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djelatnosti i to: biohemijsko-
hematoloskih, mikrobioloskih,
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transfuzioloskih, bromatoloskih,
veterinarskih i drugih djelatnosti.
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promovisanja digitalizacije radi situacije u
kojoj se planeta Zemlja nasla, te ¢e nam
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inovativnih stru¢nih 1 nauéno-strucnih
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RETROSPEKTIVNA ANALIZA UCESTALOSTI INFEKCIJE HEPATITIS B
VIRUSOM NA TEMELJU SEROLOSKO-MOLEKULARNE DIJAGNOSTIKE
U ZENICKO-DOBOJSKOM KANTONU

Karié¢ Mirnesl, Ibrahimagi¢ Amirz, Hercegovac Amela®

'JU OS ,.Hasan Kiki¢", Zenica, BiH
?Institut za zdravlje i sigurnost hrane, Zenica, BiH
3Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u Tuzli

SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja je dati kompletan pregled kroz retrospektivnu procijenu stanja na podruc¢ju
Zenicko-dobojskog kantona kada je u pitanju hepatitis B tokom desetogodi$njeg perioda. Ova
analiza bi mogla posluziti kao ,temelj za zdravstvenu edukaciju oboljelih i informiranje Sire
javnosti o zdravstvenom znacaju HBV virusa“ na podru¢ju Zeni¢ko-dobojskog kantona, ali i
Bosne i Hercegovine. Hepatitis B je zarazna bolest jetre koju uzrokuje virus hepatitisa B, a koja
moze biti blaga i trajati nekoliko sedmica, ali i ozbiljna doZivotna infekcija (kroni¢ni hepatitis
B). Akutni hepatitis B traje do 6 mjeseci i najéeSce je blazeg oblika, ali moze biti i tezi, te
zahtijevati hospitalizaciju. Ako organizam ne uspije savladati viruse, bolest prelazi u kroni¢ni
oblik koji moze prouzrociti velike posljedice. Dijagnostika se bazira na laboratorijskim
pretragama, seroloSkim i molekularnim testovima. Istrazivanjem su obuhvadeni registrirani
pacijenti oboljeli od hepatitisa B u proteklih deset godina (2008-2018.) u Zeni¢ko-dobojskom
kantonu. Obuhvacene su sve dobne skupine i oba spola. Obradeni su podaci o broju oboljelih od
kroni¢nog i akutnog hepatitsa B. Hepatitis B je u periodu od 2008-2018. godine u Zenicko-
dobojskom kantonu zabiljeten u svim op¢inama sa ukupno 557 pacijenata.

Autor za korespodenciju: 1. UVOD

Mirnes Karié, mag. mikrobiologije i Jetra je najveca zlijezda, a poslije koze i

mag. biologije nastavnickog smjera najveci organ u tijelu ¢ovjeka (Slika 1.).
- e Smjestena je u abdominalnoj duplji. To je

JU OS "Hasan Kiki¢ organ u kome se hranjive tvari,

UL Tetovska 391 72000 Zenica apsorbirane u  digestivnom traktu,

’ obraduju i deponiraju za upotrebu na
+38732/460-585 drugim mjestima u organizmu. Ona je pri
tome posrednik izmedu sistema za
probavu i krvi (1, 2, 3).
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Slika 1. Jetra (http://bio
priroda.blogspot.com/p/jetra.html)

Jetru izgraduju stroma i parenhim. Parenhim
jetre je izgraden od hepatocita (Slika 2.).

KLASIFIKACIJA HEPATITIS B

VIRUS

Tabela 1. Klasifikacija hepatitis B virusa

Porodica: Hepadnaviridae

Rod: Orthohepadnavirus

Vrsta: Hepatitis B virus (HBV)

Virion: 42 nm ikozaedar

Omotac: Lipoproteinski omota¢

Genom: Cirkularna, dvolancana,
mjestimi¢no jednolan¢ana
DNA

Veli¢ina 3,2kb

genoma:

Osjetljivost: | Osjetljiv na 70% - 80%
etilni alkohol i UV
zracenje

Onkogenost: | +

Slika 2. Mikroskopski izgled hepatocita
http://undergraduate.vetmed.wsu.edu/images
llibrariesprovider8/\VVPh308/lablhepatocytes.

jpa?sfvrsn=c9340538 3

Slika 3. EM Hepatitis B virus
https://images.fineartamerica.com/images



U serumu i hepatocitima (Slika 2.)
inficirane osobe, uz kompletni virion,
mogu se na slici EM vidjeti dvije forme
subvirusnih  partikula; male okrugle
(sfericne) partikule, veli¢ine 22 do 24
nm i tubularne (filamentozne) cestice,
veli¢ine 22x200 nm. Ova dva oblike
virusnih Cestica su prazni 1 nisu
infektivni, budu¢i da ne sadrze virusnu
DNA. Nekada su bili oznacavani kao
“australia  antigen”.  Izgradeni su
isklju¢ivo od virusnog povrsinskog
(HBsAQ) antigena, odnosno od proteina
S i manjeg procenta proteina pre-S1 (L) i
pre-S2 (M). Njihov nalaz u krvi ukazuje
na HBV infekciju, odnosno aktivno
virusno umnozavanje, kao 1 infektivnost
same Krvi i osobe. Ove forme virusa,
pobuduju organizam na produkciju
imuniteta, Sto je u praktiénom Zivotu
primjenjeno za izradu odgovarajucih
cjepiva. Kompletan virus ili Daneova
Cestica, sfericnog je oblika, pre¢nika 42
nm (Slika 3.). Virusno jezgro, veli¢ine
27 do 28 nm, okruzeno je kapsidom
(HBcAg), sa kojom ¢ini  virusnu
nukleokapsidu, koju obavija vanjski
lipoproteinski omota¢ (HBsAg), debljine
7nm (4).

Hepatitis B  predstavlja  globalni
zdravstveni problem jer oko 257
milijuna ljudi trenutno je zarazeno HBV-
om. Broj ljudi koji su u proslosti imali
infekciju 1 razvili zaStitna protutijela,
doseze ¢ak 2 milijarde, Sto HBV ¢ini
jednom od najces¢ih infekcija na svijetu
(5).

Zahvaljuyju¢i metodama molekularne
biologije  filogenetski je analiziran
genom od 10 razli¢itth genotipova
hepatitis B virusa koji su sistematizirani
prema slovima abecede od A do J, kao i
vise od 40 podtipova koji se nalaze u
sviietu.
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Serovari  su  rezultat  evolucijske
prilagodbe. Genotip ima utjecaj na
progresiju bolesti, pouzdanost
dijagnostike 1 na izbor antivirusne
terapije. Genotip C hepatitis B virusa
uzrokuje stanja pacijenata sa tezim
klini¢kim slikama (5-14).

U osnovnim laboratorijskim nalazima
nadu se poviSeni jetreni enzimi aspartat
aminotransferaza  (AST) i alanin
aminotransferaza (ALT), alkalna
fosfataza (AP) a kod kroni¢nog oblika i
laktat dehidrogenaza (LDH). Vrijednosti
enzima varirgju od normalnih do
poviSenih. Bilirubin se metabolizira u
jetri a njegovo odredivanje indirektno
odreduje stupanj oStecenja jetre. Od
poviSenog bilirubina nastaje Zuta boja
koze 1 sluznica. Sintetska funkcija jetre
ovisi od albumina i protrombinskog
vremena (5,6,11).

Biljezi hepatis B virusa:

1. HBsAg (engl.hepatitis B surface
antigen) upucuje na osobu koja je
nositelj virusa, odnosno  potencijalno
infektivhu osobu. Takvo stanje traje
mjesecima sve do oporavka ili cak
godinama kod kroni¢nih nositelja.

2. HBeAg (engl. hepatitis B
envelope antigen) marker aktivne
infekcije, antigen omotaca hepatitisa B.
Pokazatelj je aktivne infekcije i visoke
infektivnosti. Dugotrajna prisutnost u
serumu ukazuje na mogucénost kroni¢nog
oSetecenja jetre.

3. HBcAg (engl.hepatitis B core
antigen) prisutan je u jetrenim stanicama,
a ne u serumu bolesnika te se stoga
rutinski ne odreduje.



4. anti-HBs je  protutijelo na
povrSinski antigen, biljeg imunosti,
pojavljuje se u serumu u stadiju
oporavka. Ova protutijela su dugo nakon
cijepljenja prisutna u serumu.

5. anti-HBc je  protutijelo na
jezgreni antigen, biljeg sadasnje ili
prosle infekcije.

6. anti-HBe je protutijelo na antigen
omotaca hepatitisa B, marker
neaktivnosti  virusa.  Upucuje  na
djelomicni oporavak 1 nisku razinu
infektivnosti (12-14).

U akutnoj fazi infekcije nalaze se anti-
HBc protutijela klase IgM
(imunoglobulin - M), dok Kklasa IgG
(imunoglobulin  G), kao i anti-HBs
protutijela ostaju pozitivna dugo nakon
preboljele infekcije 1-5).

Razvojem molekularne biologije
dogodila se revolucija u dijagnostici koja
je omogucila dokaz virusnih genoma i
drasti¢no skratila vrijeme od trenutka
kad se posumnja na stjecanja infekcije i
bolesti do dobivanja i potvrde dijagnoze
(4,18,23).  Molekularna dijagnostika
virusnih hepatitisa je osobito korisna
metoda za razlikovanje infektivnosti i
neinfektivnosti, nedavne ili kroni¢ne
infekcije i pracenje rezultata terapije.
Markeri virusne replikacije (HBeAg i
HBV DNK) postaju detektabilni 6
sedmica nakon inokulacije, dakle prije
klinickih simptoma. U vrijeme akutne,
ali 1 kroni¢ne faze bolesti u serumu
mozemo na¢i HBV DNK, dio virusnog
genoma koji slobodno cirkulira. HBV
DNK isto kao i HBeAg oznacuje aktivnu
replikaciju virusa te infektivnost oboljele
osobe prema okolini (4,15). Osim Sto se
PCR metodom u serumu odreduje
kvalitativno prisustvo HBV-DNK,
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odreduje se broj kopija virusa po mililitru
krvi te genotip virusa. Jedna od
najvaznijih primjena molekularne
dijagnostike je pracéenje ucinkovitosti
terapije u lijeCenju kroni¢nih oblika B
hepatitisa. U vrijeme primjene terapije se
u odredenim intervalima provjerava broj
virusnih Cestica u serumu pacijenta i time
definira uspjeSnost terapije. Odredivanje
virusnog genotipa ima i veliku
epidemioloSku vaznost jer moze pomoci
u otkrivanju moguceg puta i izvora
infekcije (16,17).

2. ISPITANICI | METODE

U istraZivanju koriStena je retrospektivna
metoda u periodu od deset godina tj. od
2008. do 2018. godine. Dobiveni podaci
obradeni su statisticki u periodu od deset
godina,  retrospektivno. Rad ima
karakteristike epidemioloskog
istraZivanja.

Za istrazivanje hepatitisa B kod
pacijenata u Zenicko-dobojskom kantonu
koriSteni su podaci pacijenata po
odobernju Sluzbe za epidemiologiju
Zavoda za javno zdravstvo Zenicko-
dobojskog kantona i1 Etickog komiteta
Kantonalne bolnice Zenica. Istrazivanja
su obuhvatila 557 ispitanika. Sluzba za
epidemiologiju, Zavoda za javno
zdravstvo Zenic¢ko-dobojskog kantona je
trazene podatke unijela u bazu podataka
na osnovu bolesnicko-statistickih listova,
koji se dostavljaju Zavodu za javno
zdravstvo. Potrebni podaci su dobiveni i
od strane Odjela za infektivne bolesti
Kantonalne bolnice Zenica.

U statistickoj obradi podataka koriStene
su standardne metode deskriptivne
statistike, apsolutni brojevi i proporcije,
zatim metode inferentne statistike.



Statisticka  znacCajnost  atributivnih
obiljezja su testirane X? testom, obzirom
da se radi o varijablama koje su opisne i
izrazavaju se frekvencijama. Izabrani
nivoi znacajnosti su: statisticki znacajno
(P <0,05), visoko statisticki znacajno (P
<0,01) 1 nema statisticke znacajnosti (P
>0,05); (19).

HBV je dokazana seroloSkim 1
molekularnim metodama. U seroloskom
testiranju hepatitisa B upotrebljavani su
testovi za dokazivanje antigena i
protutjela hepatitisa B. To su markeri ili
biljezi hepatitisa B. Molekularnom
metodom lancane reakcije polimeraze,
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PCR (engl. Polymerase chain reaction),
dokazana je virusna DNK.

3. REZULTATI

Na osnovu podataka iz registra
pacijenata oboljelih od hepatitisa B na
podru¢ju Zenicko-dobojskog kantona,
dobiven je uvid u brojno stanje oboljelih
od hepatitisa B u posmatranom periodu
od 2008-2018. godine, kao i broj
kroni¢nih bolesnika, duzina 1 nacin
lijeCenja, broj oboljelih od ciroze i
kancera jetre, te broj smrtnih slucajeva
kao posljedica infekcije hepatitis B
virusom (Tabela 2).

Tabela 1. Zastupljenost pacijenata sa hepatitisom B po op¢inama u periodu 2008-2018.

Godina N g % % Q % I 9 < é é = (oZDL
»og ¥ 23 %2 8 %2 8 2z 3 % ¢
s} a} ¥ = (@) = D > > N N N -]
2018 T 01 1 1 1 3 5 1 14
2017 1 1 1 13 16
2016 11 1 1 115 20
2015 11 2 2 1 2 4 8 1 2
2014 15 2 2 4 6 33 8 70
2013 2 5 3 7 7 32 3 59
2012 2 B3 1 1 3 1 2 9 13 3 3 g4
2011 4 171 7 6 13 24 5 77
2010 2 8 5 1 6 9 26 8 65
2009 1 2 14 1 5 4 9 19 3 58
2008 11 9 5 3 7 6 6 4 3 8 6 4 712
UKUPNO 54 13 81 12 10 3 9 7 42 73 217 36 557




Hepatitis B je u periodu od 2008-2018.
godine u Zenic¢ko-dobojskom kantonu
zabiljezen u svim opc¢inama sa ukupno
557 pacijenata. Na podru¢ju Grada
Zenice u svim proteklim godinama
evidentirani su oboljeli, dok nisu
evidentirani oboljeli u op¢ini Zavidovici
u 2017. godini, u op¢ini Kakanj u 2016.
godini 1 op¢ini Tesanj u 2013.godini.
Najvise oboljelih je bilo 2012. godine
(84), a najmanje 2018. godine (14).
(Tabela 2).

Oboljeli od hepatitisa 8 u Zenicko-dobojskom kantonu u
periodu 2008-2018,

Breza Dobo}-Jug
%

Grafikon 1. Zastupljenost prijavljenih
pacijenata koji su oboljeli od hepatitisa B
u periodu od 2008-2018.

U posmatranom periodu od 2008-2018.
godine analizirajuci zastupljenost
oboljelih po gradovima, najveci postotak
oboljelih zabiljeZen je u Zenici (39%), a
najmanji u Varesu (1%). (Grafikon 1).
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Slika 6. Kumulativna incidencija hepatitisa B u
Zenicko-dobojskom kantonu po opc¢inama u periodu
2008-2018. (lzvor podataka: Institut za zdravlje i
sigurnost hrane Zenica)

Na slici broj 6. je prikazana kumulativna
incidencija hepatitisa B na karti Zenicko-
dobojskog kantona za posmatrani period
od 2008-2018. godine. Tamnijim bojama
su prikazane opéine sa veéim brojem
prijavljenih slucajeva hepatitisa B.
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Dijagram 1. Trend incidencije hepatitisa B u Zeni¢ko-dobojskom kantonu u periodu 2008-2018.

Incidencija hepatitisa B u Zenicko dobojskom kantonu u periodu 2008-
2018/100.000
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Grafikon 2. Incidencija heptatitisa B u Zeni¢ko-dobojskom kantonu u periodu 2008-2018. na
100.000 stanovnika



Trend incidencija hepatitisa B u Zenicko-
dobojskom kantonu je negativan i u
stalnom je opadanju Sto ilustrira podatak
da je u 2018. godini bilo ukupno 14
prijavljenih slucajeva. (Dijagram 1).

Racunato na 100.000 stanovnika, najvisa
incidenca hepatitisa B u Zenicko-
dobojskom kantonu je bila 2012. godine
(21%). Tendencija njenog znatnog
snizavanja u odnosu na prethodni
Sestogodi$nji  period  (2008-2014.),
zabiljezena je u posljednje Cetiri godine
istrazivanja (Grafikon 2).

U posmatranom periodu najmanji broj
prijavljenih slucajeva hepatitisa B je kod
djece starosti do 15 godina (1,3%) koja
su najvise bila zastupljena u periodu od
2008-2013. U populaciji preko 65 godina
zivota bilo je 14,2% prijavljenih
slu¢ajeva, sa rasponom od 4,6% u 2010.
do 36,4% u 2015. godini (Tabela 3).
Radno aktivno stanovnistvo u dobi od
15-49 godina je zastupljeno prosjecno sa
50,1% slucajeva, a najvise je prijavljeno
u 2010, 69,2% (Tabela 3), sto je visoko
statisticki znacajno (X°=39,8, df=10,
p=0,000018).

Starija dobna skupina od 50-64. godine
Zivota je prosjecno zastupljena sa 34,5%,
u rasponu od 44,3% 2014. do 55,0%
2016. godine, §to je statisticki znacajno
(X?=20,28, df=10, p=0,02669).

Najmlada dobna skupina plus radno
aktivno stanovni$to (dobi od 0-49)
godina imaju trend opadanja
zastupljenosti u ukupno prijavljenim
slucajevima hepatitisa B, Sto je visoko
statisticki znacajno (X2:40,52, df=10,
p=0,0000137).

Kari¢ M, Ibrahimagic A, Hercegovac A. ZKMLDFBIH 2021; 1: 1-16

U periodu od 2011. do 2018. godine
zabiljezena su 362 slucaja oboljelih od
hepatitisa B. Posmatrajué¢i podatke, u
periodu od 2011-2018. godine, moze se
re¢i da se muskarci ceS€e inficiraju
virusom hepatitsa B nego Zene (Tabela
4).

Muskarci su najviSe obolijevali u 2015.
godini (77,3%), mnego zene koje su
najviSe oboljevale u 2017. godini
(56,3%), ali to nije statisticki znacajno
(X?=9,39, df=7, p=0,22548).

U dobnoj skupini od 0-14 godina
zabiljezena su Cetiri slucaja hepatitisa B
kod djec¢aka, dok kod djevojCica nije
zabiljeZen niti jedan slucaj hepatitisa B u
istoj dobnoj skupini. NajugroZenija
dobna skupina su muskarci od 50-64
godine. Kod Zzena je taj broj znatno
manji, te su u istoj dobnoj skupini
zabiljezena 53 slucaja hepatitisa B za
posmatrani period, ali to nije statisticki
znacajno (Tabela 5).

Takoder, kada se posmatra mlada
skupina od 15-24 godine uocava se
mnogo manji broj oboljelih od hepatitisa
B, narocito Zena (8 slucajeva) Sto nije
statisticki znacajno (X2=0,587, df=3,
p=0,899) (Tabela 5).

