. granulosus s.s. G1/G2 1 1,9 1 5,5
E. granulosus s.s. G2/G3 1 1,9 1 5,5
E. canadensis G7 19 36,6 17 | 89,5 2 10,5
UKkupno 52 1000 | 15 |30 | 18 36,0 17 | 34,0 2 4,0

Domace i divlje svinje. U okviru obavljenih ispitivanja E. canadensis, genotip
G7, ustanovljen je kod svih 17 ispitanih domacih svinja (100%), u svih 19 pregledanih
hidatidnih cista (100%) koje su bile poreklom iz jetre.

Analizom geografske distribucije porekla Zivotinja kod kojih je ustanovljen E.
canadensis, genotip G7, koja je prikazana na Kartogramu 4, vidi se rasprostranjenost
ovog genotipa na teritoriji 6 opStina u Republici Srbiji: Nova Crnja, Kikinda, Sremska
Mitrovica, Sabac, Vladimirci i Kraljevo. Veéina tih opstina predstavljaju delove regija u
kojima je svinjarstvo izuzetno zastupljeno kao grana stocarske proizvodnje.

Takode, E. canadensis, genotip G7, ustanovljen je kod 2 ispitane divlje svinje
poreklom iz lovista sa teritorije opStina Kraljevo 1 Bajina BaSta. Na teritoriji opStine
Kraljevo isti genotip je ustanovljen i kod domace i divlje svinje.

Razlozi prisustva istog genotipa kod domacih i divljih svinja mogu biti razliciti.
Pre svega, velika je verovatnota da E. canadensis, genotip G7, Cije metacestode
nalazimo kod domacih i divljih svinja ima zajedni¢kog stalnog domacina, verovatno

lovacke pse. Na Zzalost, danas je veoma raSirena praksa da vlasnici lovackih pasa
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vakcinaciju protiv besnila 1 dehelmintizaciju, koje su propisane mere, uglavnom
izbegavaju.

Mogucnost inficiranja divljih svinja infektivnim oblikom parazita u prirodi, preko
fecesa lovackih pasa, takode je mogu¢. Eviscerirani organi odstreljenih divljih svinja
ostavljaju se u prirodi, $to ih ¢ini dostupnim lovackim psima. Na ovaj na¢in omogucava
se preklapanje silvati¢nog ciklusa sa ciklusom bolesti u krugu domacih Zivotinja.

Epizootioloski znacaj drugih stalnih domacina u silvaticnom ciklusu oboljenja, ne
iskljucuje se, ali o njihovom uceS¢u nema puno literaturnih podataka. Prema rezultatima
istrazivanja kod 119 vukova koja su obavljena u Italiji u periodu 1987-1999, odrasli oblik
parazita E. granulosus je ustanovljen kod 15% ispitanih Zivotinja. Imajué¢i u vidu
geografsku distribuciju vukova koji su bili pozitivni, kao i ustanovljene prevalencije kod
ovaca u tim regijama, moZe se smatrati da su oni u Italiji sastavni deo ciklusa infekcije pas-
ovca. S obzirom na pojedinacne pozitivne rezultate na hidatidozu kod divljih prezivara, koja
nisu bazirana na sistematskim ispitivanjima, ne moZe se proceniti evolucija silvaticnog
ciklusa infekcije (Guberti i sar., 2004). Sli¢na ispitivanja obavljena u grupaciji lisica u
Slovackoj Republici, pored ustanovljavanja drugih parazita, nisu dokazala prisustvo
odraslih oblika parazita E. granulosus (Letkova 1 sar., 20006).

U okviru ranijih molekularnih ispitivanja hidatidoze kod ljudi u Srbiji, uradena su i
inicijalna ispitivanja kod svinja (4 svinje zaklane na klanici u Backoj Topoli). Kod 2 svinje
ustanovljen je E. canadensis, genotip G7, a kod preostale 2 Zivotinje ustanovljen je E.
granulosus, genotip G1, koji u obavljenim ispitivanjima nije ustanovljen (Maillard i sar.,
2008; Colovié, 2009; Colovi¢ i sar., 2009).