U dobnim skupinama od 25-49 i 50-64
godine izraZzena je veca razlika u broju
slu¢ajeva hepatitisa B posmatrano po
spolu, gdje su muSkarci mnogo vise
oboljevali nego Zene, za razliku od
skupine preko 65 godina zivota, gdje je
ta razlika izmedu spolova mnogo manja,
ali to nije statisti¢ki znacajno (X2=0,587,
df=3, p=0,899) (Tabela 5).
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Tabela 2. Prijavljeni sluc¢ajevi hepatitsa B u Zeni¢ko-dobojskom kantonu po dobnim skupinama u
periodu 2008-2018. godine

Dobne skupine (starost pacijenta)

godina 0-14 15-49 50-64 65- Ukupno
2018 00% 7 500% 6  429% 1  7,1% 14
2017 00% 5 313% 7  438% 4  250% 16
2016 00% 5 250% 11  550% 4  20,0% 20
2015 00% 8 364% 6  273% 8  364% 22
2014 00% 31 443% 31  443% 8  114% 70
2013 1 17% 20 339% 26  441% 12 20,3% 59
2012 2 24% 41 488% 27  321% 14  16,7% 84
2011 1 13% 33  429% 29  364% 14  182% 77
2010 00% 45  692% 17  262% 3 46% 65
2009 00% 41 707% 11  190% 6  103% 58
2008 3 42% 43 597% 21 292% 5  69% 72

7 1,3% 279  50,1% 192 34,5% 79 14,2% 557

Tabela 3. Prijavljeni slu¢ajevi hepatitisa B u Zeni¢ko-dobojskom kantonu po spolu u periodu 2011-
2018. godine

Period Mugkarci Zene Ukupno
2018 9 64,3% 5 35,7% 14
2017 7 43,8% 9 56,3% 16
2016 13 65,0% 7 35,0% 20
2015 17 77,3% 5 22,7% 22
2014 42 60,0% 28 40,0% 70
2013 35 59,3% 24 40,7% 59
2012 62 73,8% 22 26,2% 84
2011 47 61,0% 30 39,0% 77
Ukupno 232 64,1% 130 35,9% 362




Kari¢ M, Ibrahimagic¢ A, Hercegovac A. ZKMLDFBIH 2021; 1: 1-16

70 7

50 -

40 A
EM

mZz

20 A

bbwn

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Grafikon 3. Prikaz broja oboljelih od hepatitisa B po spolnoj strukturi u periodu od 2011-2018.
Godine

Tabela 4. Prijavljeni slu¢ajevi hepatitisa B u Zeni¢ko-dobojskom kantonu po spolu i dobnim
skupinama u periodu 2011-2018. godine

Period 0-14 15-24 25-49 50-64 65-

m z m i m p m z m z
2011 1 3 17 13 20 9 6 8
2012 2 4 2 26 9 20 7 10 4
2013 1 2 10 8 15 11 9 3
2014 4 1 16 10 17 14 5 3
2015 2 6 5 1 4 4
2016 1 3 1 5 6 4
2017 2 2 1 3 4 2 2
2018 1 1 2 3 5 1 1
Ukupno 4 0 15 8 82 45 20 53 41 24
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dobojskom kantonu u periodu 2011-2018.

4. RASPRAVA

U zemljama s niskom prevalencijom
(0,1-2%), a to su razvijene zemlje
sjeverne  Amerike, zapadne Europe,
Australija i Novi Zeland najces¢i nacini
prijenosa su seksualni kontakti sa
zarazenom osobom, te koriStenje istih
igala kod intravenskih ovisinika o
drogama (21). Svi registrirani hepatitisi
u Federaciji BiH imaju neznatan udio
(0,23%) u ukupnoj strukturi zaraznih
bolesti (20). Zdravstveni radnici kao i
radnici iz drugih usluznih djelatnosti koji
imaju neposredne kontakte sa
inficiranima u moguénosti su da se
inficiraju (20).

Da bi se izbjegao intrafamilijarni
prijenos neophodno je profilakticke
mjere proS$iriti na sve ¢lanove familije
kroni¢no inficiranog pacijenta.
Profilakticke mjere se prevashodno
odnose na testiranje krvi na hepatitis B i
provodenje cijepljenja ¢lanova familije
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¢iji su krvni testovi negativni na hepatitis
B (20).

Kemoterapija ~ moze  biti  uzrok
reaktivacije hepatitisa B kod pacijenata
sa  spontanom  preleZanom  HBV

infekcijom u ranijem zivotnom periodu
(22). Na osnovu podataka Svjetske
zdravstvene organizacije, ciroza kao
kroni¢na bolest jetre dovodi do oStecenje
jetrenog tkiva, tj. dolazi do progresije
fibroznih oziljaka 1 propadanje jetrene
funkcije, pojavu ascitesa, Kkrvarenja,
poviSen tlak u portalnim krvnim Zzilama

(portalna  hipertenzija) i  nastanak
hepaticke encefalopatije. Prema
podacima Svjetske zdravstvene

organizacije oko 3 do 5% ljudi zaraZenih
virusom hepatitisa B razvije kroni¢ni
oblik, a samo pola od njih ¢e razviti
cirozu. Ciroza jetre kao posljedica
kroni¢nog hepatitisa B nije toliko Cesta



komplikacija, medutim zbog
neadekvatnog i zakasnjelog lijeCena ipak
se moze razviti 1 ozbiljno ugroziti zivot
pacijenta. Ciroza je neizljeCiva bolest i
preteca je nastanka hepatocelularnog
kancera. Uz adekvatno lijeCenje i1 strogi
dijetalni rezim propadanje jetrenog tkiva
se moze usporiti, a samim time i
progresija ciroze i1 produzetak Zivota.
Transplatacija  jetre  bolesnika  sa
hepatocelularnim karcinom, kao moguce
rjeSenje za produzenje Zivota, u nasim
uvjetima se rijetko deSava, jer mnogo
kosta, a duze prezivljavanje je rijetko. Na
osnovu istrazivanja koja su provedena u
Hrvatskoj ustanovljeno je da od 390
transplantiranih  bolesnika, u 13 je
izvrSena transplatacija jetre zbog HBV-
infekcije u periodu od 2007. godine do
2010 godine.. Kod 11 transplantiranih
bolesnika utvrdeno je da Zive 1 mjesec
do 4 godine zivota bez drugih
komplikacija (14).

Protiv hepatitisa B postoje efikasni
lijekovi koji mogu doprinjeti smanjenju i
potpunom izljecenju pacijenta, ali kod
vrlo malog postotka pacijenata, od kojih
se neki lijekovi teSko podnose, a neki su
uzrokovali rezistenciju. U periodu od
2008. do 2017. godine na oshovu
istrazivanja u Zagrebu lijeceno je 210
bolesnika s kronicnom HBV infekcijom,
od kojih je 14,5% imalo cirozu na
samom pocetku lijecenja. Funkcionalno

izljeCenje je bilo rijetko (5,5 %
slucajeva), a  kod wvecine bolesnika
postignuto je usporavanje ili prekid
razvoja  fibroze. Bolesnici lijeceni

lamivudinom imali su visoku incidenciju
razvoja rezistencije (32 % nakon 5
godina lijeCenja), te je terapija
nastavljena tenofovirom uz veéinom
dobru podnosljivost 1 bez razvoja
rezistencije. (13).
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Upotreba lijeka Tenofovir u Zagrebu i u
Zenici, koji je najviSe zastupljen kao
izbor lijeka u posljednih nekoliko godina
posmatranog perioda, rijeSili su se
problemi  podnosljivosti 1 $to je
najvaznije bez razvoja rezistencije.

Smijernice i lijekovi evoluiraju iz godine
u godinu. Od sedam lijekova koji se
koriste u lijeCenju hepatitisa B kao
terapija izbora u bolnici u Zadru,
selekcionirali su se Entecavir i Tenofovir
iz skupine nukleoz(t)idnih analoga i
pegilirani interferon alfa-2a za odredene
bolesnike (15). Obje vrste terapije
pokazale su u velikom broju klinickih
ispitivanja dobre rezultate, prvenstveno
zbog vrlo rijetkih rezistencija, a prema
Morovi¢u i Hrstiéu, rezistencija na
Tenofovir nije dokazana.

U istrazivanju u Hrvatskoj (24,27) je
utvrdeno da je hepatitis B sveden na
sporadi¢nu bolest, gdje veliku ulogu ima
uvodenje obaveznog cijepljenja Skolske
djece protiv hepatitisa B u Hrvatskoj od
1999. godine, $to je dovelo do pada
incidencije u Hrvatskoj. Rezultati u
ovom istrazivanju pokazuju na sli¢nu
situaciju, gdje je incidencija hepatitisa B
u Zenicko-dobojskom kantonu u stalnom
opadanju, ¢emu je sigurno doprinijelo
obavezno cijepljenje odmah po rodenju,
tako da nema djece ispod Sest godina kod
kojih je registriran hepatitis B.

Za najbolje rezultate najvaznija je
dijagnostika u pravo vrijeme.
Najefikasnija zaStita od hepatitisa B je
cjepivo. U cilju Sto kvalitetnijeg Zivota sa
kronicnim hepatitisom B, vazno je
informirati pacijente o toj bolesti i
objasniti im nacin zivljenja sa kroni¢nim
oblikom hepatitsa B.



Pacijenti bi trebali da se pridrzaju uputa
lije¢nika, ne konzumirati alkohol 1
gazirana pica, budu¢i da alkohol moze
ubrzati nastanak ciroze i
hepatocelularnog karcinoma.

Mijere profilakse se mogu podijeliti na
op¢e 1 specijalne mjere zastite. Opce
mjere ukljucuju sprjecavanje perkutanog
kontakta s krvlju i drugim tjelesnim
teku¢inama u kojima je dokazan HBV,
kontakt putem sluznica i prijenos
kontaminiranog materijala putem vektora
te onecis¢enih predmeta (Cetkice za zube,
bebine boce, igracke i sl.), uz nadzor nad
oboljelima i prijavljivanje  bolesti.
Specijalne mjere zastite podrazumijevaju
cijepljenje koje ima tri cilja: prevenciju
klinicki manifestne bolesti, prevenciju
razvoja kroni¢nog hepatitisa i prevenciju
transmisije virusa. (25,26).

Mjere zastite zdravstvenih djelatnika su
veoma vazne, a poznate su ve¢ duze
vrijeme. Ali zdravstveni djelatnici nisu
uvijek bili upoznati sa problemom
hepatitisa 1 potrebnim mjerama zastite,
Sto je dokazano istrazivanjem iz 1998.
godine u zdravstvenim ustanovama u
Zagrebu (27). U tom istrazivanju je
dokazano da medu srednjim i viSim
medicinskim osobljem u obje
zdravstvene ustanove, da su ispitanici
pokazali nizak stupanj znanja u vezi s
programom cijepljenja i komplikacijama
cijepljenja, a cijepljenje se Cesto odbija
(od strane zdravstvenih radnika) zbog
straha od komplikacija cijepljenja. Da bi
se zdravstveni djelatnici upoznali i
primjenjivali pravila zastite, zdravstvene
ustanove trebaju izraditi odgovarajuce
pravilnike i  provjeravati  njihovu
primjenu.
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Prevalencija kroni¢nog hepatitisa B
(CHB) se razlikuje globalno. CHB je
odgovoran za 30% svih smrti od ciroze i
40% od hepatocelularnog karcinoma u
svijetu. Svjetska  zdravstvena
organizacija je 2015. godine razvila
smjernice za prevenciju, njegu i lijecnje
kroni¢ne HBV infekcije. Smjernice su
namijenjene menadzmentu zdravstvenih
ustanova, posebno u zemljama sa niskim
i srednjim socioekonomskim standardom
(27,28).

Nekoliko preporuka Svjetske
zdravstvene organizacije se razlikuje od
preporuka glavnih udruga za bolesti
jetre, a smjernice se uglavnom odnose na
bolje upravljanje prevalencijom
kroni¢nog hepatitisa, sa ciljem uklanjanja
kroni¢nog virusnog hepatitisa kao javno
zdravstvenog problema do 2030. godine
(29).

5. ZAKLJUCAK

Hepatitis B je globalni zdravstveni
problem i vrlo mali broj inficiranih
pristupa testiranju i lijecenju, a posebice
se odnosi na drZave sa nizim standardom
zivljenja. Distribucija  hepatitisa B
znacajno varira u razli¢itim dijelovima
svijeta. Prevalencija kronicne HBV
infekcije kategorizira se kao visoka,
srednja ili niska. Prevalencija hepatitisa
B u Bosni i Hercegovini spada u skupinu
srednje prevalencije (2-7%) sa ostalim
drzavama u okruzenju. Rezultati u ovom
istrazivanju pokazuju na sli¢nu situaciju,
gdje je incidencija hepatitisa B u
Zenicko-dobojskom kantonu u stalnom
opadanju, ¢emu je sigurno doprinijelo
obavezno cijepljenje odmah po rodenju,



tako da nema djece ispod Sest godina kod
kojih je registriran hepatitis B. U godini
2018. registrirano je 14 seropozitivnih
Sto je najmanji broj u desetogodiSnjem
(2008-2018) periodu u odnosu na 2012.
godinu kada je registrirano 84
seropzitivnih pacijenata. Nisku
prevalenciju imaju drzave Zapadne
Europe i Skandinavije, dok visoku
prevalenciju ima Moldavija. Antivirusna
terapija koja se koristi u lijeenju
hepatitisa B, smanjuje replikaciju virusa i
tako usporava progresiju ciroze i
smanjuje rizik od hepatocelularnog
karcinoma jetre. Prevencija se odnosi na
provjeru donirane krvi, sterilne uvjete
rada koje iziskuje prevencija protiv
hepatitisa B. Najucinkovitija je zaStita
provodenja  kontinuirane imunizacije
djece i odraslih osoba.

6. ZAHVALA

Zahvaljujemo se ustupljenim podacima
na osnovu odluke Etickog komiteta KB
Zenica, Odjela za infektivne bolesti i
Institutu za zdravlje i sigurnost hrane u
Zenici.
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RETROSPECTIVE ANALYSIS OF THE FREQUENCY OF HEPATITIS B
VIRUS INFECTION ON THE BASIS OF SEROLOGICAL MOLECULAR
DIAGNOSIS IN ZENICA-DOBOJ CANTON
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Abstract

The aim of this research is to give a complete overview through a retrospective assessment of the
situation in the area of Zenica-Doboj Canton when it comes to Hepatitis B over a ten-year
period. This analysis could serve as a "foundation for health education of patients and informing
the general public about the health significance of the HBV virus" in the Zenica-Doboj Canton,
but also in Bosnia and Herzegovina. Hepatitis B is a contagious liver disease caused by Hepatitis
B virus. It can be mild and last for just several weeks, but it can also be a serious life-threatening
infection (chronic Hepatitis B). Acute Hepatitis B lasts up to 6 months and is usually milder, but
it can cuase complications and it requires hospitalization. If the organism fails to overcome
viruses, the disease passes into a chronic form that can cause major consequences. Diagnostics is
based on laboratory tests, serological and molecular tests. The survey includes registered patients
with Hepatitis B in the past ten years (2008-2018.) in Zenica-Doboj Canton. All age groups and
both sexes are covered. Data on the number of chronic and acute Hepatitis B patients in the
Zenica-Doboj Canton. In the period of 2008-2018. Hepatitis B was recorded in all municipalities
of Zenica-Doboj Canton with a total number of 557 positive patients.
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BRUCELOZA OVACA U ZENICKO-DOBOJSKOM KANTONU
Sanjta-Reis Aida

Institut za zdravlje i sigurnost hrane Zenica

Sazetak

U ovom radu cilj je bio prikazati rezultate laboratorijske dijagnostike uzoraka seruma ovaca na
brucelozu sa Ze-Do kantona u periodu 2017.-2018. godina. U istraZivanju su KoriStena dva
seroloska testa: Rose Bengal test (RB) i reakcija vezivanja komplementa (RVK). Kroz rad smo
objasnili prednosti i nedostatke koriStenja ova dva testa pojedinacno, te ukazali na potrebu
simultanog koriStenja oba testa kako bi se povecala ukupna senzitivnost na specifi¢na antitijela
bruceloze kod ovaca i smanjila moguénost lazno pozitivnih rezultata. RB test je koriSten kao brzi
»screening test, koji je ujedno i senzitivniji od RVK, dok je RVK koristen kao konfirmacioni
test, te se uz to pokazao kao mnogo specifi¢niji od RB testa. Sa svih opéina Ze-Do kantona
testirano je ukupno 1459 uzoraka seruma ovaca u 2017. godini, dok je u 2018. godini testirano
njih 2240. Od ukupnog broja ispitanih ovaca, u 2017. godini njih 30 je pokazalo pozitivnu
reakciju brze aglutinacije RB testom, a u 37 uzoraka su pomo¢u RVK testa detektovana antitijela
protiv Brucella spp. U 2018. godini ukupno su 162 seruma ovaca pokazala pozitivnu reakciju RB
testom, dok je njih 198 detektovano kao pozitivno pomocéu RVK testa. Takoder, od ukupno 28
uzoraka koji su dali sumnjiv rezultat RB testom u 2017. godini, njih 7 smo potvrdili kao
pozitivne i RVK testom. U 2018. godini od ukupno 51 uzorak koji su reagovao sumnjivo RB
testom, kod njih 36 je potvrden pozitivan rezultat i RVK testom. Najve¢i broj pozitivnih
seroloskih reaktora u periodu 2017/18. godina, dolazio je iz Cetiri op¢ine Ze-Do kantona a to su:
Zenica, Kakanj, Zep&e i Teanj. Nase rezultate smo uporedili i doveli u korelaciju sa rezultatima
dobivenim iz Ze-Do kantona za isti vremenski period za ostale prezivare i liude.

1.UvOD

Autor za korespodenciju: lako se Brucella spp. moze pratiti unazad

5 2,8 miliona godina uz pretpostavljene
Aida Sanjta-Reis, MA biologije, dokaze patoloskih promjena u kosturu
specijalista zaraznih bolesti kasnog pliocenskog hominina, smatra se
prefivara da je Hipokrat (450.-370. godine prije
Institut za zdravlje i sigurnost Krista) prvi opisao brucelozu u svom
hrane Zenica djelu ,,Epidemije (engl. On Epidemics)
Sluzba za epizootiologiju (1, 2).
E-mail: aida.sanjta-reis@inz.ba Bruceloza je zoonoza, infektivna
Tel: +38762/910-917 bakterijska bolest, uzrokovana vrstama iz

roda Brucella. Rod Brucella se nalazi
unutar porodice Brucellaceae (porodica
Ill) zajedno sa  Mycoplana i
Ochrobactrum, reda Rhizobiales u klasi
Alpha-2-proteobacteria u tipu
Proteobacteria (3).
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Tabela 1. Brucella vrste na osnovu domacina. Zoonotski potencijal se klasificira
kao patogenost i virulentnost kod ljudi (5).

Vrsta
B. melitensis
B. abortus
B. suis
B. canis
B. ovis
B. neotomae
B. ceti
B. pinnipedialis
B. microti

B. inopinata
B. papionis
B. vulpis
Brucella NFXXXX
Brucella neimenovana

Brucella slicna
B. inopinata 09RB8471
Brucella UK8/14

Vrste su prije svega

imenovane na

Prirodni domacdin
ovce, koze i kamile
goveda, losovi, bizoni
svinje, zecevi, sobovi
psi (domacdi i divlji)
ovce
pustinjski Sumski pacovi
kitovi
perajari
crvena lisica i ostale
voluharice
nepoznat (implantant dojke)
ne-ljudski primati/babuni
crvena lisica
australijski mi$
plavo-tockasta raza
africke zabe bikovi i
velikooka galatlinka
bijela gatalinka

Prve tri

vrste ¢esto

Zoonoti¢ni potencijal
da- visok
da- visok
da- visok
da-umjeren

nema prijavljenih infekcija

nema prijavljenih infekcija
da-nizak
da-nizak

nema prijavljenih infekcija

da- visok
nema prijavljenih infekcija
nema prijavljenih infekcija
nema prijavljenih infekcija
nema prijavljenih infekcija
nema prijavljenih infekcija

nema prijavljenih infekcija

se nazivaju i

osnovu patogenosti i prirodnog nositelja,
a u biovarove su svrstani na osnovu
osjetljivosti  na  bakteriofage, te
seroloskih, uzgojnih 1 biohemijskih
svojstava (4).

Postoji 12 imenovanih Brucella spp., i
cetirl neimenovana izolata. Tabela broj 1.
sadrZi sve trenutno priznate i potencijalne
Brucella vrste sa preferencijalnim
domac¢inom i stepenom patogenosti za
covjeka.
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klasi¢nim brucelama i samo unutar tih
vrsta odredeni su 1 biovarovi. B.
melitensis posjeduje tri biovara (1,2,3),
B. abortus sedam biovarova (1,2,3,4,5,6 i
9), a B. suis pet biovarova (1,2,3,4 i 5)

(4).
Uzro¢nici bruceloze su maleni Gram
negativni kokobacili ili kratki stapi¢i 0.6

do 1.5 pm duZine 1 Sirine 0.5 do 0.7 pm.
Nepokretni su i nesporogeni, ne stvaraju
kapsule, te nemaju pile i flagele (6).



Bakterije iz roda Brucella su posebno
virulentne, te je dovoljno 10 — 100
uzro¢nika da bi se javila infekcija
napadnutog organizma. Smrtnost medu
nelijecenim ljudima kreée se do 2% (7).

Generalno se smatra da su domace
zivotinje rezervoari bruceloze za ljude, a
divlje zivotinje mogu biti rezervoari za
domace zivotinje i ljude (8).

Brucella spp. su obligatni paraziti koji za
svoj  opstanak  zahtijevaju  Celije
domacdina. Primarni izvor infekcije za
covjeka su zivotinje, a infekcija nastaje
kao posljedica direktnog ili indirektnog
kontakta kroz kozu ili sluzokozu ili
ingestijom kontaminiranih  proizvoda,
posebno svjezih mlije¢nih proizvoda (9).
Brucele se nalaze u mlijeku, urinu,
vaginalnom iscjetku, sjemenu i drugim
sekretima, te na skeletima inficiranih
zivotinja.  Bruceloza je  najcesSce
profesionalno oboljenje kod ljudi poput
uzgajivaca stoke, mesara, veterinara i1
laboratorijskih radnika (10).

Prenos od covjeka do Covjeka moze se
odvijati transplacentalno, preko dojenja,
a rijetko kroz seksualni odnos,
transplantaciju organa i transfuziju krvi
(12).

Bruceloza je bolest subakutnog do
hroni¢nog toka, a genitalni trakt je
glavno ciljno mjesto za bakteriju.
Spektar klinickih manifestacija ovisi o
bakterijskoj vrsti, dobu i spolu, imunom
statusu domacina, opcoj kondiciji,
reproduktivnom  statusu  Zivotinje,
starosti graviditeta, veli¢ini inokuluma,
virulenciji uzroc¢nika, te o putu i nacinu
unosa infekcije (7).
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Klinicke manifestacije kod zivotinja
uveliko variraju u ovisnosti 0 vrsti
domacina. Bilo da je rijeC o govedima,
ovcama ili kozama u akutnoj fazi bolesti
prvo se javlja pireksija (undulantna
groznica), malaksalost i gubitak tjelesne
mase, zakrzljala mladun¢ad, mastitisi koji
su praceni Sepanjem i higromima.
Bruceloza se moze javiti kod svih vrsta
domacih zivotinja, osim macaka koje su
prirodno otporne na Brucella infekcije
(12, 13).

Bruceloza znacajno utiCe 1 na javno
zdravstvo i na animalnu proizvodnju i
zdravlje  Zivotinja, te je  Siroko
rasprostranjena u svijetu, posebno u
nekim endemi¢nim podruc¢jima kao §to su
Mediteran i Bliski istok, sjeverna i
istocna Afrika, centralna Azija, Meksiko,
te centralna 1 juZzna Amerika (14).
Mediteranski bazen je oduvijek imao
registrirane slucajeve ove bolesti zbog
klimatskih uvjeta ekstenzivnog stoCarstva
u vecini zemalja (15).

Brucella melitensis, glavni etioloski
agens bruceloze kod malih prezivara,
prva je vrsta koja je opisana iz roda
Brucella. Na Mediteranu su ovce
preovladavajuca vrsta, koja se Cesto drzi
u velikim stadima, pri ¢emu takvi uvjeti
pogoduju Sirenju zaraze (14).

Standardni  testovi za  dijagnostiku
bruceloze kao Sto je kultivisanje 1
fenotipska karakterizacija su

komplikovani, vremenski zahtijevni, te
predstavljaju rizik za infekciju ljudi i
neprakti¢ni su u rutinskoj dijagnostici.



Sa druge strane seroloski testovi, iako
manje specificni, predstavljaju
najprakti¢nije dostupne metode na nivou
stada i potvrdu dijagnoze (16).

Seroloske metode se temelje na reakciji
izmedu antigena brucela i antitijela
proizvedenih ~ tokom  imunoloSkog
odgovora nositelja. Krvni serum je
najcescéi izvor antitijela. U dijagnostici

bruceloze najces¢e se primjenjuju
klasicne  seroloske metode  poput
aglutinacije, reakcije vezanja

komplementa, imunoenzimski  test,
mlijeCnoprstenasta proba, te alergijski
test. Generalno se dijele na ,,skrining®
testove, monitoring testove i
epidemioloske testove (4,17).
Kombinacija Rose bengal test kao
jednostavne ,,skrining“ metode 1 RVK
kao konfirmatornog testa preporucena je
od strane svjetske organizacije za
epizootije 1 to su dva najcesce koriStena
testa u serodijagnostici bruceloze kod
prezivara (2, 18).

RBT, kao senzitivnija metoda od RVK,
ispunjava zahtjeve koji su potrebni za
nadzor regija koje su slobodne od
bruceloze, a u kombinaciji sa RVK kao
konfirmatornim testom, zadovoljavaju
uslove nadzora kod inficiranih stada pri
¢emu je povecana ukupna senzitivnost
na specifiCna antitijela protiv Brucella
spp. Na ovaj nacin moguce je dokazati
individualnu  senzitivnost na nivou
jedinki kod nadzornih programa koji se
baziraju na otkrivanju i uklanjanju
seropozitivnih jedinki (19).

lako je najzastupljenija zoonoza i
najcesca laboratorijski uslovljena
infekcija, joS uvijek postoje odredeni
nedostaci kada je rije¢ o prikupljenim
informacijama 0 kontroli i
iskorjenjivanju  bruceloze, kako kod
ovaca, tako i kod ostalih prezivara i ljudi
(14).
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2. MATERIJAL | METODE
2.1. MATERIJAL
Kao materijal koristili smo krvne serume
ovaca sa podru¢ja Ze-Do kantona u
periodu 2017. i 2018. godine. Tokom
testiranja koristili smo testove RB i
RVK.
U laboratoriji za serologiju pri sluzbi za
epizootiologiju Instituta za zdravlje i
sigurnost hrane Zenica radena su
testiranja sa RB testom, dok su potvrdna
testiranja sa RVK metodom vrSena u
Laboratoriji za virusologiju i serologiju
Veterinarskog fakulteta u Sarajevu.
U svrhu istrazivanja u 2017. godini
ispitali smo 1459, a u 2018. 2240
uzoraka krvnih seruma ovaca sa podrucja
Ze-Do kantona. Uzorci krvnih seruma
porijeklom su iz stada kod kojih su
zabiljezeni pobacaji u zadnjoj trecini
graviditeta. Ovce nisu vakcinisane Rev 1
vakcinom.
Za izvodenje Rose bengal testa koristili
smo:
Antigen koji sadrzi B. abortus soj
Weybridge S 99, (Porquier Institute
Francuska);
Standardni pozitivni serumi (Animal and
Planet Health Agency Weybridge,
Brucella abortus i Brucella melitensis).
Materijal koji smo koristili za izvodenje
reakcije vezivanja komplementa je
sljedeci:
o Komercijalni B. abortus antigen
soj 99, inaktiviran zagrijavanjem
ili fenolom, (IDEXX Porquier).
e Komplement zamorca koji sadrzi
2  intrernacionalne  jedinice
hemolizina po mililitru (Virion-
serion, Njemacka).



e Senzibilisani  eritrociti  ovna
(SRBC) u koli¢ini od 50 pl
Dobivali smo ih mijeSanjem
jednakih dijelova 2% suspenzije
eritrocita ovna i  rastvora
hemolizina.

e Hemolizin, anti ov¢ija antitijela
kuni¢a koji je pripremljen prema
uputstvu proizvodaca. Koristen je
za pripravljanje indikatorskog

sistema  kojeg Cine  ov¢iji
eritrociti - senzibilisani sa anti
ov¢ijim antitijelima kunica.

o Ispitujuce serume smo

inaktivirali  nerazrijedene u
koli¢ini od 50 pl. Razrijedenja
smo pravili u mikroplo¢i sa
Veronalom u omjeru od 1:2 do
1:32.

e Kao pozitivhu i negativnu
kontrolu seruma ovaca Koristili
smo standardne pozitivne i
negativne serume proizvodaca
kita Pourquier CFT Brucellosis
Ag IDEXX.

Od laboratorijske opreme koristili smo:
e Mikrotitracijske plo¢e (MTP) sa
96 udubljenja U-dno;
e Jednokanalne i multikanalne
pipete (10 do 100 pl);
e Vodeno kupatilo;
e Pipet pumpa;
Keramicke
udubljenjima;
Mijesalica za MTP;
Inkubator 37°C;
Frizider;
Vortex;
Epruvete.

ploce sa
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2.2.METODE
2.2.1. Rose bengal test

Rose bengal test je brzi ,,skrining®
aglutinacijski test. Izvodili smo ga prema
uputama Priruénika Organizacije za
epizootije (OIE). Uzorak ispitujuceg
seruma se mijeSa sa antigenom U
jednakom omjeru i ukoliko su u serumu
prisutna  specificna  antitijela  za
brucelozu, ona ¢e se vezati za antigen i
nastati ¢e okom vidljivi aglutinini. Pojava
aglutinina se smatra pozitivnom ili
sumnjivom reakcijom zavisno od stepena
aglutinacije. U  slucaju izostanka
aglutinacije, mjeSavina ostaje homogena i
rezultat pretrage je negativan.

Prije izvodenja testa uzorke seruma i
antigen smo ostavljali da se zagriju na
sobnu temperaturu (22+4°C). Bocica sa
antigenom se obavezno prije svake
upotrebe dobro i njezno mijesala. Test
smo izvodili na staklenim prozirnim
plo€ama koje imaju bijela porculanska
ispupcenja tako S§to smo na ispupcenja
ukapavali po 25 pl ispituju¢ih seruma i
antigena (sl.1). Antigen i ispitujuci serum
smo promijeSali poklopcem ove ploce
koji ima ispupCenja za svako polje
pojedina¢no 1 rucno mijesali uzorke u
trajanju od 4 minute (sl.2). Nakon isteka
vremena na osnovu pojave ili odsustva
aglutinina vrsili smo ocitavanje rezultata.



Slika 1. Dodavanje uzoraka seruma i
antigena na plocu (vlastita fotografija)

Slika 2. Homogeniziranje antigena i
ispitujucih seruma (vlastita fotografija).

2.2.2. Reakcija
komplementa

RVK test izvodili smo prema uputama
Priru¢nika Organizacije za epizootije
koristeci topli postupak. Ova
konfirmativna metoda je koriStena kod
uzoraka koji su dali pozitivan ili sumnjiv
rezultat u reakciji RB testa. RVK smo
takoder koristili za  kvantifikaciju
antitijela  u  ispituyjuéim  krvnim
serumima.

vezivanja
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Ispituju¢i  serum, kod kojeg je
komplement (Co) prethodno inaktiviran,
mijeSa se sa standardnim antigenom i
komplementom zamorca (sl. 3).
Komplement zamorca se veze u reakciji
izmedu antigena i bilo kojeg antitijela u
ispituju¢em serumu (glavna reakcija).
Odsustvo antitijela ostavlja dodani
komplement slobodan. U sporednoj
reakciji koja omoguéuje ocitavanje
ishoda glavne reakcije, koristili smo
eritrocite  ovna  senzibilisanih  sa
hemolizinom. Ova reakcija omogucava
detekciju rezidualnog (neiskoristenog)
komplementa i vizualizira se lizom
eritrocita ovna. Prisustvo specifi¢nih
antitijela u ispituju¢im serumima, a time
i odsustvo slobodnog komplementa
oCitava se pojavom dugmeta na dnu
udubljenja mikroploce.

2 = = ST S
Slika 3. Dodavanje antigena i

komplementa u za to predvidena mjesta
u mikrotitarskoj plo¢i prije dodavanja
ispitujucih seruma (vlastita fotografija)



Tabela 2. Razrjedenje seruma
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1 2 3 4 5
RED A 1:2 [ 1:4 |18 | 1:16 | 1:32 6 AK
Veronal |25 |25 |25 |25 |25 5
ul TSN U
Serum pul | 25 25

2.2.2.1. Izvodenje testa

Eritrocite ovna pripremili smo vadenjem
svjeze krvi ovna iz v. jugularis u sterilnu
posudu sa staklenim perlama ili u
sterilnu Spricu sa Na-citratom u omjeru
1:4. Staklenu posudu smo mijeSali do
troSenja faktora koagulacije.

U laboratoriji smo krv ispirali u Veronal
puferu (pH 7,2) (Virion-serion) i
centrifugirali.  Veronal pufer smo
pripremali prema uputstvu prirucnika
OIE. Nakon svakog centrifugiranja u
trajanju od 10 minuta pri 1200 o/min
odlijevali smo supernatant i dodavali
veronal pufer. Postupak smo ponavljali
sve dok ne bi dobili bistar supernatant. U
slucaju da supernatant i nakon treceg
ispiranja nije u potpunosti bio bez
hemolize, eritrocite smo odbacivali.
Radnu otopinu suspenzije eritrocita (2%)
pripremili  smo  nakon  zadnjeg
centrifugiranja.

Komercijalno dostupan komplement
smo prije upotrebe pripremili prema
uputstvu proizvodaca na nacin da smo
liofilizatu dodavali 1ml destilovane
vode. Komplement smo skladistili na
temperaturi od +2°C do +8°C. Titraciju
vr$imo za svaku novu seriju, obzirom da
koristimo stabilan komplement

(VIRION-SERION). ’3

Ispitujuce serume ovaca smo inaktivirali
30 minuta u vodenom kupatilu na
temperaturi od 60°.

Ukapavali smo po uzorku po 25 pl
Veronala u udubljenja mikrotitracijske
ploce (MTP) sa 96 udubljenja u red Al
do Ab5.

U udubljenja Al i AK (kontrola
antikomplementarnosti) smo stavljali po
25 ul  prethodno  inaktiviranog
ispitujuceg seruma i kontrolnih seruma.
Potom smo iz udubljenja A1 prenosili
25 pl izmijeSanog seruma 1 prebacivali u
udubljenje A2, i ponavljali postupak do
udubljenja finalnog razrjedenja, nakon
¢ijeg smo mijeSanja iz tog udubljenja
izbacivali 25 pl uzorka (Tab. 2).

Potom smo u svako udubljenje izuzev
udubljenja A6 (AK) stavljali prema
uputstvu  proizvodaca po 25 pul
pripremljene 1% otopine antigena, dok
smo 25 pl pripremljenog razrjedenja
komplementa (2 hemoliti¢ne jedinice)
ukapavali u sva udubljenja. Nakon toga,
mikroploc¢u smo prekrivali parafilmom 1
inkubirali na 37°C 30 minuta. Poslije
inkubacije, mikroplo¢u smo ostavljali 15
minuta na sobnoj temperaturi i dodavali
50 ul hemolitickog sistema (HS) u sva
udubljenja, te inkubirali 30 minuta na
37°C.



Reakciju smo ocitavali pola sata nakon
inkubacije radi talozenja eritrocita i to na
osnovu pojave ili odsustva hemolize
eritrocita.

2.2.2.2 Kalkulacija i
rezultata

interpretacija

Dostupne su kvalitativne i kvantitativne
mjere za kalkulaciju rezultata

A) Kvalitativna
Pozitivha hemoliza = negativha RVK
Negativna hemoliza = pozitivha RVK

B) Kvantitativna

Stepen  hemolize poredi se sa
odgovaraju¢im standardima: 0, 25, 50,
751 100% hemolize:

+ ili 25 % hemolize;

++ ili 50 % hemolize;

+++ ili 75 % hemolize;

++++ ili 100 % hemolize.

Rezultati se  mogu izraziti u
internacionalnim jedinicama (ICFTU) i
u ovu svrhu koristi se formula:

1
N=n=x* T titar(x)

N — testirani serum izrazen u
internacionalnim jedinicama (ICFTU);

n — broj jedinica u internacionalnom
standardnom serumu;
t - RVK titar
standardnog seruma;
titar(x) — RVK titar testiranog seruma.
Serum OIEISS sadrzava 1000 ICFTU/ml
1 po njemu se moze odrediti broj
ICFTU/mI za neki testirani serum.
Serumi koji daju pozitivhu fiksaciju
komplementa pri titru koji je 20
ICFTU/ml ili viSe, smatraju se
pozitivnim.

internacionalnog
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3. REZULTATI RADA

Od ukupno 1459 ispitanih uzoraka
seruma ovaca sa podru¢ja Ze-Do
kantona u 2017. godini, 30 je pokazalo
pozitivnu reakciju, dok je 28 reagovalo
sumnjivo Rose Bengal testom. Od 58
pozitivnih i sumnjivih uzoraka, kod 37
(2,53%) uzoraka RVK testom su
dokazana antitijela protiv Brucella spp.
Sto je prikazano u tabeli 3. Prikaz
pozitivne i negativne reakcije RB testa
prikazan je na slici 4.

e o

Slika 4. Prikaz pozitivne reakcije RBT-
om (desna strana) i
negativne reakcije RBT-om (lijeva
strana) (vlastita fotografija)
Reakcijom vezivanja komplementa vrsili
smo konfirmaciju pozitivnih i sumnjivih
krvnih seruma ovaca koje smo prethodno
testirali Rose bengal testom (sl.5).

Slika 5. Prikaz pozitivnih rezultata
(pozitivna kontrola i pet uzoraka) i
negativnih rezultata (negativna kontrola)
RVK testa (vlastita fotografija).



Tabela 3. Rezultati Rose Bengal testa i
RVK testa za 2017. godinu

RBT 2017 RVK
godina
Ovce Ovce
Ispitano 1459 Ispitano 58
Negativno 1401 Negativno 21
Pozitivno 30 Pozitivno 37
Sumnjivo 28

Od ukupno 2240 ispitanih uzoraka
seruma ovaca sa podrucja Ze-Do kantona
u 2018. godini, njih 162 je pokazalo
pozitivnu reakciju i 51 reagovalo je
sumnjivo u reakciji Rose Bengal. Od
ukupno 213 testiranih pozitivnih i
sumnjivin  uzoraka, @RVK testom
dokazana su antitijela protiv Brucella
spp. kod 198 (8,84%). Od 51-og uzorka
koji su dali sumnjiv rezultat u RB testu,
kod 36 je potvrdena pozitivna reakcija
RVK metodom (tab. 4). U reakciji
vezivanja komplementa nismo dobili
sumnjive  niti  antikomplementarne
rezultate.

Tabela 4. Rezultati Rose Bengal testa i
RVK testa za 2018. godinu

RBT 2018 RVK
godina
Ovce Ovce
Ispitano 2240 Ispitano 213
Negativno 2027 Negativno 15
Pozitivno 162 Pozitivno 198
Sumnjivo 51
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Od ukupno 12 opc¢ina Ze-Do kantona u
2017.-0j godini, imali smo pozitivne
slucajeve ovaca na brucelozu u tri
opcine, dok smo u 2018. godine imali u
osam opcina pozitivne seroloske reaktore
na brucelozu (sl. 6).

2017.

Slika 6. Procentualna (%) zastupljenost
bruceloze ovaca po op¢inama Ze-Do
kantona.



4. DISKUSIJA

Brucella spp. je unutarcelijski patogen
koji uzrokuje teSku zaraznu bolest
brucelozu i kod Zivotinja i kod ljudi. Uz
to, otpornost u vanjskoj sredini daje joj
moguénost da dugo ostane potentna i
bude uzrokom infekcije. Tezina bolesti
ovisi 0o imunom statusu domacina, o
op¢oj kondiciji, o veli¢ini inokuluma,
virulenciji uzro¢nika, te o putu unosa
infekcije. Moze se javiti  kao
asimptomatska infekcija, te kao laka ili
teska klinicka infekcija (20).

Iako su se naucna i prakticna znanja o
brucelozi dramaticno povecala, u
mnogim zemljama, bruceloza je i dalje
zoonoza koja nastavlja da se pojavljuje
ili se ponovo pojavljuje, uzrokujuci
znacajne ekonomske gubitke, ne samo
troSkove  povezane sa  klinickim
lijecenjem 1 izgubljenom produktivno$éu
kada je rije¢ o humanim infekcijama, ali
1 ekonomskim tro§kovima povezanim sa
reproduktivnim gubicima kod stoke (21).
Najznacajniji uzro¢nik bruceloze kod
ovaca i koza je B. melitensis kod kojih
uzrokuje  oboljenje  poznato  kao
melitokokoza (22), pogotovo u nekim
mediteranskim zemljama kao i zemljama
Azije te Latinske Amerike (23). Kod
ovaca opisana je i bolest uzrokovana
drugim vrstama brucela kao S§to su B.
ovis i B. abortus (24), i jako rijetko sa B.
suis (25), ali za ovce na naSim
prostorima  najkarakteristicnija je 1
najcesce izolovana B. melitensis (4).
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Dijagnostika bruceloze obi¢no ide u dva
pravca: izolacija bakterija iz organa i
sekreta klasi¢énim bakterioloskim
metodama ili se dokazuju specifi¢na
antitijela  kao  posredni  indikatori
infekcije. Primjena seroloSkih metoda u
dijagnostici bruceloze pocela je prije vise
od 100 godina uvodenjem jednostavnog
aglutinacionog testa od strane profesora
patologije Wrighta, koji je po njemu i
dobio ime i Kkoji se Koristio za
razlikovanje tifusa i malteske groznice
(26).