Echinococcus canadensis, genotip G7, dokazan je u zemljama clanicama EU
(Estoniji, Latviji, Litvaniji, Rumuniji, Poljskoj, Slovagkoj, Italiji i Spaniji) i mnogim
zemljama Isto¢ne Evrope, delovima Rusije, Meksiku i Peruu (EFSA Scientific report,
2010).

Pojedinacni nalaz E. canadensis, genotip G7, u materijalima poreklom od ljudi
predstavljaju novinu u genotipizaciji ovog parazita u Turskoj (Eryildiz i sar., 2012).
Molekularnim proucavanjem materijala iz hidatidnih cista poreklom od ovaca i ljudi u
podrucju Zapadne Turske, pored viSe genotipova E. granulosus s.s., ustanovljeno je 1

prisustvo E. canadensis, genotip G7. Pretpostavlja se da su u Turskoj rezervoari genotipa
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G7, divlje svinje 1 koze (Snabel i sar., 2009). I pored toga Sto je dokazan i kod ljudi, ovaj
genotip se smatra manje infektivnim za ljude (Eryilidiz 1 sar., 2012).

Echinococcus canadensis, genotip G7, koji je prvi put dokazan na teritoriji Austrije
u hidatidnim cistama veceg broja pacijenata poreklom sa teritorije bivSe Jugoslavije i
Turske, govori u prilog znacaja ovog genotipa u epidemiologiji bolesti u Evropi, u okviru
importovanih slucajeva. Takode, kao novi genotip u Evropi, zahteva dalja molekularna
proucavanja Ciji bi rezultati bili uklju¢eni u buduce programe kontrole (Schneider i sar.,
2009).

Goveda. U okviru molekularnih ispitivanja obavljenih kod 15 goveda,
ustanovljeno je prisustvo E. granulosus s.s., 1 to: genotip G1 kod 9 Zivotinja (60%) 1
genotip G3, kod 6 zZivotinja (40%). StatistiCkom analizom zastupljenosti genotipova G1
i G3 kod goveda, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika, P=0,527 (p>0,05).

Distribucija oba genotipa po organima je veoma sli¢na. U cistama poreklom iz
jetre, genotip G1 je zastupljen sa 60,0%, a G3 sa 55,5%. U cistama poreklom iz pluc¢a
genotip G1 je zastupljen sa 40,0%, a genotip G3 sa 44,5%.

Analizom geografske distribucije porekla goveda kod kojih je ustanovljen E.
granulosus s.s., genotip G1 i genotip G3, vidi se Siroka rasprostranjenost ovih
genotipova na teritoriji 7 opstina u Srbiji: Priboj, Prijepolje, Cajetina, Nova Varos,
Ivanjica, Aleksandrovac 1 Nis.

Genotip G1 ustanovljen je kod 60,0% ispitanih Zivotinja, na teritoriji 3 opStine
(42,9%), 1 to: u 2 opstine (NiS i Prijepolje) kao jedini, i kao drugi genotip na teritoriji
opstine Cajetina.

Genotip G3 ustanovljen je kod 40,0% ispitanih Zivotinja, na teritoriji 5 opStina
(71,4%), i to: 4 opstine Jugozapadne (Priboj, Nova Varos, Cajetina i Ivanjica) i u jednoj
opstini Centralne Srbije (Aleksandrovac).

Geografska raSirenost genotipa G3 je veca od raSirenosti genotipa Gl1, ali je
prevalencija genotipa G1 veca od prevalencije genotipa G3. U okviru geografske
distribucije, genotip G1 je prisutan na teritoriji manjeg broja opstina (42,8%) nego
genotip G3 (71,4%). Istovremeno, genotip G1 je determinisan kod veceg broja
Zivotinja (60,0%) nego genotip G3 (40,0%).

Samo na teritoriji jedne opstine u jugozapadnoj Srbiji (Cajetina), ustanovljeno je

istovremeno prisustvo jednog i drugog genotipa, i to kod razlicitih Zivotinja.
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Ranijim molekularnim ispitivanjima materijala poreklom od goveda (4 Zivotinje
poreklom sa klanice u KnjaZevcu), dokazano je prisustvo E. granulosus s.s., genotipa G1
kod 2 Zivotinje, a kod preostale 2 Zivotinje E. canadensis s.s., genotip G7 (Colovié, 2009;
Colovié i sar., 2009; Maillard i sar., 2009). U obavljenim ispitivanjima genotip G7 nije
ustanovljen u materijalu poreklom od goveda.

Molekularne studije E. granulosus kod domacih preZivara u Iranu pokazuju da su
goveda inficirana dominantno sa genotipom GI, ali da mogu biti inficirana i drugim
genotipovima. Iste studije, takode, pokazuju da je genotip G1 kod goveda manje
patogen i u mnogim slu¢ajevima produkuje sterilne ciste (Parsa i sar., 2011; Pezeshky 1
sar., 2012).

Ovce. Molekularnim spitivanjima koja su obavljena u materijalu poreklom od 18
ovaca, ustanovljeno je prisustvo sva tri genotipa E. granulosus s.s., i to: genotip G1 kod
33,3% Zzivotinja, genotip G2 kod 22,4% 1 genotip G3 kod 33,3% ispitanih Zivotinja.
Mesovita infekcija sa G1/G2 1 G2/G3 genotipovima ustanovljena je kod po 5,5%
Zivotinja. Statistickom analizom zastupljenosti pojedinih genotipova (G1, G2 i G3) kod
ovaca, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika, P=0,9608 (p>0,05).

U okviru pracenja distribucije genotipova po organima genotipovi G1 1 G3 bili
su dominantni u plu¢ima (71,4% 1 75,0%), a genotip G2 dominirao je u materijalima iz
hidatidnih cista poreklom iz jetre (83,3%).

Kod 2 ovce kod koje je vrSeno molekularno ispitivanje po jedne hidatidne ciste
iz jetre i pluca, ustanovljena je meSovita infekcija. Kod obe Zivotinje ustanovljeno je
prisustvo genotipa G2 u jetri, dok je u plu¢ima ustanovljeno prisustvo razliitih
genotipova: kod jedne G1, a kod druge Zivotinje genotip G3.

Analizom geografske distribucije porekla ovaca kod kojih je ustanovljen E.
granulosus s.s., genotipovi G1, G2 i G3, uocCava se rasprostranjenost ovih genotipova na
teritoriji svih opS$tina u kojima su radena ispitivanja, i to: na teritoriji 2 opStine u
jugozapadnoj Srbiji (Prijepolje i Tutin), kao i 2 opStine u isto¢noj Srbiji (Svrljig 1 NiS).
Navedene opstine pripadaju regijama Srbije u kojima je ovcarstvo zastupljeno kao
znacCajna grana stocarske proizvodnje, sa izuzetno brojcano velikim fondom ovaca.

Genotip G1 ustanovljen je na teritoriji sve Cetiri opStine porekla ispitivanih
Zivotinja (100,0%), kod 33,3% pregledanih ovaca. Ovi rezultati govore u prilog

znacajnoj raSirenosti ovog genotipa kod ovaca i na teritoriji Republike Srbije. Genotip
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G2 ustanovljen je samo na teritoriji opStine Svrljig (25,0% opstina), kod 22,2%
pregledanih Zivotinja. Genotip G3 ustanovljen je na teritoriji 3 opStine: Prijepolje,
Svrljig i Nis (75,0% opstina), kod 33,3% pregledanih ovaca.

Mesovita infekcija (G1/G2 i G2/G3), ustanovljena je kod 2 Zivotinje (11,1%),
samo na teritoriji opStine Prijepolje (25,0% opstina).

Sa determinisanim genotipovima E. granulosus s.s. (G1, G2 1 G3) kod goveda i
ovaca, Srbija se svrstava u grupu zemalja Mediterana i zemalja iz okruZenja, u kojima su
dokazani isti genotipovi. U zemljama ¢lanicama EU, ova tri genotipa su dokazana u:
Francuskoj, Spaniji, Portugaliji, Italiji, Bugarskoj i Rumuniji. Jedino je genotip G1 dodatno
ustanovljen u UK (EFSA Scientific report, 2010). Isti genotipovi su determinisani u
razli¢itim geografskim podruc¢jima Severne Indije (Sharma i sar., 2013). Echinococcus
granulosus s.s., genotip G1, najcesci je genotip kod ovaca u Iranu (86,7%), koje su
Cesto inficirane 1 sa genotipom G3 (Hajialilo i sar., 2011), kao i u Tunisu (M’ rad i sar.,
2010), Pakistanu (Ali i sar., 2015) i Turskoj (Eryldiz i Sakru, 2012).