Dijagnostika bruceloze goveda, svinja,
ovaca 1 koza je  medunarodno
standardizovana, pa se svi antigeni za
serolosku dijagnostiku prave od dva soja:
B. abortus 1119-3 ili B. abortus W 99.
Smatra se da LPS ova dva soja moze da
reaguje sa antitijelima prema svim S
formama brucela. Seroloska unakrsna
reaktivnost je uocena sa brojnim vrstama
bakterija poput E. coli 0:157, Y.
enterocolitica 0O:9, F. tularensis, P.
maltophilia, Salmonella spp. N grupa, V.
cholerae zbog O lanca S-LPS-a brucela
koji ima slicne epitope sa pobrojanim
vrstama. Medutim, najznacajnija
unakrsna reakcija je izmedu glatkog
lipopolisaharida (SLPS) pronadenog u
Brucella spp. i Yersinia enterocolitica O:
9 otezavaju¢i dijagnosticiranje zbog
dijeljenja antigenskih determinanti u O-
polisaharid (OPS) molekuli, koja je
osnova za vecinu seroloskih testova.



Na samom pocetku eradikacije bolesti
ovakve lazno pozitivne reakcije, nemaju
ve¢i znacaj, ali u slucajevima niske
prevalencije, oni mogu da ugroze uspjeh
akcije iskorjenjivanja (27, 28).

Danas se koristi nekoliko razli¢itih
testova, pocevsi od trijaznog brzog
aglutinacionog testa, poznatog kao Rose
Bengal test. Pozitivni rezultati brze
serumske aglutinacije obavezno treba da
se potvrde nekim specificnijim testom,
zbog postojanja znaCajne unakrsne
reaktivnosti sa  antigenima  drugih
bakterija. Obi¢no su to RVK 1 razlicite
forme imunoenzimskog testa (indirektna
i kompetitivna ELISA), test
fluorescentne polarizacije,
imunodifuzioni test i Coombs-ov test
(26).

Ne postoji nijedan dostupan test koji u
cjelosti  pokriva sve zahtjeve za
dijagnosticiranje  bruceloze. Idealni
dijagnosticki test trebao bi otkriti
infekciju rano  tokom dugog i
varijabilnog inkubacijskog perioda, pri
tome na njega ne smije uticati prisutvo

ne-specificnih  antitijela, treba da
detektuje specificna antitijela 1 da
diferencira izmedu imunoloskog
odgovora na vakcinaciju i onog na
infekciju sa terena (29, 30).

Seroloske metode predstavljaju
najprakti¢nije  dostupne metode za

monitoring stada i potvrdu dijagnoze.
Dok se IgM antitijela proizvode unutar
prve sedmice od inokulacije, 1gG
antitijela pocinju da se sintetiziraju u
drugoj sedmici kod zarazene jedinke.
Posto titar oba tipa antitijela dostize
maksimum u prve Ccetiri sedmice, na
pocetku razvoja bolesti seroloski testovi
mogu biti negativni.
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Kod sumnjivih slucajeva testovi se
ponavljaju nakon 1-2 sedmice (16). RB
test kvalitativno detektuje i IgM i 19G, i
to mnogo efikasnije IgGL1 tip, dok IgM i
19G2 manje (31).

S druge strane reakcija vezivanja
komplementa (RVK), kao najvaznijeg
dijagnostickog alata u dijagnostici
bruceloze, se bazira na dokazivanju
specificnih antitijela za IgM 1 IgGl
tipove imunoglobulina koji fiksiraju
komplement (32), dok 1gG2 mogu
omesti vezivanje komplementa (33).
UspjeSnost primjene navedenih metoda
Cesto zavisi od vremena koje je proslo
od inokulacije (31).

Kombinacija Rose bengal testa kao
jednostavnijeg i brzog testa i RVK kao
konfirmatornog, razvijena je
prvenstveno za dijagnozu B. abortus
kod goveda i trenutno su dva najcesce
koriStena  testa u  serodijagnostici
bruceloze kod prezivara (2, 18).

Prema preporuci OIE-a kao ,,skrining
test u seroloSkoj dijagnostici bruceloze
Rose bengal test se smatra metodom
izbora. Veoma je jednostavan i dovoljno
osjetljiv, medutim nedovoljno
specifican, §to u prvom redu zavisi od
standardizacije antigena. S druge strane
primjenom RVK testa rijetko se javljaju
nespecificne reakcije (29). RVK nije
osjetljiv  test, ali pokazuje veliku
specifi¢nost. Medutim, senzitivnost testa
RVK je niza nego kod RB testa ili kod
indirektnih  imunoenzimskih  testova
(ELISA) (19). ELISA test se naSiroko
koristi u dijagnostici hroni¢nih slucajeva
bruceloze za otkrivanje nepotpunih
antitijela (34).



Kako bi se poboljsala senzitivnost RB
testa, preporuuje se jednostavna
modifikacija koja se sastoji u povecanju
volumena seruma koji se testira. Ovaj
modifikovani RB test zna¢ajno povecava
osjetljivost standardnog postupka RB
testa i znatno smanjuje problem RBT
negativnih, a RVK pozitivnih uzoraka
(19).

Ferreira et al., (2003) proveli su studiju
gdje su prikupili 400 uzorka seruma
ovaca iz klaonice. Te ovce su bile iz vise
stada i nisu bile vakcinisane. Radili su
komparaciju viSe dijagnostickih testova,
pri ¢emu i RBT 1 RVK testa. Oba testa
bila su 100% specificna kada su se
testirali serumi Zivotinja koji su bili
slobodni od bruceloze. Senzitivnost kod
RBT je bila 87,8%, dok je kod RVK
iznosila 87,3% (35).

Klasiéni RVK pomaze u otkrivanju
nepotpunih, neaglutinirajucih ili
blokirajué¢ih antitijela, i Smatra se
prikladnim testom za otkrivanje blagih
promjena u titrima anti-Brucella
antitijela tokom hroni¢nih tokova bolesti
(36).

RVK ima takoder nekoliko nedostataka
kao Sto su kompleksnost izvedbe,
varijabilnost reagenasa, pojava prozone,
antikomplementarne aktivnosti seruma i
nemogucnost ispitivanja hemoliticnih
seruma  (37). Najveéa  prednost
koriStenja ove dvije metode zajedno
jeste pouzdana dijagnostika bruceloze na
nacin potvrdivanja sa RVK manjeg broja
uzoraka nakon primjene RB testa (4).
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Vazan nedostatak oba i RB i RVK testa
ogleda se u njihovoj maloj specificnosti
kod ispitivanja seruma porijeklom od
ovaca i koza vakcinisanih subkutano sa
REV- 1 vakcinom (38).

Razlog slabije detekcije pozitivnih
uzoraka putem RB testa, moze se na¢i u
preporukama regulative Evropske Unije
za standardizaciju, prema kojima je RB
antigen najpogodniji za dijagnozu B.
abortus kod goveda, a manje pogodan za
dijagnozu B. melitensis u ovaca i koza.
Takoder, relativno manja osjetljivost
nekih komercijalnih RB antigena u
dijagnostici  bruceloze  kod  malih
prezivara inficiranih sa B. melitensis kod
kojih RB daje negativan rezultat, a RVK
pozitivan, dovodi u pitanje efikasnost RB
testa u individualnim testiranjima malih
prezivara (19).

Badnjevi¢ 1 Bajrovi¢ (1981) su poredili
RB, RVK 1 klasi¢nu aglutinaciju 1 pri
tome utvrdili dobre korelacije izmedu ta
tri testa. Zadanja dva testa su ustanovila
neSto ve¢i broj pozitivnih uzoraka,
medutim mala disproporcija bila je sa RB
testom (39).

U nasem slucaju RVK je potvrdila veliku
ve¢inu pozitivnih i sumnjivih uzoraka
utvrdenih RB testom, jer je u ovom
slucaju jako mala moguénost unakrsnog
reagovanja sa antigenima drugih bakterija
kojima je RBT podlozan. Takoder
standardizirani  testovi imaju  vecu
mogucnost otkrivanja pozitivnih jedinki
(19).



U naSem istrazivanju sumnjivim
uzorcima smo proglasili one koji su u
okviru predvidenog vremena mijeSanja
pokazali slab stepen aglutinacije, te
uzorke koji su reagovali izvan Cetiri
minute. U 2017. godini od ukupno 28
sumnjivih uzoraka, njih sedam je
potrdeno kao pozitivno RVK testom, a
2018. godine od 51 sumnjivih uzoraka
njih 36 je potvrdeno RVK testom.

Ovaj podatak je jako bitan, obzirom da
nasi pravilnici nalazu mijeSanje od Cetiri
minute, a u svijetu je ve¢ odavno
dokazano da odredeni serumi zahtijevaju
mijesanje i do osam minuta. Literatura
ukazuje na to da se u RB testu antigen sa
ispitivanim serumom treba mijeSati od
2-5 minuta (40, 41). Medutim, poznato
je ve¢ duze vrijeme da odredeni humani
serumi  zahtijevaju  duzi  period
inkubacije kako bi pokazali pozitivnu
reakciju kroz RB test (42).

Kroz istrazivanje Diaz et al., (2011)
serumi bez blokiraju¢ih antitijela ili
prozona su jako pozitivni u periodu od 4
minute, ali serumi sa blokiraju¢im IgA
ili sa visokim titrima neaglutinirajucih
antitijela mogu zahtijevati period do
osam minuta kako bi razvili aglutinaciju
(43). U istrazivanju koje su proveli de
Glanville et al., (2017) serumi koji daju
sumnjive rezultate rotiraju se za dodatni
period od 4 minute (44).

Generalno, zbog nedostatka specifi¢nosti
1 osjetljivosti seroloskih testova i tehnika
kultivisanja, razli¢ite su molekularne
metode optimizirane za dijagnostiku
bruceloze kod prezivara i kod ¢ovjeka.
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Uz pomo¢ lancane reakcije polimerazom
moguce je detektovati brucelu 10 dana
nakon inokulacije, ali prema Al Dahouk
et al., (2003) obicni, kao i unaprijedeni
oblik PCR-a je jako skup i stoga
nepristupacan za zemlje u razvoju Kao i
one sa Cestim epidemijama ove bolesti
(45).

Nasi rezultati su pokazali da je od 2,53%
pozitivnih ovaca u periodu 2017. godine
na Ze-Do kantonu, prevalenca porasla na
8,84% bruceloznih ovaca u 2018. godini.
Povecanje broja slucajeva sa 2017. na
2018. godinu moglo je biti rezultat boljeg
1 sistemati¢nijeg monitoringa, a ne samo
Sirenja bolesti. Prevalenca se takoder
mogla povecati kao posljedica smanjenja
kontrolnih i preventivnih mjera. Na
osnovu naseg istrazivanja zakljucujemo
da je u periodu 2017/18. godini najveci
broj brucelozno-pozitivnih ovaca dolazio
iz Cetiri opCine Ze-Do kantona a to su:
Zenica, Kakanj, Zep&e i Tesanj (tab. 5).

Tabela 5. Prikaz broja oboljelih ovaca na
Ze-Do kantonu u periodu 2017/18.
godina
BROJ OBOLJELIH OVACA NA
ZE-DO KANTONU

OPCINA
Zenica
TeSanj
Kakanj
Zavidovici
Visoko
Maglaj

Zepée
Doboj Jug




Medutim, mali broj sluc¢ajeva u ostatku
kantona moze se pripisati malom broju
testiranih uzoraka. Zenica je jedan od
gradova BiH u kojem su zabiljezene
najces¢e epidemije bruceloze ovaca
(46).

Dok se u Latinskoj Americi koze
smatraju  glavnim  domadinom  B.
melitensis, u mnogim drugim
podru¢jima u svijetu bolest je mnogo
vaznija kod ovaca. Stoga se mlijeCne
onih koje se drze za produkciju mesa
(47). Malteske 1 juznoameri¢ke pasmine
ovaca pokazale su se vrlo otpornim, dok
Su masnorepe ovce s jugozapada Azije i
mediteranske pasmine vrlo prijemcive 1
¢ine rezervoar infekcije koja uzrokuje
raSirene infekcije kod Covjeka. Stoga, u
ve¢ini zemalja koje graniCe sa
Sredozemnim morem i sa jugo-zapadom
Azije, problem bruceloze uglavnhom je
usredotoen na ovce. Drugo, na
Mediteranu su ovce preovladavajuca
vrsta, koja se cCesto drzi u velikim
stadima, pri ¢emu takvi uvjeti pogoduju
Sirenju zaraze. PonaSanje vrsta takoder
se smatra bitnim faktorom favoriziranja.
Ovce se obicno skupljaju zajedno
prilikom jagnjenja ili no¢u, dok koze ne
(14).

Prema podacima Kantonalnog
inspektorata Ze-Do kantona i Federalnog
ministarstva poljoprivrede, vodoprivrede
1 Sumarstva u 2017. godini od ukupno
327 testiranih koza na brucelozu, dvije
su bile pozitivne, dok je od 12 595
testiranih goveda njih 5 bilo pozitivno.
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Naredne godine, 2018., taj broj se
povecava. Ukupno je na analizu poslano
413 uzoraka seruma koza od kojih je
pozitivnu reakciju pokazao 21 uzorak, a
od ukupno 11 031 testiranih goveda, njih
devet je bilo pozitivno na brucelozu.
Bitno je primijetiti da je broj ispitanih
ovaca u odnosu na goveda na Ze-Do
kantonu u periodu 2017. godine bio
skoro devet puta manji, pri ¢emu je broj
pozitivnih ovaca bio 7,4 puta veéi u
odnosu na goveda. U 2018. godini
situacija se drasti¢no mijenja, pri cemu je
na brucelozu testirano skoro pet puta
manje ovaca od goveda, a broj pozitivnih
slucajeva ovaca je bio 22 puta veéi u
odnosu na goveda.

Sve su ovo podaci koji govore u prilog
naSem istraZivanju i potvrduju veliki broj
ovaca pozitivnih na brucelozu, koji se po
prevalenci uveliko izdvajaju od koza i
goveda na Ze-Do kantonu.

Bitno je naglasiti da se bruceloza ovaca
Cesto posmatra u  korelaciji sa
brucelozom ostalih prezivara 1 ljudi.
Kada je rije¢ o brucelozi kod ljudi, ona
kod njih nije odrziva bolest. Izvor
infekcije za ljude nalazi se uvijek u
rezervoarima kao §to su domace ili divlje
Zivotinje. Stoga, prevencija humane
bruceloze ovisi pretezno o kontroli
bolesti kod zivotinja (48). Bruceloza se
rangira kao jedna od  sedam
najzapostavljenijih bolesti, prema
Svjetskoj  zdravstvenoj  organizaciji.
Prijavi se oko 500.000 incidentnih
sluajeva ljudske bruceloze godiSnje;
kako god, stvarna ucestalost procjenjuje
se na 5,000,000 do 12,500,000 slucajeva
godisnje (49).



Evidentno je da postoji pozitivna
korelacija izmedu nivoa B. melitensis
infekcija kod malih prezivara i broja
oboljelih  ljudi. Ljudi se zaraze
kontaktom sa zarazenom zivotinjom ili
konzumiranjem hrane animalnog
porijekla. Stoga je neophodno imati
programe  kontrole usmjerene na
sprjeCavanje Sirenja zaraznog agensa na
ljude, te kako bi se iskorijenila sama
bolest (14). Za sada ne postoji
licencirana vakcina za prevenciju
humane bruceloze (37).

Prema podacima epidemioloske sluzbe
Instituta za zdravlje i sigurnost hrane
Zenica (INZ), u Ze-Do kantonu bilo je
48 prijavljenih slucajeva bruceloze u
2017. godini. Taj broj se u 2018. godini
povec¢ao na 80 oboljelih od bruceloze.
Op¢ine koje su zabiljezile najve¢i broj
pozitivnih slu€ajeva humane bruceloze
su Zenica, Tesanj, Zep&e i Zavidoviéi.
Kada je rije¢ o spolu i dobnim
skupinama, od 48 pozitivnih slucajeva iz
2017. godine, njih 31 (65%) su bili
muskarci i to dobne skupine od 25-49
godina. U 2018. godini taj se broj
povecao na 63 (79%) oboljela muskarca
od 80 pozitivnih slucajeva. INZ je
takoder testirao osobe Sirom ZDK kroz
anketne upitnike u periodu 2017/18. Na
ovaj] nacin doSlo se do podataka o
najces¢im zanimanjima oboljelih od
bruceloze, a to su: domadice,
nezaposleni, stocari, poljoprivrednici,
veterinari, vozaci, mesari i penzioneri. U
tom smislu koncept jednog zdravlja
treba da se stavi u fokus kada je rijec¢ o
brucelozi u BiH, jer samo na taj nacin
bolest se moze eliminisati, odnosno
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svesti na neophodni minimum i drzati
pod kontrolom.

Kada je rije¢ o mjerama kontrole
bruceloze malih prezivara u Bosni i
Hercegovini do 2008. godine su one bile
zasnovane na pasivhom nadzoru i
sporadi¢nom (nereprezentativnom)
testiranju malih prezivara sa uklanjanjem
identificiranih ~ pozitivnih  Zivotinja.
Bruceloza je u BiH prisutna dugi niz
godina sa konstantnim rastom broja
slucajeva od 2001. i kulminacijom broja
oboljelih ljudi i zivotinja u 2008. godini.
Dodatni problem predstavlja
nemogucnost pracenja prometa zivotinja
putem operativne baze identifikacije i
registriranja malih preZivara. Sukladno
tome, razmatranjem preporuka i modela
kontrole bruceloze, Ured za veterinarstvo
BiH je u saradnji sa Ministarstvima i uz
podrsku Svedske organizacije SIDA,
izradio Operativni program za kontrolu
malth prezivara u BiH 1 koji se
primjenjuje od 2009. godine. Model je
obuhvatao provodenje masovne
vakcinacije malih preZzivara u prvoj
godini i vakcinacija podmlatka u
sljede¢em razdoblju u trajanju od 7
godina (50).

Prema c¢lanu 15. stavka 2. Zakona o
veterinarstvu  u Bosni i Hercegovini
(,,Sluzbeni  Glasnik*, broj  34/02)
utemeljen je Pravilnik o mjerama
kontrole bruceloze kod malih prezivara
(,,Sluzbeni Glasnik®, broj 43/09), na
osnovu kojeg je svaki vlasnik ovih
zivotinja duzan nadleznoj veterinarskoj
sluzbi prijaviti sumnjive slucajeve.



Prema istom pravilniku, vakcinacija
ovaca se mora sprovesti u starosti 3-6
mjeseci vakcinom Rev-1, a 15-20 dana
nakon vakcinacije se vrS§i monitoring
imunoloskog statusa Zivotinja.

Radi poboljaSanja otkrivanja pozitivnih
uzoraka, uz  postojuéi  program
vakcinacije malih prezivara 1
potencijalne moguénosti od inficiranja
malih 1 velikih prezivara vakcinalnim
sojem, bilo bi preporu¢ljivo da se
ubuduce u dijagnostici bruceloze uvede
koriStenje oba testa simultano, RBT i
RVK, kako bi se postigla maksimalna
senzitivnost (24).

Svaka strategija za kontrolu ili
iskorjenjivanje bruceloze treba zapoceti
uspostavljanjem razlicitih
epidemioloSkih akcija unutar zemlje ili
cak regije ili okruga, te ove akcije

moraju imati potporu i saradnju
poljoprivrednika. Iznad svega,
ucinkovitost svake takve strategije

uveliko ¢e se oslanjati na kvaliteti
veterinarskih  sluzbi 1 upravnim
organizacijama koje budu ukljucene, jer
su potrebna dijagnostika 1 profilakticki
alati ve¢ u potpunosti validirani 1
standardizirani (51).
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata koje smo dobili, a
zbog samih uvjeta drzanja koji pogoduju
Sirenju infekcije, te zbog toga $to su ovce
preovladavajuéa vrsta domacih Zivotinja
kod nas, mozemo zakljuciti da su ovce u
Ze-Do kantonu, u odnosu na goveda i
koze, sa  najveCom  prevalencom
bruceloze. Seroloski testovi, iako manje
u dijagnostici bruceloze. Kombinacijom
RBT 1 RVK testa povecava se ukupna
senzitivnost na specificna antitijela
protiv Brucella spp., te se zadovoljavaju
uslovi nadzora kod inficiranih stada i
moguée je dokazati individualnu
senzitivnost na nivou jedinki. Evidentno
je da postoji pozitivna korelacija izmedu
nivoa B. melitensis infekcija kod
prezivara 1 broja oboljelih  ljudi.
Bruceloza u Ze-Do kantonu, ali i u
cijeloj BiH, se moze svesti na minimum

.....

kod svih prijem¢ivih Zivotinja.
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SHEEP BRUCELLOSIS IN ZENICA-DOBOJ CANTON

Sanjta-Reis A.