Ranijim molekularnim ispitivanjima materijala poreklom od ovaca (8 Zivotinja
poreklom iz isto¢ne Srbije) dokazano je prisustvo samo G1 genotipa (Colovi¢, 2009;
Colovié i sar., 2009; Maillard i sar., 2008).

Molekularnim ispitivanjima 22 uzorka iz hidatidnih cista operisanih pacijenata u
Srbiji dokazano je prisustvo genotipa G1 (devet cista) i genotipa G7 (trinaest cista)
(Colovié, 2009).

Analiza haplotipova. Od 7 ustanovljenih haplotipova (Hap 1 - Hap 7), dva
haplotipa (Hap 2 1 Hap 5) su dominantni i ustanovljeni kod 21 Zivotinje (40,4%).
Haplotip 2 je ustanovljen kod 10 Zivotinja (4 goveceta i 6 ovaca), a haplotip 5 kod 11
Zivotinja (7 goveda i 4 ovce). Poredenja dobijenih sekvenci iz ispituju¢ih materijala
poreklom od goveda i ovaca sa sekvencama u Banci gena (uz pomo¢ BLAST
pretrazivaca), pokazuju da su sekvence dobijene kod goveda i ovaca, koje pripadaju
Hap 5 (genotip G1), 100% identi¢ne sa haplotipom koji je globalno rasprostranjen i
opisan u Kini (Nakao i sar., 2010), Evropi (Casulli i sar., 2012), na Srednjem Istoku
(Yanagida i sar., 2012), u Tunisu, Libiji, Keniji, Australiji, Kazahstanu, Foklandskim
ostrvima 1 Peruu (Boufana i sar., 2015). Ova dva dominantna haplotipa koji su

ustanovljeni kod najveceg broja Zivotinja, zajednicka su za goveda i ovce (Hap 2 i Hap
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5). Dva haplotipa (Hap 3 1 Hap 7) vezani su samo za ovce, a ostala tri samo za goveda
(Hap 1, Hap 4 1 Hap 6).

Statisticki znacajna razlika u zastupljenosti determinisanih haplotipova u okviru
pojedinih Zivotinjskih vrsta i genotipova, ustanovljena je jedino kod goveda, u okviru
genotipa G1 (Hap 4, Hap 5 i Hap 6), P=0,0183 (p<0,05).

Analiza sekvenci determinisanih haplotipova u Srbiji govori u prilog niskom
nukleotidnom diverzitetu i razlicitosti haplotipova. Takode, populacija kompleksa E.
granulosus s.s. u Srbiji 1 susednim zemljama (Bugarska, Madarska i Rumunija) i pored
malih varijacija, genetski se ne razlikuju, Sto je verovatno uslovljeno pripadnosc¢u istoj
geografskoj regiji, odnosno njihovom blizinom. Razlika koja postoji u karakteristikama
mreze haplotipova, verovatno je uslovljena razlikama u brojnosti populacije i
trendovima u brojnosti prijemcivih prelaznih domacina, koji su u Srbiji u opadanju, za
razliku od susednih zemalja u kojima su na znatno viSem nivou i u ekspanziji (Debeljak
isar., 2016).

Nukleotidni diverzitet izmedu haplotipova ustanovljenih u Severnoj Indiji,
takode je veoma nizak (Sharma i sar., 2009; Sharma i sar., 2013).

Znacajne varijacije u okviru E. granulosus s.s. ustanovljene su i u drugim
zemljama Evrope koje se nalaze u okruZenju. U Isto¢noj Evropi ustanovljeno je
prisustvo 24 haplotipa, sa naj¢eS¢im haplotipom EG1 (genotip G1), kao 1 EG2, EG3 i
EG4. Haplotip EG1 (koji je ekvivalent naSem Hap 1) glavni je haplotip i u italijanskoj
populaciji sa zastupljenoS¢u od 73%, od ukupno ustanovljenih 7 haplotipova (Casulli i
sar., 2012).