ABSTRACT

The aim of this paper was to present the results of laboratory diagnostics of sheep serum samples
on brucellosis from the Ze-Do Canton during the period 2017-2018. In the survey, two
serological indirect tests were used: Rose Bengal test (RB) and complement binding test (RVK).
Through the work, we explained the advantages and disadvantages of using the two tests
individually, and pointed out the need for simultaneous use of both tests in order to increase the
overall sensitivity to the specific antibody of brucellosis in sheep and to reduce the possibility of
false positive results. We used RB test as a quick "screening test", which is more sensitive than
RVK. RVK test was used as a confirmation test, which was more specific than RB test. From all
municipalities of the Ze-Do Canton, a total of 1459 sheep serum samples were tested in 2017,
while 2240 samples were tested in 2018. From those sheep serum samples in 2017, 30 of them
had a positive rapid agglutination reaction with RB test, and in 37 samples, antibodies against
Brucella spp. were detected using the RVK test. In 2018, a total of 162 sera showed a positive
reaction with the RB test, while 198 were detected as positive using the RVK test. Also, out of a
total of 28 samples that were declared as suspected by the RB test in 2017, 7 were confirmed as
positive with RVK test. In 2018, out of a total of 51 samples declared to be suspected by the RB
test, 36 of them were confirmed as positive by the RVK test. The largest number of brucellosis-
positive sheep during 2017-2018., came from four municipalities of the Ze-Do Canton: Zenica,
Kakanj, Zepée and Tesanj. Our results were compared and correlated with the results for other
ruminants and humans obtained from Ze-Do Canton for the same period of time.
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UTICAJ TERAPIJSKIH MODELA KOD PACIJENATA S DIABETES
MELLITUSOM TIP 2 NA PROSJECNU VRIJEDNOST HbA1C

Imamovi¢ Maida', Smaji¢ Emina®, Pagi¢ Aleksandra®
1Javna ustanova Dom zdravalja Kantona Sarajevo
?Poliklinika Agram Sarajevo
3Klini¢ki centar Univerziteta u Sarajevu

Sazetak

Diabetes mellitus predstavlja hroniéni poremecaj u metabolizmu ugljenih hidrata, lipida i
proteina koji karakteriSe hiperglikemija zbog apsolutnog ili relativnog deficita u proizvodnji ili
dejstvu inzulina, s komplikacijama u vidu disfunkcije razli¢itih organa, te je pracenje terapijskog
efekta od izuzetnog znacaja.

Cilj rada je ispitati uticaj terapijskih modela za dijabets mellitus tip 2 (metformin uz preparat
sulfonilureje i metformin uz bazalni inzulin) na prosjecne vrijednosti HbA1C u ispitivanoj
populaciji u razdoblju prac¢enja od 24 mjeseca.

U studiju je uklju¢eno 100 ispitanika s diabetes mellitusom tip 2, oba spola, starosti od 45 do 55
godina, duzine trajanja dijabetesa do jedne godine, koji su do ukljucenja u studiju tretirani
metforminom i ¢ije su vrijednosti HbAlc iznad 7,5%. Po ukljucivanju u studiju, ispitanici su
podijeljeni u dvije skupine: Skupini I je pripalo 50 ispitanika kojima je uz metformin ukljucen i
bazalni inzulin. Skupini II je takoder pripalo 50 ispitanika kojima je uz metformin ukljucen jedan
od preparata sulfonilureje. Sva laboratorijska mjerenja su obavljena na analizatoru Olympus
AUA400.

Prosjecna starosna dob ispitanika u skupini I je iznosila 50,04+3,56 godina, dok je prosje¢na
starost ispitanika skupine II iznosila 49,76£3,50 godina. Nije ustanovljena statisticki znacajna
razlika u spolnoj strukturi ispitanika ispitivanih skupina. ¥2=0,048; p=0,579. Primjenom
ANOVA testa ustanovljena je statisticki znacajna razlika u prosjecnim vrijednostima HbAlc
tokom drugog mjerenja (p=0,002) i tokom petog mjerenja (p=0,001) te su bile vece u skupini II.
U skupini I i II prosjecna vrijednost HbAlc na pocetku istrazivanja je iznosila 8,45+1,15%
(grupa I) 1 8,45% (grupa II), a na kraju istraZivanja ta se vrijednost statisticki znacajno smanjila i
iznosila je 6,59+0,68 mmHg (grupa I) i 6,71£0,58 (grupa II).

Zakljucujemo da je kombinovana terapija inzulina i oralnog antidijabetika daje bolje rezultate u
lijecenju diabetes mellitusa tip 2 i njegovih komplikacija, u odnosu na monoterapiju. A da je
HbA ¢ odli¢an pokazatelj efektivnosti terapije.

1.UvOD

Diabetes mellitus predstavlja hroni¢ni
poremecaj u metabolizmu ugljenih
Emina Smajié, MA dipl. ing. MLD lﬁ?dratﬁz klipif‘_a i prgteina koji Ik';‘rakteriﬁe.
Poliklinika Agram Sarajevo Iperglikémija ~ zbog — apsolutnog i

Trg medunarodnog prijateljstva 20 rel_ativn(_)g (.jeﬁCita u .prO!.ZVOdnji . il
tel- +38761914944 dejstvu inzulina, s komplikacijama u vidu

disfunkcije razli¢itih organa, prije svega
o¢iju, bubrega, nerava, srca i krvnih
sudova (1), te je pracenje terapijskog
efekta od izuzetnog znacaja.
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KRITERIJI ZA DIJAGNOZU DIABETES
MELLITUSA

Slika 1. Shema - Kiriteriji za dijagnozu diabetes mellitusa (5)

Najucestaliji tip dijabetesa je upravo tip 2
1 na njega otpada oko 90% slucajeva
diabetes mellitusa (2). Prema procjeni za
2015. godinu, 4,6 miliona odraslih osoba
uzrasta od 18 do 44 godine (4,0%), 14,3
miliona osoba uzrasta od 45 do 64 godine
(17,0%) i 12 miliona osoba starijih od 65
godina ili vise (25,2%) ima dijabetes. Od
odraslih s dijabetesom, 7,2 miliona ljudi
u momentu procjene nije znalo da ima
dijabetes. (3,4).

Cilj terapije diabetes mellitusa je
otklanjanje simptoma hiperglikemije,
smanjenje i eliminacija hroni¢nih mikro 1
makrovaskularnih komplikacija
dijabetesa, kao i komplikacija koje se
razvijaju  na  drugim  organskim
sistemima, $§to se obicno postize
smanjenjem nivoa glukoze u plazmi na
nivo ispod <11,1 mmol/Il.
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Terapiju diabetes mellitusa provodi
multidisciplinarni tim koji uz ordiniranje
terapije dijabeticare educira o prehrani,
tjelovjezbi i samokontroli glukoze u krvi
(6). Terapijski efekat se prati kroz
vrijednosti HbAlc. Ciljne vrijednosti
glikemije, pracene kroz HbAlc, trebaju
se odrediti individualno, a trebale bi biti
< 6,5%. Kod ovih pacijenata posebna
paznja se posvecuje 1 lijeCenju
pridruzenih stanja, kao 1 otkrivanju i
lijeCenju komplikacija dijabetesa (7).
Uobi¢ajeno  je  terapiju  zapoceti
peroralnim lijekovima, a zatim, ako se
ukaZe potreba, uvesti 1 inzulin (8).

Cilj rada je ispitati uticaj terapijskih
modela za dijabets mellitus tip 2
(metformin uz preparat sulfonilureje i

metformin  uz bazalni inzulin) na
prosjecne  vrijednosti  HbAIC u
ispitivanoj  populaciji  u  razdoblju

prac¢enja od 24 mjeseca.




2. MATERIJAL | METODE

Sprovedeno  ispitrazivanje je  bilo
prospektivnog, klinickog 1
komparativnog karaktera. Istrazivanje je
trajalo 24 mjeseca, od 10. decembra
2013. do 10. decembra 2015. godine.
Istrazivanje je provedeno u Poliklinici
Agram Sarajevo.

U studiju je uklju¢eno 100 ispitanika s
diabetes mellitusom tip 2, oba spola,
starosti od 45 do 55 godina, duZine
trajanja dijabetesa do jedne godine, Kkoji
su do ukljuenja u studiju tretirani
metforminom 1 ¢ije su vrijednosti
HbAlc iznad 7,5%. Po ukljucivanju u
studiju, ispitanici su podijeljeni u dvije
skupine:

. Skupini | je pripalo 50 ispitanika
kojima je uz metformin ukljuen 1
bazalni inzulin.

. Skupini II je takoder pripalo 50
ispitanika kojima je uz metformin
ukljucen jedan od preparata
sulfonilureje.

U obje grupe ispitanika su podjednako
zastupljena oba spola. Adekvatnost
terapije se vrSila pracenjem vrijednosti
HbAlc te pracenjem vrijednosti profila
glikemija (nataSte 1 dva sata nakon
svakog obroka), izmjerenih i
evidentiranih od ispitanika u kuénim
uvjetima vlastitim glukometrima.

Svi ispitanici su prije ukljuenja u
studiju obavili klini¢ki pregled, odredene
su im vrijednosti HbALC, uzeti
anamnesticki podaci o trenutnom
lijeCenju dijabetesa. Nakon prva tri
mjeseca od pocetka studije, realizirali su
se kontrolni laboratorijski parametri
(HbAlc), uz uvid u dnevne profile
glikemija, i obavio se kontrolni klini¢ki
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pregled, te je prema nalazima, korigovana
terapija za lijeCenje dijabetesa. Sljedece
kontrole klini¢ko-laboratorijskih
parametara realizirane su svakih Sest
mjeseci, a nakon 24 mjeseca od pocetka
istrazivanja 1 posljednja  kontrola
laboratorijskih parametara.

Sva laboratorijska mjerenja su obavljena
na analizatoru  Olympus  AU400
(Olympus Optical Co.,Tokyo, Japan),
godina proizvodnje 2000. HbA1c odredili
smo imunoinhibicijskim  testom i
vrijednosti  izrazene u  procentima
direktno ocitali na Olympus analizatoru.
Referentni intervali su od 4,0% do 6,2%.
U studiji su u obzir uzete vrijednosti
HbAlc >7,5% (jedan od kriterija
uklju¢ivanja  ispitanika u  studiju),
vrijednosti tokom pracenja i kao kontrolni
nalaz nakon 24 mjeseca, a sve vrijednosti
iznad 6% smatrale su se poviSenim.

Baza podataka je sastavljena u programu
Microsoft Office Excel 2013 i u nju su
unijeti podaci s papirne dokumentacije.
Nakon provjere integriteta podataka,
obavila se statisticka analiza u programu

IBM SPSS Statistics v. 20.0 for
Windows.

3. REZULTATI

Prosjecna starosna dob ispitanika u

skupini I je iznosila 50,04+3,56 godina,
dok je prosjeCna starost ispitanika
skupine II iznosila 49,76+3,50 godina.
Primjenom ANOVA  testa  nije
ustanovljena statisticki znacajna razlika u
starosnoj dobi ispitanika u odnosu na
ispitivane skupine, F=0,157; p=0,693.
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Tabela 1. Starosna dob ispitanika ispitivanih skupina

SEM Minimum Maximum

|

Skupina 50 49,76 3,50 0,49 45,00 55,00
I

F=0,157; p=0,693

Tabela 2. Spolna struktura ispitanika ispitivanih skupina

Skupine
Skupine 1 Skupina Il
Broj 24 24 48
Muski
% 48,0% 48,0% 48,0%
Spol
5 Broj 26 26 52
Zenski
% 52,0% 52,0% 52,0%
Broj 50 50 100
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
X*=0,048; p=0,579
Primjenom  hi-kvadrat ~ testa  nije Prosje¢ne vrijednosti HbAlc bile su
ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika iznad gornje  granice  referentnih
u spolnoj strukturi ispitanika ispitivanih vrijednosti. Najmanja prosjecna
skupina. x’=0,048; p=0,579. U obje vrijednost HbAlc u skupini I zabiljeZena
skupine je bilo po 48% (n=24) ispitanika je tokom Sestog mjerenja i iznosila je
muskog i po 52% (n=26) ispitanika 6,71%, a najveca prosje¢na tokom prvog
zenskog spola. (Tabela 2). mjerenja 8,45%. Maksimalna vrijednost
Primjenom ANOVA testa ustanovljena tokom svih mjerenja u skupini | je
je statisticki znaCajna razlika u iznosila 12,4%, a najmanja 5,8%. U
prosje¢nim vrijednostima HbAlc tokom skupini II je najveca vrijednost HbAlc
drugog mjerenja (p=0,002) i tokom isto bila tokom prvog, a najmanja tokom
petog mjerenja (p=0,001) te su bile vece petog mjerenja (6,43%). Minimalna
u skupini I1. zabiljezena vrijednost je iznosila 5,8%, a

maksimalna 12.4%.
41



Imamovi¢ M, Smajic¢ E, Pasi¢ A ZKMLDFBIH 2021; 1: 38-46

Tabela 3. Prosjecne vrijednosti HbAlc tokom Sest mjerenja u odnosu na ispitivane
skupine

Mjerenje Minimum Maximum

| Skupina | 50 8,45 1,15 0,16 7,50 12,40

Skupina Il 50 8,45 1,08 0,15 7,50 12,40

F=0,001; p=1,000

1 Skupina | 50 6,77 0,65 0,09 5,90 8,10
Skupina Il 50 7,13 0,45 0,06 6,10 8,00

F=10,572; p=0,01 NS

1 Skupina | 50 6,71 0,65 0,09 5,90 8,10
Skupina I 50 6,83 0,56 0,07 5,80 8,00

F=0,927; p=0,338

v Skupina | 50 6,63 0,61 0,08 5,80 8,10
Skupina Il 50 6,83 0,56 0,07 5,80 8,00

F=3,056; p=0,084

\Y/ Skupina | 50 6,43 0,43 0,06 5,80 7,50
Skupina Il 50 6,83 0,56 0,07 5,80 8,00

F=16,044; p=0,05

VI Skupina | 50 6,59 0,68 0,09 5,80 8,10
Skupina Il 50 6,71 0,58 0,08 5,80 8,00

F=0,891; p=0,348

Tabela 4. Prosje¢ne vrijednosti HbAlc na pocetku i kraju istraZivanja

Skupine X N SD SEM
Skupina | HbAlc Pocetak istrazivanja 8,45 50 1,15 0,16
Kraj istrazivanja 6,59 50 0,68 0,09
Skupina HbAlc Pocetak istraZivanja 8,45 50 1,08 0,15
' Kraj istrazivanja 6,71 50 0,58 0,08

Skupine Paired Differences

95% ClI

Lower Upper

Skupina | HbAL Pocetak 1,26 0,17 1,49 2,21 10,370
c

istrazivanja

Skupina Il HbAL Kraj 1,73 1,08 0,15 1,42 2,04 11,270 0,05
c

istrazivanja
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U skupini I prosjecna vrijednost HbAlc
na pocetku istrazivanja je iznosila
8,45+1,15%, a na kraju istrazivanja ta se
vrijednost statisticki znaCajno smanjila
(1,85 mmol/L) i iznosila je 6,59+0,68
mmHg, Sto je potvrdeno uparenim t-
testom, t=10,370; p=0,05.

U skupini II prosjecna vrijednost HbAlc
pritiska na pocetku istrazivanja je
iznosila 8,45%, a na kraju istraZivanja ta
se vrijednost  statisticki  znacajno
smanjila za 1,73 mmol/L i iznosila je
6,71+0,58, Sto je potvrdeno uparenim t-
testom, t=11,270; p=0,05.

Grafikon 1. Razlika u prosje¢nim
vrijednostima HbAlc tokom istraZivanja
u odnosu na ispitivanu skupinu
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4. DISKUSIJA

Smanjenje HbAlc od 1% udruzeno je sa
smanjenjem  rizika od 14% od
kardiovaskularnog oboljenja (9). U
ovom istrazivanju ustanovljena je
statistiCki znacajna razlika u prosje¢nim
vrijednostima HbAlc tokom drugog
mjerenja  (p=0,002) i tokom petog
mjerenja (p=0,001) te su bile vece u
skupini II. Prosjecne vrijednosti HbAlc
bile su iznad gornje granice referentnih
vrijednosti. Najmanja prosjecna
vrijednost HbAlc u skupini |
zabiljezena je tokom Sestog mjerenja i
iznosila je 6,71%, a najveca prosjecna
tokom  prvog  mjerenja  8,45%.
Maksimalna vrijednost tokom svih
mjerenja u skupini | je iznosila 12,4%, a
najmanja 5,8%. U skupini II je najveca
vrijednost HbALc isto bila tokom prvog,
a najmanja tokom petog mjerenja

(6,43%). Minimalna zabiljezena
vrijednost je iznosila 5,8%, a
maksimalna 12,4%. U skupini |

prosjecna vrijednost HbAlc na pocetku
istrazivanja je iznosila 8,45+1,15%, a na
kraju istrazivanja ta se vrijednost
statisticki  znaCajno  smanjila (1,85
mmHg) i iznosila je 6,59+0,68 mmHg,
p=0,001. U skupini II prosjecna
vrijednost HbAlc pritiska na pocetku
istrazivanja je iznosila 8,45%, a na kraju
istrazivanja ta se vrijednost statisticki
znafajno smanjila za 1,73 mmHg i
iznosila je 6,71+0,58, p=0,001. U
istrazivanju =~ Hemmingsena B. i
saradnika  (10) pokazalo se da
kombinovana terapija metformina s
inzulinom rezultira znacajnim
smanjenjem HbALlc u odnosu na sam
inzulin, §to je u korelaciji s rezultatima
ovog istrazivanja.



Cvetkovi¢ je u istrazivanju “Terapija
Secerne bolesti”, pratio 243 ispitanika sa
diabetes  melitusom, oba  spola.
Ispitanike je podijelio u dvije skupine
prema duzini trajanja bolesti. U dobnoj
skupini trajanja bolesti 0-5 godina, BMI
je iznostio 29.7 a HbAlc 6.4%, a u
dobnoj skupini viSe od pet godina, BMI
je iznosio 29, a HbAlc 6.7%. Prema
dobivenim  podacima, promatrajuéi
HbAlc, bolest je bolje regulirana
ukoliko krace traje, dok su se vrijednosti
indeksa tjelesne mase kretale u
pribliznim vrijednostima, te nije nasao
statistiCki zna€ajnu razliku u odnosu na
spol ispitanika (11).

Nedavno DCCT (The Diabetes Control
and Complications trial) poststudijsko
pracenje koje je trajalo preko 11 godina
(EDIC studija), pokazalo je da c¢vrsta
glikemijska kontrola (srednja vrijednost
HbAlc blizu 7% u toku prvih 7-10
godina) efektivno smanjuje
manifestacije kardioloskih i drugih
makrovaskularnih oboljenja i to sa 98
epizoda kod 52 pacijenta, na 56 epizoda
kod 31 pacijenta, $to odgovara
smanjenju od 42%. Rizik od infarkta
miokarda (MI) 1 mozdanog udara, kao 1
rizik mortaliteta od kardiovaskularnih
oboljenja je smanjen za 57%. Vazno
otkri¢e je temeljeno na pracenju 93%
ispitanika iz originalne grupe koja se
sastojala od 1441 pacijenta sa
dijabetesom tip 1. Na statistickoj osnovi,
smanjenje  HbAlc je bio daleko
najbitniji faktor za  smanjenje
kardiovaskularnih oboljenja i to sa 21%
smanjenja za svaki procenat smanjenja
HbA1 (12).
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U Kumamoto studiji, je pokazano da
dobra glukoregulacija moze smanjiti i
odgoditi mikrovaskularne komplikacije
kod dijabeticara tip 2 (istrazivanje
provedeno kod 110 japanskih pacijenata
sa dijabetesom tip 2). Sudijom je
dokazano da je nizi HbAlc (7 %
naspram 9%), tokom 10 godina, doveo
do upola manjeg stepena
kardiovaskularnih epizoda u
kontrolisanoj grupi. Razlika, medutim,
nije dostigla statisticki znacaj zbog
malih apsolutnih brojeva. Gotovo sve
opservacione studije koje procjenjuju
rizik od mikrovaskularnih oboljenja kod
dijabeticara su pokazale da je ovaj rizik
poveéan ve¢ na glikemijskom nivou i to
kada su vrijednosti iznad normalnih
raspona ili ¢ak u okviru visokih
normalnih vrijednosti (13).

Mnoge provedene studije su pokazale da
kombinovana terapija inzulina i oralnog
antidijabetika daje bolje rezultate u
lijeCenju diabetes mellitusa tip 2 i
njegovih komplikacija, u odnosu na
monoterapiju. Pa je tako studija Kooya
A. i saradnika (14) ustanovila da
kombinovana terapija metformina i
inzulina u odnosu na monoterapiju
inzulinom u znacajnoj mjeri smanjuje
rizik od kompozitnog ishoda
kardiovaskularnih  komplikacija nakon
pratenja od cetiri godine 1 Cetiri
mjeseca, Sto je u korelaciji s rezultatima
provedenog istrazivanja.



5. ZAKLJUCAK

Primijenjeni terapijski modeli imali su
uticaj na redukciju glikemijskog statusa i
zabiljezeno je statisticko smanjenje
HbAlc. Zaklju¢ujemo da kombinovana
terapija inzulina i oralnog antidijabetika
daje bolje rezultate u lijeCenju diabetes
mellitusa tip 2 i njegovih komplikacija,
u odnosu na monoterapiju. A da je
HbAlc odlican pokazatelj efektivnosti
terapije.
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INFLUENCE OF THERAPEUTIC MODELS IN PATIENTS WITH
DIABETES MELLITUS TYPE 2 ON THE AVERAGE VALUE OF
HbA1C

Imamovié¢ M*, Smaji¢ E, Pagi¢ A®
'Cantonal Public Health Center of Sarajevo
*Polyclinic Agram Sarajevo
3Clinical University Center of Sarajevo

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disorder in the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins,
characterized by hyperglycemia due to absolute or relative deficiency in the production or action
of insulin, with complications in the form of dysfunction of various organs, and monitoring the
therapeutic effect is extremely important.

The aim of this study was to examine the effect of therapeutic models for type 2 diabetes
mellitus (metformin with sulfonylurea and metformin with basal insulin) on the average HbA1C
values in the study population over a 24-month follow-up period.

Study included 100 subjects with diabetes type 2, who, until inclusion in study, were treated with
metformin, both genders. After inclusion in study, subjects were divided in two groups: first
group included subjects who were treated with metformin and also with basal insulin; second
group included subjects who were treated with metformin with the addition of one oral
antidiabetic, without addition of basal insulin. All laboratory measurements were performed on
an Olympus AU400 analyzer.

The average age of the examinees in group I was 50.04 & 3.56 years, while the average age of the
examinees in group II was 49.76 + 3.50 years. No statistically significant difference was found in
the gender structure of the subjects of the examined groups. 32 = 0.048; p = 0.579. Using the
ANOVA test, a statistically significant difference was found in the average values of HbAlc
during the second measurement (p = 0.002) and during the fifth measurement (p = 0.001) and
they were larger in group Il. In groups I and Il, the average value of HbAlc at the beginning of
the study was 8.45 £ 1.15% (group I) and 8.45% (group 1), and at the end of the study this value
decreased statistically significantly and amounted to 6, 59 = 0.68 mmHg (group I) and 6.71 +
0.58 (group I1).

We conclude that the combined therapy of insulin and oral antidiabetics gives better results in
the treatment of type 2 diabetes mellitus and its complications, compared to monotherapy. And
that HbA1c is an excellent indicator of the effectiveness of the therapy.

Corresponding author:
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Polyclinic Agram Sarajevo

Trg medunarodnog prijateljstva 20
tel: +38761914944
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ISTRAZIVANJE CRIJEVNIH PARAZITA NA PODRUCJU GRADA
ZENICA

Kapidzi¢ Ajna
Sluzba za epizootiologiju, Institut za zdravlje i sigurnost hrane Zenica

Sazetak

Od svih zZivotinja koje su u kontaktu sa ljudima, psi kao najblize domace zivotinje Covjeku
najvazniji su izvor parazitarnih oboljenja. Zbog moguénosti prenoSenja zoonoza predstavljaju
opasnost za zdravlje ljudi. Cilj istrazivanja bio je utvrditi prisustvo crijevnih parazita pasa na
podrucju Grada Zenica i na osnovu dobivenih rezultata istrazivanja dati prijedloge profilaktickih
mjera. U periodu od februara do maja 2019. godine sa podru¢ja Grada Zenica izvrSene su
pretrage uzoraka fecesa pasa (112 uzoraka). Istrazivanjem su obuhvaceni psi razli¢itih pasmina i
kategorija. Uzorci su preuzeti od vlasni¢kih pasa i pasa bez vlasnika (napusteni psi iz azila
Zenica), neselektivno od zdravih, suspektnih i klini¢ki oboljelih pasa. Svi uzorci su pregledani
koristenjem standardnih parazitoloskih metoda. Od pregledanih 112 pasa, paraziti su ustanovljeni
kod 73 (65,18%), dok je 39 (34,82%) pasa bilo negativho na razvojne oblike parazita.
Istrazivanjem je ustanovljeno 10 vrsta parazita. 1z klase Cestoda ustanovljen je Dipylidium
caninum (0,89%); iz klase Nematoda Uncinaria stenocephala (42,86%), Toxocara canis
(16,07%), Trichuris vulpis (11,61%), Ancylostoma caninum (9,82%), Capillaria spp. (6,25%)
Toxascaris leonina (2,68%). Ukupno su ustanovljene 3 vrste Protozoa. Iz klase Sporozoea vrste
Cystoisospora spp. (2,68%), Sarcocystis spp. (0,89%) a iz klase Zoomastigophorea ustanovljena
je Giardia duodenalis (2,68%). Paraziti iz klase Nematoda statisticki su bili najzastupljeni kod
ispitanih pasa, 58,04% ispitanih bilo je pozitivno na jednu ili viSe vrsta iz ove klase. Od ukupnog
broja ispitanih pasa, 41,07% napustenih pasa i 16,96% vlasnickih pasa bilo je pozitivno na
parazite iz klase Nematoda. Kod obe Kkategorije (vlasnicki i napuSteni psi) parazit U.
stenocephala imao je najvecu prevalencu. Zastupljenost ovog parazita kod vlasnic¢kih pasa bila je
42,86% a kod pasa bez vlasnika 68,42%. Od ukupnog broja ispitanih, kod 65,18% ustanovljeni
su razvojni oblici parazita zoonoti¢nog karaktera (U. stenocephala, A. caninum, T. canis, T.
leonina, T. vulpis, Capillaria spp., D. caninum i Giardia duodenalis). Psi bez vlasnika
predstavljaju vec¢u opasnost za javno zdravlje jer su zoonoti¢ni oblici zastupljeni kod 43,75% u
odnosu na 21,34% vlasnic¢kih pasa. Sprovodenje zakonskih regulativa uz saradnju veterinarskih i
javnozdravstvenih stru¢njaka te adekvatan plan nadzora, monitoringa 1 sprovodenja
profilaktickih mjera mogu za rezultat imati kontrolu parazita i parazitarnih oboljenja.

1.UvOD

U ljudskom drustvu, prisutnost pasa je od
Autor za korespodenciju: velikog znacaja. Psi imaju razli¢ite uloge
Ajna  Kapidiié, DVM spec. Vet u vidu kuénih ljubimaca, cuvara,
parazitologije i parazitarnih bolesti zivotinja za lov i uzgoj, u terapijskim
Sluzba za Epizootiologiju programima, aktivnostima za spaSavanje,
Institut za zdravlje i sigurnost hrane istrazivanjima i dr. U urbanim sredinama,

Travnicka cesta br.7, 72000 Zenica
E-mail adresa: ajna.kapidzic@inz.ba
Telefon: +387 61 384 461

gdje se povecava broj domacih zivotinja,
feces (izmet) pasa predstavlja vazan
faktor zagadenja jer se ne uklanja
redovno (1).
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Patogeni u izmetu pasa mogu
kontaminirati hranu i biti izvor infekcije.
Pored toga, artropodi i drugi faktori
sredine, takoder mogu igrati vaznu ulogu
u prenosu bolesti. Razumijevanje
epidemiologije zoonotskih parazitskih
oboljenja vazno je kako bi se smanjio
rizik za ljude (2). Psi pored macaka i
ptica predstavljaju najbrojniju populaciju
u urbanim sredinama. Ove Zivotinje
predstavljaju potencijalni rizik za ljudsko
zdravlje zbog moguénosti prenosSenja
zoonoza. Od svih zivotinja koje su u
kontaktu sa ljudima, psi su najvazniji
izvor parazitarnih oboljenja (3). Zoonoze,
zajedni¢ke za pse i Covjeka, veoma su
vazne 1 kao takve se suzbijaju po zakonu,
odnosno podlijezu obavezi
dijagnosticiranja, prijavljivanja i
iskorjenjivanja po veterinarskoj
legislativi u Bosni i Hercegovini (BiH),
te prema Svjetskoj Organizaciji za zaStitu
zdravlja  zivotinja  (eng. World
Organisation for Animal Health, OIE) (4-
6). Prema podacima iz literature u BiH
psi mogu biti domacini viSe od 40 vrsta
parazita. Polovina od ustanovljenih vrsta
mogu parazitirati i uzrokovati oboljenja
ljudi  (ehinokokoza, larva migrans,
giardioza, kriptosporidioza, itd.) i mogu
predstavljati ozbiljan javno-zdravstveni
problem. Helminti (Taeniidae,
Echinococcus  granulosus, Toxocara
canis, Uncinaria stenocephala, Trichuris
vulpis i dr) 1 protozoa (Giardia
duodenalis, Entamoeba spp.,
Cryptosporidium spp. i dr.) svojom
raSireno$¢u, visokom incidencom i
izrazenim  patogenim djelovanjem
predstavljaju veoma vazne vrste parazita
kod pasa (5). U BiH je posljednjih godina
evidentan problem povecanja populacije
pasa, narocito napustenih pasa ¢iji status
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nije sistemski rijeSen, a klimatske
promjene 1 prilike omogucavaju
dugotrajno odrZavanje infektivnih

razvojnih oblika. U BiH se ovom
problemu ne daje velika paznja, izuzev
nekoliko  istrazivanja na  podrucju
Sarajeva 1 vecih gradova kao S§to su
Tuzla, Banja Luka i Mostar (5,7,8).
Uzimajuéi u obzir znacaj parazita pasa,
morfologija, bioloski ciklus razvoja
parazita, klinicki simptomi, dijagnostika i
terapija oboljenja ¢ini ih interesantnim
poljem istraZivanja.

Paraziti su  eukariotski  patogeni
organizmi koji pripadaju protozoama
(jednocelijski organizmi) ili metazoi

(visecelijske zivotinje). Parazitizam je
podtip simbioze, u kojem jedan od
simbionata (parazita) ima koristi od
suzivota, a drugi (domacin) je negativno
pogoden 9). Svojim velikim
potencijalom za prenosenje,
prevalencom, te patogenim djelovanjem,
mogu uzrokovati bolesti tokom cijele
godine i negativno uticati na zdravlje
zivotinja 1 ljudi. Intestinalni paraziti
mogu predstavljati ozbiljne zdravstvene
probleme kod pasa, posebno Stenaca
ukljucujuéi poremecaje u rastu, smanjeni
imunoloSki odgovor na zarazne bolesti 1
generalizirano lose zdravlje. Hematofagni
paraziti, kao S§to su paraziti iz klase
Nematoda, mogu uzrokovati traumatske
lezije intestinalne mukoze domacina, Sto
dovodi do anemije, koja, ako se
pravovremeno ne lije¢i moze imati fatalni
ishod. Gastrointestinalni paraziti i dalje
predstavljaju znacajnu prijetnju zdravlju
zivotinja u skloniStima 1 u kuénim
sredinama (10).



Toxocara canis pripada klasi Nematoda i
prisutna je u populacijama pasa Sirom
svijeta.  Zbog svog  zoonotskog
potencijala, ovaj okrugli crv od
posebnog je znaCaja ne samo za
veterinare, ve¢ 1 za medicinske
strunjake. T. canis ostvaruje svoj
zivotni ciklus u psima, pri ¢emu se ljudi
zaraze kao nespecificni domacini (11).
E. Granulosus pripada klasi Cestoda i
parazitira u tankom crijevu pasa i divljih
karnivora. Inficirani psi tokom cijele
godine izbacuju jaja parazita sa fecesom,
bolest nema sezonski karakter, a
infestacija je moguca na svim mjestima
gdje psi defeciraju. Osim kontakta sa
bolesnim zivotinjama, ljudi se najceSce
infestiraju preko kontaminiranog povrca
ili loSe higijene (narocCito djeca). Rast
cista dovodi do pritiska na okolna tkiva,
izazivajuéi njihovu atrofiju. (9,12,13). 1z
klase Zoomastigophorea znacajno je
spomenuti parazite iz roda Giardia koji
uzrokuju giardiozu (giardiosis), hroni¢nu
crijevnu  parazitozu, rasprostranjenu
Sirom svijeta (14). Giardia duodenalis
(syn. G. intestinalis, G. lamblia) infestira
¢itav niz ki¢menjaka, ukljucujuéi pse 1
macke (15).

Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO), vise od 1,5
milijjardi ljudi u svijetu je zaraZeno
parazitima koji se mogu prenijeti preko
tla (16). Kontaminacija tla i biljaka
parazitima i razvojnim oblicima parazita
moze biti ozbiljan javno-zdravstveni
problem, jer se jaja i larve parazita mogu
dugo odrzati u prirodi pod nepovoljnim
uslovima. Tokom druge polovine
proslog stoljeca zabiljeZzen je veci broj
istrazivanja kontaminiranosti tla
parazitima i razvojnim oblicima parazita
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u svijetu, gdje je ustanovljen visok
postotak kontaminiranosti (15).

2. MATERIJAL | METODE

2.1 MATERIJAL

U periodu od februara do maja 2019.
godine sa podrucja Grada Zenica izvrSene
su pretrage 112 uzoraka fecesa pasa.
Istrazivanjem su obuhvaceni psi razli¢itih
pasmina i starosnih kategorija (10 pasa
<6 mjeseci, 102 psa >6 mjeseci). Uzorci
fecesa za koprolosku pretragu, uzeti su iz
svjeze defeciranog fecesa od vlasnickih
pasa i pasa bez vlasnika (napusteni psi iz
azila Zenica), neselektivno od zdravih,
suspektnih i klinic¢ki oboljelih pasa. Uzeti
su anamnesticki podaci, uzorci su
propisno oznaceni Sifrom, a podaci
uneSeni u protokol: datum preuzimanja,
starost i mjesto uzorkovanja. Ako su
zivotinje bile iz kontrolisanog uzgoja
uzeti su podaci o vlasniku (ime, prezime,
adresa). Uzorci su pregledani u
Laboratoriji za parazitologiju
(akreditacija  ISO/IEC ~ 17025:2006),
Veterinarskog fakulteta u Sarajevu i
Laboratoriji za parazitoloSka ispitivanja,
Instituta za zdravlje i sigurnost hrane
Zenica.

Dostavljeni  materijal do  pretrage
skladisten je u frizideru (5+3 °C). Svi

uzorci pasa pregledani su metodama
koproloske pretrage: kvalitativno-
kvantitativnom  Ovatector  metodom,

metodom flotacije i metodom direktne
imunofluorescencije.

2.2. METODE

Metoda flotacije

Zasniva se na isplivavanju razvojnih
oblika parazita (jaja helminata, oocista
protozoa) na  povrSinu  flotacione
suspenzije Cija je specificna tezina veca



od specifine tezine jaja ili oocista
(magnezijum  sulfata - MgSO4).
Specifi¢na tezina ne treba biti manja od
1.100, jer su u tom slucaju parazitski
elementi vece specificne tezine i ne
isplivavaju, a ni ve¢a od 1.450 jer ¢e
pored parazitskih elemenata na povrSini
teCnosti isplivati i mnogobrojne Cestice
iz fecesa, koje ometaju pregled
preparata.

Ovatector metoda

Flotaciona metoda koriStena za nalaz
razvojnih oblika parazita (jaja, oocista i
cista parazita). Metoda se zasniva na
isplivavanju razvojnih oblika parazita na
povrSinu flotacione suspenzije ¢ija je
specifiCna teZina veca od specificne
tezine razvojnih oblika parazita. Za
zasiCeni rastvor koriSten je MgSO4,
specifine tezine 1,28.

Metoda direktne imunofluorescencije

Ova metoda se koristila prvenstveno za
detekciju protozoa (oocista
Cryptosporidium spp. i cista Giardia
duodenalis) u uzorku fecesa, i ima vecu
senzitivnost od drugih koproloSkih
metoda. Metoda direktne
imunofluorescencije se zasniva na
neposrednom  vezivanju  specifiénih
antitijela na povrSinske proteine oocista
Cryprosporidium spp. i cista Giardia
duodenalis.

Statisticka analiza
Unosenje 1 obrada teksta, tabela,

grafikona i dr. uradeno je u standardnom
Microsoft office paketu.
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3. REZULTATI RADA

Na podru¢ju Grada Zenica u okviru
istrazivanja crijevnih parazita pasa,
izvrSene su koproloske pretrage 112
uzoraka. Istrazivanjem je obuhvaceno 55
uzoraka pasa koji imaju vlasnika i 57
pasa bez vlasnika, koji se nalaze u azilu
za pse u Zenici. Ukupan nalaz crijevnih
parazita pasa prikazan je u Tabeli 1. Od
pregledanih 112 pasa, paraziti su
ustanovljeni kod 73 (65,18%), dok je 39
(34,82%) pregledanih uzoraka fecesa
pasa bilo negativho na razvojne oblike
parazita. Istrazivanjem je ustanovljeno
10 wvrsta parazita. 1z klase Cestoda
ustanovljen je Dipylidium caninum
(0,89%); iz klase Nematoda Uncinaria
stenocephala (42,86%), Toxocara canis
(16,07%), Trichuris wvulpis (11,61%),
Ancylostoma caninum (9,82%),
Capillaria spp. (6,25%) i Toxascaris
leonina (2,68%). Ukupno su
ustanovljene 3 vrste Protozoa. 1z klase
Sporozoea vrste Cystoisospora spp.
(2,68%), Sarcocystis spp. (0,89%). Iz
klase Zoomastigophorea ustanovljena je
Giardia duodenalis (2,68%).

Od pregledanih 55 vlasni¢kih pasa,
paraziti su ustanovljeni kod 24 (43,64%),
dok je 31 uzorak fecesa (56,36%) bio
negativan. Ustanovljeno je 8 vrsta
parazita. 1z klase Nematoda U.
stenocephala (16,36%), T. canis
(14,55%), Capillaria spp. (12,73%), T.
leonina (5,45%), A. caninum (3,64%) i
T. wulpis (1,82%). Ukupno su
ustanovljene 2 vrste protozoa. Iz klase
Zoomastigophorea: Giardia duodenalis
(5,45%), a iz kase Sporozoea vrsta
Cystoisospora  spp.  (3,64%). Od
pregledanih 57 pasa bez vlasnika (azil
Zenica), paraziti su ustanovljeni kod 49
(85,96%) pasa, a ustanovljeno je 7 vrsta

5o Parazita.