U okviru E. granulosus s.s., genotip Gl predstavlja dominantni genotip u
materijalu iz hidatidnih cista poreklom od ljudi i Zivotinja sa identicnim sekvencama
kod goveda, ovaca i ljudi u Turskoj (Eryildiz i sar., 2012) i Iraku (Hama i sar., 2012).

Molekularnim ispitivanjima sprovedenim istovremeno u Argentini i Spaniji
ustanovljeno je da je E. granulosus s.s., genotip G1, dominantan kod goveda i ovaca u
obe zemlje, ali da se genetske varijante ovog genotipa znac¢ajno razlikuju u navedenim
zemljama. Takode, izveden je zakljuCak da je genetska varijabilnost unutar genotipova

nezavisna od vrste prelaznog domacina ili rase (Andresiuk sar., 2009).
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. PatomorfoloSkim, morfometrijskim 1 parazitoloskim pregledom uzorkovanog
materijala hidatidoza je ustanovljena kod 96 Zivotinja (49 domacih svinja, 2
divlje svinje, 25 goveda i 20 ovaca), poreklom sa teritorije 20 opStina iz
razlicitih epizootioloskih podruc¢ja Republike Srbije.

2. Hidatidne promene su dominantno bile lokalizovane u jetri domacih 1 divljih
svinja (97,9%), u jetri goveda (48,0%) i u plu¢ima ovaca (52,4%).

3. Najveéi procenat fertilnih cista dijagnostikovan je kod ovaca (61,9%),
degenerativnih cista kod svinja (20,5%), dok su kalcifikovane ciste ustanovljene
samo kod ovaca (9,5%). Samo kod goveda sve fertilne ciste (100%) su bile
vijabilne, dok je kod domacih svinja vijabilnost fertilnih cista utvrdena u 90,9%,
a kod ovaca u 61,6% slucajeva.

4. Molekularnim ispitivanjima materijala iz hidatidnih cista poreklom od 52
Zivotinje (15 goveda, 18 ovaca, 17 domacih i 2 divlje svinje), u okviru E.
granulosus s.l., determinisane su: 2 vrste (E. granulosus s.s. 1 E. canadensis), 4
genotipa (G1, G2, G311 G7) i 7 haplotipova (Hap 1 - Hap 7).

5. Kod domacih svinja na teritoriji 6 opsStina (Nova Crnja, Kikinda, Sremska
Mitrovica, Sabac, Vladimirci i Kraljevo) i kod divljih svinja na teritoriji 2
opstine (Bajina Basta i Kraljevo) ustanovljen je E. canadensis, genotip G7.

6. Kod goveda na teritoriji 7 opstina (Priboj, Prijepolje, Cajetina, Nova Varos,
Ivanjica, Aleksandrovac i NiS) determinisana su 2 genotipa E. granulosus s.s.,
(G1 - kod 60% 1 G3 - kod 40% zivotinja) i 5 haplotipova (Hap 1, Hap 2, Hap 4,
Hap 5 i Hap 6).

7. Kod ovaca na teritoriji jugozapadne (Prijepolje i Tutin) i isto¢ne Srbije (Svrljig i
Nis) ustanovljeno je prisustvo sva tri genotipa E. granulosus s.s. (G1- kod

33,3%, G2 - kod 22,4% i G3 - kod 33,3% ¥ivotinja) i 4 haplotipa (Hap 2, Hap 3,
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10.

11.

Hap 5 1 Hap 7). Kod 2 ovce na teritoriji opStine Prijepolje ustanovljeno je
postojanje meSovite infekcije, na nivou genotipa i haplotipa (genotip G2 - Hap 3
u jetri obe Zivotinje, genotipa G1 — Hap 5 u plu¢ima jedne Zivotinje i genotip G3
- Hap 2 kod druge).

Dva genotipa ustanovljena kod goveda, pokazuju ve¢i nukleotidni diverzitet i
genetsku raznovrsnost (5 haplotipova) u poredenju sa 3 determinisana genotipa
kod ovaca, u kojima su zastupljena 4 haplotipa.