Tabela 1. Nalaz parazita kod pasa na podru¢ju Grada Zenica
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Ispitani psi NapuSteni Nap;;z teni Vlasnicki Vlaz;:)lcm Ukupno Uk(L)J/(F)) no
57 50,89% 55 49.11% 112 100,00%
Nematode
I:r’]‘ioscara 10 8.93% 8 7.14% 18 16.07%
Ie%ﬁf]‘;a”s 0 0.00% 3 2 68% 3 2 68%
SL:QrC\(I)T;zgr?ala 39 34,82% 9 8.04% 48 42.86%
f:ﬁ?’r:ﬁfgoma 9 8.04% 2 1,79% 11 9.82%
IJ:;?S”“S 12 10.71% 1 0.89% 13 11.61%
Sp"’l‘op'”a”a 0 0.00% 7 6.25% 7 6.25%
Cestoda
E;E?’r::]dr:]“m 1 0,89% 0 0,00% 1 0,89%
Protozoa
Spysto'SOSpora 1 0,89% 2 1,79% 3 2 68%
gsgcocys“s 1 0,89% 0 0,00% 1 0,89%
dGu'ﬁgg'naa"S 0 0,00% 3 2.68% 3 2.68%

Tabela 2. Prikaz ukupnog broja pasa sa nalazom zoonoti¢nih vrsta parazita

Nalaz Broj pasa %

Negativan 39 34,82%
Pozitivan 73 65,18%
Ukupno 112 100,00%
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Iz klase Nematoda U. stenocephala
(68,42%), T. vulpis (21,05%) T. canis
(17,54%), A. caninum (15,79%). Ukupno
su ustanovljene 2 vrste protozoa. 1z klase
Sporozoea vrste: Cystoisospora spp.
(1,75%) i Sarcocystis spp. (1,75%). 1z
klase Cestoda, identifikovan jedan pas
infestiran sa  Dipylidium  caninum
(1,75%). Ovim istraZzivanjem ustanovili
smo da su paraziti iz klase Nematoda bili
statisticki najzastupljeniji kod ispitanih
pasa. Analizom smo utvrdili da je
58,04% ispitanih pasa bilo pozitivno na
jednu ili vise vrsta iz ove klase. Od
ukupnog broja ispitanih pasa, 41,07%
napustenih pasa 1 16,96% vlasnickih
pasa bilo je pozitivno na parazite iz klase
Nematoda. Ovi podaci ukazuju na to da
su paraziti iz klase Nematoda bili
najzastupljeniji u populaciji pasa bez
vlasnika. Uzimajuéi u obzir samo
parazite iz klase Nematoda, moZemo
primijetiti da su tri vrste parazita vise
zastupljene kod napustenih nego kod
vlasni¢kih pasa. Analiziraju¢i procenat
parazita kod ukupnog broja infestiranih
pasa sa parazitima (U. stenocephala, A.
caninum i T. vulpis), 81,25% pasa bez
vlasnika bilo je infestirano sa U.
stenocephala, 81,82% sa A. caninum i
92,31% sa T. vulpis. lako su paraziti iz
klase Nematoda viSe zastupljeni kod
pasa bez vlasnika, identificirali smo
dvije vrste parazita koje su zastupljene
samo kod vlasnickih pasa. Od
analiziranih pasa, 7 pasa bilo je
infestirano sa Capillaria spp. i 3 psa sa
Toxascaris leonina. Od ukupnog broja
ispitanin (112 pasa) kod 65,18%
ustanovljeni su razvojni oblici parazita
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koji su zoonoti¢nog karaktera (Tabela
3). Tokom prijema uzoraka, pored
standardnih anamnestickih podaka uzeta
je u obzir i dob ispitanika. Od ukupnog
broja (112) 91,07% ispitanika bilo je
starije od 6 mjeseci (102 psa) , dok je
samo 8,92% (10 pasa) bilo mlade od 6
mjeseci.

U Tabeli 2. Prikazan je ukupan broj
ispitanih pasa sa nalazom zoonoti¢nih
vrsta  parazita. Prema rezultatima
istrazivanja utvrdeno je da su psi bez
vlasnika dvostruko opasniji po zdravlje
ljudi jer su zoonoti¢ni oblici parazita
zastupljeni kod 43,75% u odnosu na
21,43% vlasnickih pasa. U provednom
istrazivanju ustanovljene su zoonoti¢ne
vrste: Uncinaria stenocephala,
Ancylostoma caninum, Toxocara canis,
Toxascaris leonina, Trichuris vulpis,
Capillaria spp., Dipylidium caninum i
Giardia duodenalis. Od  ukupno
ispitanih, 63,39% predstavlja opasnost
za javno zdravlje.
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Tabela 3. Prikaz procentualnog odnosa infestiranih pasa kod napustenih i vlasnickih
pasa prema pronadenom parazitu

Infestirani Infestirani

Vrsta parazita Napusteni nag(;llfgzlai r(:g " Vlasnicki Vlaofjnnigﬁ ro]g u

infestirane pse infestirane pse
Nematode
Toxocara canis 10 55,56% 8 44,44%
Toxascaris leonina 0 0,00% 3 100,00%
ggﬁg@igﬁma 39 81,25% 9 18,75%
Ancylostoma 9 81,82% 2 18,18%
Trichuris vulpis 12 92,31% 1 7,69%
Capillaria spp. 0 0,00% 7 1
Cestoda
Dipylidium caninum 1 100,00% 0 0,00%
Protozoa
Cystoisospora spp. 1 33,33% 2 66,67%
Sarcocystis spp. 1 100,00% 0 0,00%
Giardia duodenalis 0 0,00% 3 100,00%
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Na slikama 1-6 prikazani su razvojni
oblici parazita ustanovljeni
parazitoloSkim pretragama u okviru
istrazivanja (povecanje 400-1000).

Slika 1. Toxascaris leonina Slika 4. U. stenocephala, Cystoisospora
(Jaja, vlastita fotografija) (jaja, vlastita fotografija)

Slika 2. Cystoisospora spp.
(oocista, vlastita fotografija)

Slika 5. Toxocara canis
(Jaja, vlastita fotografija)

<y N 1; ’.. y

K. 4 e : ) . ( ?"
K\ e b
[ e Iy 2, "'..

Slia 3. Capillaria spp., . vpis, Slika 6. Giardia duodenalis
U. stenocephala (jaja, ovlastita (ciste, vlastita fotografija)
fotografija)
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4. DISKUSIJA

Psi predstavljaju najprilagodenije vrste
kanida u neposrednoj ljudskoj blizini sa
razli¢itim namjenama, pruzanje
bezbijednosti, pomo¢i, druzenja, psiho-
socijalne svrhe i dr. Uprkos brojnim
prednostima, psi  ostaju  rezervoar
mnogih infektivnih stadija crijevnih
parazita. Poznato je da predstavljaju
kona¢ne domacine za vise od 60 vrsta
gastrointestinalnih zoonotskih parazita.
stenocephala, A. caninum, D. caninum,
T. vulpis, E. granulosus (17).

Parazitarne bolesti prisutne su tokom
cijele godine, odrzavaju se u visokom
procentu te uti¢u negativho na razvoj i
zdravlje zivotinja. Kod pasa su
parazitarne bolesti veoma raSirene, tako
da imaju veliki znacaj za javno zdravstvo
(18). Prva poznata istrazivanja o
invadiranosti pasa u BiH bila su
pedesetih godina proslog stoljeca (19).
Tokom godina brojni drugi autori
provodili su ovakva istrazivanja ali u
okviru magistarskih radova, doktorskih
disertacija i manjih projekata. Sistemski i
kontinuirani  monitoring  nije  bio
uspostavljen. Na podrucju Grada Zenica
u okviru istrazivanja crijevnih parazita
pasa, paraziti su ustanovljeni kod
65,18% (73/112) pasa. Od ispitanih pasa
koji imaju vlasnika, 43,64% (24/55) bilo
je pozitivno a 56,36% (31/55) negativno
na razvojne oblike crijevnih parazita.
Ispitani psi iz azila Zenica, koji su bili
bez vlasnika bili su pozitivni na razvojne
oblike parazita u 85,96% (49/57)
slu¢ajeva a slobodni od parazita kod
14,04% (8/57) pasa.
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Istrazivanje je obuhvatilo 10 vrsta
parazita. 1z klase Cestoda ustanovljen je
Dipylidium caninum (0,89%); iz klase
Nematoda, Uncinaria  stenocephala
(42,86%), Toxocara canis (16,07%),
Trichuris vulpis (11,61%), Ancylostoma
caninum  (9,82%), Capillaria spp.
(6,25%) Toxascaris leonina (2,68%).
Sve ustanovljene vrste imaju zoonotski
karakter i njihova rasprostranjenost u
BiH opisana je u ranijim istrazivanjima
(20-24). U  sklopu  provedenog
istrazivanja na podru¢ju Grada Zenica,
ukupno su ustanovljene 3 vrste Protozoa.
Iz klase Sporozoea vrste Cystoisospora
spp. (2,68%), Sarcocystis spp. (0,89%).
Iz klase Zoomastigophorea ustanovljena
je Giardia duodenalis (2,68%). Kod pasa
bez vlasnika, ustanovljena je 1 (0,89%)
Cystoisospora spp., a kod vlasni¢kih 2
(1,79%). Od ukupnog broja ispitanih,
samo kod jednog psa ustanovljen je
Sarcocystis spp. (0,89%). Vrste iz roda
Sarcocystis su paraziti sa obligatornim
dvodomacinskim ciklusom koji stvaraju
ciste u miSicnom 1 nervnom tkivu
prelaznog domacina, uzrokujuci
sarkocistozu (25). Kroz istrazivanja u
BiH ustanovili su ih razli¢iti autori na
podru¢ju Sarajevo (22), sjeveroistocne
Bosne (8), na podru¢ju Tuzle (6) i na
podruc¢ju  distrikta ~ Brcko (26).
Anamnesti¢ki podaci Zivotinje koja je
bila pozitivha govore da je pas prije
dolaska u azil boravio na deponiji
Mos¢anica. Takvi uslovi ukazuju na
mogucnost dolaska u kontakt sa
klaoni¢kim otpadom, konfiskatima i dr.
Klinicka 1 higijenska vaznost infestacije
ograniCena je na intermedijarnog
domac¢ina kod koga zbog fekalne
kontaminacije hrane ili vode moze doci
do pojave klini¢kih znakova.



Da bi se transmisija prekinula, potrebno
je zabraniti i kontrolisati defekaciju pasa
ili macaka na pasnjacima i hranidbenim
mjestima  intermedijarnih  Zivotinja.
Nijedan Sarcocystis spp. koji ukljucuje
pse 1 macke nema zoonoticki karakter.
Veéina ljudskih infestacija odvija se
putem ingestije zarazene svinjetine ili
govedine (27). G. duodenalis
ustanovljena je samo kod 3 vlasnicka
pasa (2,68%). lako od 1952. u BiH
postoje pisani podaci o istrazivanju
parazita pasa, a G. duodenalis je
ustanovljena u okviru rutinskih pretraga
zivotinja, tek su 2015. godine u sklopu
istrazivanja na podru¢ju sjeveroisto¢ne
Bosne prvi put objavljeni podaci za nalaz
G. duodenalis (9,02%) u BiH kod pasa
(8). Najveca prevalenca u Bosni i
Hercegovini (52,22%) uspostavljena je
na podrucju Sarajeva u psima (28), a
dostupna su 1 istraZivanja sa podrucja
Tuzle i Br¢kog (6,7,8). Ovim
istrazivanjem ustanovili smo da su
paraziti iz klase Nematoda bili statisticki
najzastupljeni  kod ispitanih  pasa.
Analizom smo utvrdili da je 58,04%
ispitanih pasa bilo pozitivno na jednu ili
vise vrsta iz ove klase. Istrazivanjem je
ustanovljeno 6 vrsta iz klase Nematoda.
Od toga, najbrojnija je bila vrsta U.
stenocephala (42,86%), zatim T. canis

(16,07%), T. wulpis (11,61%), A.
caninum  (9,82%), Capillaria spp.
(6,25%) 1 T. leonina (2,68%). U
komparaciji sa ranije  provedenim

istrazivanjima pasa u BiH, znatan broj
autora imao je najveCu prevalencu
parazita iz klase Nematoda (5, 20, 21,
23, 29). Na podrucju Grada Zenica, od
ukupnog broja ispitanih pasa, 41,07%
napuStenih pasa 1 16,96% vlasnickih
pasa bilo je pozitivno na parazite iz klase
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Nematoda. Ovi podaci ukazuju na to da
su paraziti iz klase Nematoda bili
najzastupljeniji u populaciji pasa bez
vlasnika.  Uzimajuéi u obzir samo
parazite iz klase Nematoda, mozemo
primijetiti da su tri vrste parazita vise
zastupljene kod napustenih nego kod
vlasnickih pasa. Analiziraju¢i procenat
parazita kod ukupnog broja infestiranih
pasa sa parazitima (U. stenocephala, A.
caninum i T. vulpis), 81,25% pasa bez
vlasnika bilo je infestirano sa U.
stenocephala, 81,25%, sa A. caninum i
81,82%, a sa T. vulpis 92,31%. Prema
rezultatima istrazivanja utvrdeno je da
su psi bez vlasnika dvostruko opasniji
po zdravlje ljudi jer su zoonoti¢ni oblici
parazita zastupljeni kod 43,75% u
odnosu na 21,43% vlasnic¢kih pasa. U
provedenom istrazivanju ustanovljene su
zoonoti¢ne vrste: U. stenocephala, A.
caninum, T. canis, T. leonina, T. vulpis,
Capillaria spp., D. caninum i G.
duodenalis. Od ukupno ispitanih,
63,39% predstavlja opasnost za javno
zdravlje. lako su paraziti iz klase
Nematoda vise zastupljeni kod pasa bez
vlasnika, identificirali smo dvije vrste
parazita koje su zastupljene samo kod
vlasnickih pasa. Od analiziranih pasa, 7
pasa bilo je infestirano sa Capillaria
spp. i 3 psa sa T. leonina. Sve
ustanovljene nematode (U.
stenocephala, T. canis, T. vulpis, A.
caninum, T. leonina i Capillaria spp.)
mogu izazvati oboljenje ljudi
(visceralna, kutana 1 okularna larva
migrans). U slucaju da se njihovi
razvojni oblici unesu u probavni trakt
Covjeka kao nespecificnog nosioca ili
larve penetriraju preko koze u stadiju
invazione larve izazvat ¢e zdravstvene

probleme kod ljudi.



Osim direktnog kontakta sa zivotinjama,

ljudi se mogu infestirati 1 preko
kontaminiranog tla ili biljaka, unoseci
razvojne  oblike parazita direktno,

hranom ili vodom. Svjetska zdravstvena
organizacija navodi da je vise od 1,5
milijjardi  ljudi u svijetu zaraZeno
parazitima koji se mogu prenijeti preko
tla (16). Kontaminacija tla i biljne
vegetacije parazitima 1 razvojnim
oblicima parazita moze predstavljati
ozbiljan javno-zdravstveni problem, jer
se jaja i larve, narolito parazita pasa
mogu dugo odrzati u prirodi pod
nepovoljnim  uslovima.  Provedena
istrazivanja kontaminiranosti tla i biljne
vegetacije u Kantonu Sarajevo i drugim
podru¢jima BiH ukazuju na potrebu i
vaznost ovakvih istrazivanja i za Grad
Zenicu.

Tokom istraZivanja pri  uzimanju
anamnestickih podataka o psima u obzir
je uzeta i dob zivotinje. Medutim, od
ukupnog broja ispitanih uzoraka cak
91,07% ispitanih bilo je starije od 6
mjeseci, a samo 8,92% mlade od 6
mjeseci 1 kao takvi nisu imali statistickog
znacaja.

Provedenim parazitoloSkim pretragama
pasa sa podru¢ja Grada Zenica
ustanovljena je visoka prevalenca
parazita. Osim za pse, viSe ustanovljenih
parazita mogu predstavljati ozbiljne
probleme za zdravlje ljudi, a narocito za
djecu. Rjesavanje problema i kontrola
parazita pasa je veoma vazna i zahtijeva
neophodne mjere kako bi se uspostavio
sistem monitoringa i nadzora, jer su sve
ispitivane  kategorije imale visoku
prevalencu parazita.  Potrebno je
preduzeti aktivnosti koje su u skladu sa
vaze¢im zakonima i pravilnicima kojima
se reguliSe zaStita 1 nacin drzanja
zivotinja, utvrduju uslovi za njihovo
drZzanje i obaveze vlasnika pasa.
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Narocito treba imati u vidu zoonoti¢ne
vrste parazita koje podlijezu obaveznom
dijagnosticiranju, prijavljivanju,
suzbijanju i1 iskorjenjivanju  po
veterinarskoj legislativi u BiH, te prema
obavezama i standardima Medunarodne
organizacije za zdravlje Zivotinja (OIE)
i Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO). Osim povecanja broja pasa
lutalica, neadekvatnom brigom
vlasnickih pasa, ustanovljeni rezultati su
uzrokovani i neprovodenjem
pravovremenih i adekvatnih
preventivnin  mjera  baziranih  na
eliminaciji parazita i vektora kod
zivotinja, uz prethodno provodenje
adekvatnih dijagnostickih metoda. U
parazitoloskoj dijagnostici dostupno je
vise metoda koje su veoma prakti¢ne,
sigurne i sa ekonomskog aspekta
prihvatljive. Isto tako, vazno je
zbrinjavanje i adekvatan tretman pasa
bez vlasnika u azilima za pse kao i
veterinarsko-sanitarne mjere vezane za
neskodljivo  uklanjanje  konfiskata
unutrasnjih organa domacih zivotinja
infestiranih razvojnim oblicima parazita.
Prije svega, zastita zdravlja pasa i ljudi
treba se =zasnivati na sprovodenju
neophodnih profilakti¢kih mjera. One se
odnose na odrzavanje adekvatnih
zoohigijenskih mjera, redovna upotreba
odgovarajucih antiparazitika, na
lijecenje bolesnih zivotinja,
neskodljivom uklanjanju izmeta pasa iz
kucéa, basti 1 javnih povrSina |
ograni¢avanjem i kontrolisanjem
pristupa psima na javne povrsine,
parkove i druge otvorene prostore. Za
vrste koje se razmnozavaju preko
vektora potrebno je provoditi posebne
mjere za kontrolu i prevenciju.



Globalne promjene Kklimatskih uslova
omogucavaju nesmetan razvoj
populacije krpelja i insekata tokom
veéeg dijela godine, a povecanjem
populacije vektora predstavljaju veliku
opasnost za ljude i Zivotinje. Kontrola i
prevencija vektora obuhvata niz mjera:
suzbijanje vektora (dezinsekcija,
upotreba repelenata u vidu ogrlica i spot-
on preparata i entomoloska istrazivanja
raSirenosti vektora); kontrola rezervoara
(veterinarski nadzor u enzootskom
podru¢ju, redovni monitoring pasa);
lijeCenje  bolesnih pasa; monitoring
divljih kanida u enzootskom podrucju;
uklanjanje zarazenih pasa sa
generaliziranim oboljenjima u cilju
sprjeavanja Sirenja bolesti.
Kontinuirana edukacija stanovnistva,
vlasnika 1 uzgajivaca pasa od velikog je
znacaja. Rezultati istraZivanja omogucili
su sliku trenutnog stanja parazitarnih
bolesti pasa na podru¢ju grada Zenica.
Poduzimanjem aktivnosti za suzbijanje i
kontrolu oboljenja pasa i njihovo
provodenje omogucit ¢e potpuniju
zdravstvenu zaStitu Zivotinja, a samim
tim 1 zaStitu gradana.

5. ZAKLJUCCI

U okviru istrazivanja crijevnih parazita
pasa na podru¢ju Grada Zenica u periodu
od februara do maja 2019. godine
izvrSene  su  koproloSke  pretrage
vlasni¢kih 1 napustenih pasa iz azila
Zenica.

1. Od pregledanih 112 pasa, paraziti su
ustanovljeni kod 73 (65,18%), dok je 39
(34,82%) pregledanih uzoraka fecesa
pasa bilo negativno na razvojne oblike
parazita. Istrazivanjem je ustanovljeno
10 wvrsta parazita. 1z klase Cestoda
ustanovljen je Dipylidium caninum
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(0,89%); iz klase Nematoda Uncinaria
stenocephala (42,86%), Toxocara
canis (16,07%), Trichuris vulpis
(11,61%), Ancylostoma  caninum
(9,82%), Capillaria spp. (6,25%),
Toxascaris leonina (2,68%). Ukupno su
ustanovljene 3 vrste Protozoa. Iz klase
Sporozoea vrste Cystoisospora spp.
(2,68%), Sarcocystis spp. (0,89%). Iz
klase Zoomastigophorea ustanovljena je
Giardia duodenalis (2,68%).

2. Od pregledanih 55 vlasnickih pasa,

paraziti su ustanovljeni kod 24
(43,64%). Ustanovljeno je 8 wvrsta
parazita. 1z klase Nematoda: U.

stenocephala (16,36%), T. canis
(14,55%), Capillaria spp. (12,73%), T.
leonina (5,45%), A. caninum (3,64%) i
T. wulpis (1,82%); iz Kklase
Zoomastigophorea: Giardia duodenalis
(5,45%), a iz kase Sporozoea vrsta
Cystoisospora spp. (3,64%).

3. Od pregledanih 57 pasa bez vlasnika
(azil Zenica), paraziti su ustanovljeni
kod 49 pasa (85,96%), a ustanovljeno je
7 vrsta parazita. Iz klase Nematoda: U.
stenocephala (68,42%), T. wvulpis
(21,05%) T. canis (17,54%), A.
caninum (15,79%); iz klase Sporozoea:
Cystoisospora  spp. (1,75%) i
Sarcocystis  spp. (1,75%); iz klase
Cestoda identifikovan je jedan pas
infestiran sa  Dipylidium caninum
(1,75%).