Od 7 ustanovljenih haplotipova, dva haplotipa (Hap 2 i Hap 5) su dominantni
kod 40,4% zivotinja i zajednicki su za goveda 1 ovce.

Statisticki znacajna razlika (p<0,05) u zastupljenosti determinisanih haplotipova
u okviru pojedinih Zivotinjskih vrsta i genotipova, ustanovljena je jedino kod
goveda, u okviru genotipa G1 (Hap 4, Hap 5 i Hap 6).

Sekvence dobijene kod goveda 1 ovaca koje pripadaju haplotipu 5 (genotip G1),

100% su identi¢ne sa haplotipom koji je globalno rasprostranjen u svetu.
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teritoriji Regiona Kraljevo®, 13.06.1988. godine. Magistarsku tezu pod naslovom
"EpizootioloSko epidemioloske karakteristike bruceloze na teritoriji Kosova i Metohije"
odbranio je 23.06.1998. godine na istom fakultetu, ¢ime je stekao zvanje magistra
veterinarskih nauka. Godine 2000. izabran je u zvanje istraZivaa saradnika, a u isto
zvanje reizabran je 20.03.2006. godine. Vanredni ¢lan Akademije veterinarske medicine
postao je 2003, a redovni 2010. godine.

Od 1985. godine zaposlen je u epizootioloskoj sluzbi, a od 1991. godine je Sef
Odeljenja za epizootiologiju Veterinarskog specijalistickog instituta ,Kraljevo™ u
Kraljevu. Od 2007. do 2013. godine bio je direktor ovog Instituta, a od oktobra 2013.
godine $ef Odeljenja za epizootiologiju ove ustanove.

U toku 2003. i 2004. godine boravio je na visemeseénim usavrSavanjima iz
oblasti epizootiologije u Engleskoj, SAD (Colorado State University) i Svajcarskoj
(Faculty of Veterinary Medicine - Bern). Stru¢no se usavrSavao u oblasti epizootiologije
zaraznih 1 parazitskih bolesti Zivotinja u razli¢itim institucijana u Nemackoj, Rumuniji i
Bugarskoj. Ucestvovao je u radu brojnih domacih 1 medunarodnih savetovanja i stru¢nih
sastanaka u zemlji 1 inostranstvu.

U periodu od 1985. godine do danas, kao autor ili koautor objavio je 137
prikaza, struénih i1 nauénih radova i struénih publikacija u oblasti epizootiologije
zaraznih 1 parazitskih bolesti Zivotinja.

Sluzi se engleskim jezikom. Aktivno koristi veéi broj kompjuterskih programa.
Koautor je nekoliko softverskih resenja u oblasti epizootioloske analitike.

OzZenjen je 1 ima troje dece.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani Zoran R. Debeljak
Broj upisa: 0123/27

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom ,Parazitoloska i molekularna ispitivanja
genotipova i haplotipova metacestoda Echinococcus granulosus sensu lato i

epizootioloske karakteristike hidatidoze kod razli¢itih vrsta Zivotinja“

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,
e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje

bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoSkolskih

ustanova,
e da su rezultati korektno navedeni 1

e danisam kr$io autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

U Beogradu, Potpis doktoranda

27.06.2016. godine m-“&‘ro')
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije

doktorskog rada

Ime i prezime autora: Zoran R. Debeljak

Broj upisa: 0123/27

Studijski program: Izrada doktorske disertacije

Naslov rada: ,ParazitoloSka i molekularna ispitivanja genotipova i haplotipova
metacestoda Echinococcus granulosus sensu lato 1 epizootioloske karakteristike
hidatidoze kod razli¢itih vrsta Zivotinja“

Mentor: Dr Zoran KuliSi¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine

Univerziteta u Beogradu
Potpisani Zoran R. Debeljak

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

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u

elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

U Beogradu, Patpis doktoranda

27.06.2016. godine /




Prilog 3.

Izjava o koriS¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:
,Parazitolotka i1 molekularna ispitivanja genotipova i haplotipova metacestoda
Echinococcus granulosus sensu lato i epizootioloske karakteristike hidatidoze kod
razli¢itih vrsta Zivotinja* koja je moje autorsko delo.

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

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

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

U Beogradu, Potpis doktoranda

27.06.2016. godine