4. Paraziti iz klase Nematoda bili su
statisticki najzastupljeniji kod ispitanih
pasa, 58,04% pasa bilo je pozitivho na
jednu ili viSe vrsta iz ove klase. Tri
vrste parazita bile su viSe zastupljene
kod napustenih nego kod vlasnickih
pasa (U. stenocephala, A. caninum i T.
vulpis).



5. Od ukupnog broja ispitanih, kod
65,18% ustanovljeni su razvojni oblici
parazita zoonoticnog karaktera (U.
stenocephala, A. caninum, T. canis, T.
leonina, T. wvulpis, Capillaria spp., D.
caninum i G. duodenalis). Psi bez
vlasnika predstavljaju veéu prijetnju za
zravlje ljudi jer su zoonoti¢ni oblici
zastupljeni kod 43,75% u odnosu na
21,34% vlasnickih pasa.

6. Kontrola parazita, parazitskih i
zoonotskih  oboljenja uz propisanu
zakonsku regulativu postizala bi se
zajedni¢kim djelovanjem veterinarskih 1
javnozdravstvenih ustanova i stru¢njaka
uz kontinuirano planiranje, nadzor i

monitoring razlicitih kategorija
populacija  pasa, uz uspostavu
profilaktickth  mjera te  primjenu
savremenih  dijagnostickih  metoda.
Profilaksa mora biti zasnovana na
Zbrinjavanju  pasa bez  vlasnika,
redovnhom upotrebom odgovarajucih
antiparazitika, redovnim koproloskim
pretragama, neSkodljivom uklanjanju

konfiskata unutarnjih organa domacih
zivotinja, uspostavljanju 1 odrzavanju
odgovaraju¢ih  zoohigijenskih  mjera,
kontroli kretanja Zivotinja te
kontinuiranoj edukaciji  stanovni$tva,
vlasnika 1 uzgajivaca zivotinja.
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RESEARCH OF INTESTINAL PARASITES IN THE CITY OF
ZENICA

Kapidzi¢ A.
Department for Epizootiology, Institute for Health and Food Safety Zenica
ABSTRACT

Of all animals that are in contact with humans, dogs represent the most important source of
parasitic diseases to humans. Because of the possibility of transmitting zoonoses, they pose a
danger to human health. The aim of this research was to determine the presence of intestinal
parasites of dogs in the City of Zenica and to propose prophylactic measures on the basis of the
obtained results of the research. From February to May 2019, samples of dog feces (112
samples) were collected from the Zenica area. Samples were taken from dogs with owners and
dogs without (shelter dogs), non-selectively from healthy, susceptible and clinically diseased
dogs. All samples were examined using standard parasitological methods. Of the 112 examined
samples, parasites were found in 73 (65.18%), while 39 (34.82%) dogs were negative for
developmental forms of parasites. The research involved 10 types of parasites. From the Cestoda
class, Dipylidium caninum (0.89%) was established; from Nematoda class Uncinaria
stenocephala (42.86%), Toxocara canis (16.07%), Trichuris vulpis (11.61%), Ancylostoma
caninum (9.82%), Capillaria spp. (6.25%) and Toxascaris leonina (2.68%). Three types of
Protozoa were found in total. From the Sporozoea class, species Cystoisospora spp. (2.68%),
Sarcocystis spp. (0.89%) and from the Zoomastigophorea class Giardia duodenalis (2.68%)
were found. Parasites of the class Nematode were statistically the most prevalent among the
tested dogs, 58.04% of those tested were positive for one or more species in this class. Out of the
total number of dogs tested, 41.07% of abandoned dogs and 16.96% of owned dogs were
positive for Nematode parasites. In both categories (owned and abandoned dogs), U.
stenocephala parasite had the highest prevalence. The share of this parasite in owned dogs was
42.86% and in abandoned dogs 68.42%. Of the total number of examinees, in 65.18% cases,
developmental forms of parasites of zoonotic character were established (U. stenocephala, A.
caninum, T. canis, T. leonina, T. vulpis, Capillaria spp., D. caninum and Giardia duodenalis).
Dogs without owners pose a greater threat to public health, as zoonotic forms are represented at
43.75% compared to 21.34% of the owned dogs. The implementation of legal regulations with
the cooperation of veterinary and public health experts and an adequate plan for supervision,
monitoring and implementation of prophylactic measures can result in control of parasites and
parasitic diseases.
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IN VITRO ISPITIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI
ORALNIH VODICA ZA ISPIRANJE USNE SUPLJINE NA SOJEVIMA
CANDIDA ALBICANS
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Sazetak

Gljivicne infekcije usne Supljine su najce$ce uzrokovane oportunistickim patogenom Candida
albicans. C. albicans ¢ini dio normalne flore koja pod odredenim uvjetima prelazi u patogeni
oblik $to je olakSano brojnim ¢imbenicima virulencije koje posjeduje. Pojava infekcije usne
Supljine Cesto je povezana sa naruSenim imunoloskim statusom pa sukladno tome spada u
markere HIV-a. Takoder, neke druge bolesti, poput dijabetesa, pogoduju nastanku kandidijaze. U
rizicne ¢imbenike spadaju: pusenje, alkoholizam, noSenje loSih zubnih proteza, avitaminoza,
kortikosteroidna i imunosupresivna terapija. Najveci rizik za nastanak infekcija uzrokovanih C.
albicans predstavlja neadekvatna higijena kako usne Supljine, tako i zubnih proteza. Znacajan
doprinos u odrzavanju higijene usne Supljine daju brojne komercijalne vodice za ispiranje usne
Supljine. Na trzistu su danas prisutne brojne vodice, sa razli¢itim mehanizmima djelovanja, koja
se koriste u tu svrhu. Njihovo djelovanje je ovisno o aktivnim supstancama koje sadrze. Neke od
njih imaju ulogu u prevenciji neugodnog zadaha, a neke imaju i antisepticko djelovanje. U
ovome radu je ispitivana antifungalna aktivnost razli¢itih vodica za ispiranje usne Supljine na
sojevima C. albicans.

1.UvOD

Candida albicans (C. albicans) je

Autor za korespodenciju: s 7 e R
oportunisti¢ki patogen ¢ija se incidencija

doc. dr. sc. Jasminka Talapko,

dipl. ing. MLD 1 stopa smrtnosti brzo povecavaju (1). C.
Fakultet za dentalnu medicinu i albicans je najces¢i uzrocnik gljivicne
zdravstvo Osijek, infekcije usne Supljine (2). Pod utjecajem
Crkvena 21, 31 000 Osijek, raznih ¢imbenika koji mogu biti lokalni,
Republika Hrvatska sistemski, nasljedni, ali isto tako i
E-mail: jtalapko@fdmz.hr okoligni, moze do¢i do narusavanja

normalne flore pri ¢emu Candida
albicans prelazi u patogeni oblik te moze
izazvati oportunisticku infekciju (3).

Za prelazak C. albicans iz komensalnog
oblika u patogeni, uvelike su zasluzni
brojni predisponirajuéi ¢imbenici. Cesto
je to posljedica povecane uporabe

63 antibiotika Sirokog spektra i



imunosupresivne terapije. Isto tako, bitni
¢imbenici koji pospjeSuju prijelaz C.
albicans u patogeni oblik jesu disfunkcija
sline, odnosno kvalitativno i
kvantitativno  smanjenje  sline  §to
podrazumijeva smanjenje koliCine
antimikrobnih ~ ¢imbenika koje slina
posjeduje (4).

Najcesci lokalni predisponirajuci
¢imbenici za nastanak kandidijaze su losa
oralna higijena, noSenje pokretnih
protetskih  nadomjestaka, ortodontskih
aparata 1 obturatora, suhoa usta
(kserostomija), puSenje 1 uporaba
steroidnih inhalatora, prehrana bogata
ugljikohidratima i bolesti sluznice ushe
Supljine (5,6).

Sistemski predisponiraju¢i ¢imbenici su
dob (starije osobe 1 mnovorodencad),
trudnoca, antibiotska terapija, sistemska
terapija  kortikosteroidima, = maligne
bolesti, bolesti probavnog sustava,
nedostatak Zeljeza, folne kiseline 1
vitamina, endokrinopatija i autoimune
bolesti (3,7,8).

U HIV infekciji/AIDS-u, kandidijaza je
rani znak imunodeficijencije 1 moze
ukazivati na imunoloSki status i
napredovanje bolesti u toj skupini
pacijenata (9). S napredovanjem HIV
infekcije dolazi do selektivnog gubitka

Thl7  funkcionalnog podskupa T
pomoc¢nickih stanica koje su vazan
¢imbenik u obrani od infekcija
uzrokovanih  gljivama, to 1ima za
posljedicu ostecenje obrambenih

mehanizama na epitelu usne Supljine, Sto
omogucuje C. albicans razvijanje
patogenih potencijala. Znacajan dio tog
potencijala ocCituje se U izostanku
domacinovog imuniteta 1 imunoaktivacije
(10,11). Najces¢i oblik kandidijaze kod
pacijenata s HIV infekcijom je akutna
pseudomembranozna kandidijaza.
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Na desnima, jeziku, unutarnjoj strani
bukalne sluznice C. albicans raste u
bijelim naslagama koje se mogu strugati,
a ispod kojih se nalazi hiperemic¢na
sluznica (12 ).

Akutna eritematozna ili  atrofi¢na
kandidijaza se javlja kao nuspojava
promjene flore usne Supljine nastale kao
posljedica dugotrajne terapije
antibioticima Sirokog spektra,
imunosupresivima i kortikosteroidima.
Ocituje se kao bolna crvena lezija na
dorzumu jezika, a Cesto je prisutna i

depapilacija jezika, sa simptomima
zarenja 1 promjenom okusa (3,13).
Kronicna  eritematozna  kandidijaza

poznata je 1 kao stomatitis proteze ili
protetski palatitis. Tipi¢na je za pacijente
koji nose mobilne akrilne protetske
nadomjestke, a najceS¢e se nalazi na
nepcu kod ljudi s totalnim protezama
(3,14). Bitan c¢imbenik u nastajanju
kroni¢ne eritomatozne kandidijaze je
loSa oralna higijena 1 neadekvatna
higijena proteza. Lezije na sluznici su
crvene 1 ograni¢ene na podrucja koja
pokriva protetski nadomjestak, ponekad
je popracena osjecajem pecenja, ali Cesto
je asimptomatska i otkriva se samo
stomatolosSkim pregledom (15).

Kroni¢na  hiperplastiéna  kandidijaza
naziva se jo§ i Candida leukoplakia. Za
razliku od pseudomembranoznog oblika,
ove bijele naslage se ne mogu ukloniti
struganjem. Karakterizira ih duboka
infiltracija hifama gljiva u tkivo usne
Supljine. NajceS¢e se nalazi na bocnim
dijelovima jezika i bukalne sluznice (16).
Ispiranje usne Supljine, predstavlja bitan
¢imbenik u odrzavanju oralne higijene, a
ovisno 0 sastavu pripravaka koji se
primjenjuju mogu se Koristiti sa ciljem
smanjenja oralnih patogena ili za



smanjenje neugodnog zadaha (17).
Oralni antiseptici se koriste i za kontrolu
supragingivalnog plaka i gingivitisa te
prije oralne i1 parodontalne Kirurgije,
ukljucuju¢i vadenje zuba 1 ugradnju
implantata (18). Danas je na trzistu
prisutan veliki broj vodica za ispiranje
usne Supljine koja sadrze Siroki raspon
aktivnih  sastojaka, specificnith  za
razlicite indikacije (19).

Reprezentativne standardne vodice za
ispiranje usne Supljine sadrze elemente
poput klorheksidin diglukonata, etanola,
esencijalnih ulja i deterdzenata, sadrze
razlicite  kemikalije, glicerin  kao
ovlaziva¢, natrijev benzoat kao pufer,
arome, boju 1 emulgatore koji sluze kao
stabilizatori.  Klorheksidin  glukonat
(CHX) i cetilpiridinijev klorid imaju
antibakterijsko djelovanje i smanjuju

broj mikroorganizama na bukalnom
epitelu i pelikulima, dok je etanol
djelomi¢no ucinkovit protiv oralnih
patogena (20).

2. CILJ RADA

Cilj rada je ispitati antimikrobnu
aktivnost  komercijalnih  vodica za

ispiranje usne Supljine na sojevima
kvasaca Candida albicans, a potom
primjerenim  statistickim  metodama
utvrditi razine ucinkovitosti pojedinih
vodica za ispiranje usne Supljine te
odrediti  razlike u antifungalnom
djelovanju izmedu svih testiranih vrsta
vodica za ispiranje usne Supljine na
sojevima Candida albicans.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Materijal

U ovome istrazivanju je testiran 31 soj
Candida albicans. Sojevi su dio zbirke
sojeva Laboratorija za mikrobiologiju
Fakulteta za dentalnu medicinu i
zdravstvo Osijek. Oralne vodice za
ispiranje usne Supljine koje su koristene u
ovom istrazivanju su kupljene u ljekarni u
Osijeku (Tabela 1).

Tabela 1. Testirane komercijalne
vodice za ispiranje usne Supljine

Vodica za
ispiranje Aktivni sastojci
usta
A Hexetidin
B Sodium fluoride, alkohol (21,6%)
o Cetylpyridinium chloride |
D Cetilpyridinium chloride
E 0,12% Chlorhexidine-digluconate
. 0.12% Cholrhexidine Digluconate
0.05% Cetylpyridinium Chloride
3.2. Metode

Osjetljivost izabranih sojeva kvasaca C.
albicans testirana je na vodice za
ispiranje usne Supljine modificiranom
disk difuzijskom metodom (Kirby-
Bauer), sa jazicama, u skladu sa Clinical
and Laboratory Standards Institute
(CLSI standardima) (21).

Suspenzije sojeva C. albicans priredene
su u fizioloskoj otopini Api suspenzion
medium 2 ml (Biomerieux, France),
vorteksirane su na Vortex V-1 plus (Bio
San, Riga, Latvia), a potom je podesena



mutnoéa na 0,5 McFarlanda (10°
CFU/ml), izmjereno na denzitometru
DEN 1 McFarland Denzitometer
(BioSan, Riga, Latvia). Tako priredene
suspenzije sojeva C. albicans nanesene
su na Miiller-Hintonov agar s dodatkom
2% glukoze 1 0,5 pg/l metilenskog
modrila (Certifikat, Vukovar, RH) uz
pomo¢ sterilnih briseva (Copan Italia
S.p.A, Brescia, Italija), okre¢uci plocu za
60° u tri smjera.

Za svaki ispitivani soj, priredena je jedna
plo¢a na kojoj je uz pomo¢ sterilnog
tipsa izbuSeno sedam jaZica promjera 8
mm. U jednoj priredenoj plo¢i, u Sest
jazica su dodani antiseptici dok je u
sedmu dodana sterilna fizioloSka
otopina (negativna kontrola), u koli¢ini
od 100 pl. Tako priredena hraniliSta su
inkubirana u aerobnim uvjetima 18-24
sata na temperaturi od 36 += 1°C u
aerobnom termostatu (Binder,
Njemacka). Slijede¢i dan su izmjerene
zone inhibicije u mm. Test je ponovljen
tri puta.

3.3. Statisticka analiza

Rezultati su  prikazanim  opisnom
statistikom  (srednja  vrijednost i
standardno  rasprSenje, medijan 1

interkvartilni raspon). Studentov t-test i
analiza varijance (ANOVA) koriSteni za
utvrdivanje znacajnosti antifungalnog
djelovanja izmedu pojedinih vrsta vodica
za ispiranje usne Supljine, te za
odredivanje razlika u antifungalnom
djelovanju izmedu svih testiranih vrsta
vodica za ispiranje usne Supljine. P
vrijednosti manje od 0,05 smatrane su
statistiCki ~ znacajne.  Analiza  je
napravljena pomocu SPSS statistickog
programa (verzija 22.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).
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4. REZULTATI

Ispitano je antifungalno djelovanje Sest
vrsta vodica za ispiranje usne Supljine na
31 soju Candida albicans. Rezultati su
pokazali postojanje varijacija u veli¢ini
zona inhibicije izmedu ispitivanih vrsta
vodica za ispiranje usne Supljine. Metoda
disk difuzije pokazala je da nemaju sve
vrste vodica za ispiranje usne Supljine
antifungalno  djelovanje na sojeve
Candida albicans (Tabela 2). Najjace
antifungalno djelovanje imala je vodica
za ispiranje usne Supljine A, dok vodica
B nije pokazala nikakvo antifungalno
djelovanje na testirane sojeve Candida
albicans.

Rezultati testiranja komercijalnih vodica
za 1ispiranje usne Supljine pokazuju
raznoliko antifungalno djelovanje koje je
u skladu sa djelovanjem aktivnih
sastojaka istih. Tako je vodica za
ispiranje usne Supljine F, koja sadrzi
klorheksidin diglukonat ¢ija se aktivnost
oCituje u djelovanju na citoplazmatsku
membranu mikroorganizama (22) i
cetilpiridinium klorid koji djeluje na
proteine i lipide mikroorganizama i
mogao bi smanjiti sintezu glukana (23),
pokazala najjacu aktivnost na ispitivanim
sojevima kvasaca.

Nesto slabija antifungalna aktivnost je
prisutna kod vodice E kod koje je
aktivna supstanca klorheksidin
diglukonat.

Vodice za ispiranje usne Supljine C i D
imaju podjednaku antifungalnu
aktivnost, a  djelatna  tvar je
cetilpiridinijev klorid, kationski kvaterni

amonijev spoj (24). Vodica A je
pokazala najslabije antifungalno
djelovanje. Njezina djelatna tvar je
heksetidin,  koji  pripada  skupini

orofaringealnih antiseptika Sirokog



Talapko J, Aleksi¢ A, Tomié-ParadZik M, Skrlec I. ZKMLDFBIH 2021; 1:63-72

Tabela 2. Zone inhibicije razli¢itih vrsta vodica za ispiranje usne Supljine na sojevima

Candida albicans

Vodica za ispiranje Najmanja Najveca Srednja Medijan
usne Supljine vrijednost  vrijednost vrijednost + SD (IQR)
A 13 27 2023 +£3.13 20 (18-22)
B 0 0 0 0

C 19 31 25.52+£2.55 25 (24-27)
D 20 31 2494 +£230 25 (23-26)
E 22 32 26.13+£2.11 26 (25-27)
F 22 38 29.09+3.01 29 (27-31)

SD — standardno rasprsenje, IQR — interkvartilni raspon

Na slici 1 se vidi da postoji statisticki znacajna razlika u antifungalnom djelovanju izmedu

vodica za ispiranje usne Supljine A, C, D, E i F (F=2,89; P=0,022).

ﬁﬁ%%%

N w
o o
1 1

Zona inhibicije rasta (mm)

-
o
1

Slika 1. Antifungalni ué¢inak razli¢itih vrsta vodica za ispiranje usne Supljine na sojeve
Candida albicans. Podaci su prikazani kao medijan te najveca i najmanja vrijednost.
ANOVA test P = 0,022.
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antimikrobnog djelovanja. Heksetidin
pripada derivatima pirimidina (25) i u
interakciji je s lipidima membrane i
uzrokuje unistavanje membrane (26).
Antifungalne aktivnosti vodice za
ispiranje  usne Supljine B prema
ispitivanim sojevima C. albicans nije
bilo. Vodica B spada u najpoznatije
vodice za ispiranje usne Supljine sa
dobro  poznatim  djelovanjem na
redukciju zubnog plaka 1 ublazavanju
gingivitisa (27). Aktivna komponenta
vodice B je natrijev fluorid, koji sam ima
zanemarivo antibakterijsko djelovanje
(23). Sredstva za ispiranje usta na bazi
¢istih esencijalnih ulja (poput vodice B)
imaju nize antimikrobno djelovanje od
onih koja sadrze klorheksidin diglukonat
ili cetilpiridinijev klorid (23). Neke su
studije pokazale da vodice za ispiranje
usne Supljine s alkoholom mogu imati
kancerogena svojstva (28). Studije nisu
pokazale znacajnu razliku u
antibakterijskom  djelovanju  izmedu
vodica za ispiranje usta s alkoholom i
onih bez alkohola (28).

Medutim, u  ovom istraZivanju
bezalkoholna vodica za ispiranje usne
Supljine C 1ima vecfu antifungalnu
ucinkovitost u svim testiranim sojevima
C. albicans od vodice B s alkoholom
(Tabela 2). Vodica B je ucinkovita
vodica za ispiranje usne Supljine za
smanjenje zubnih naslaga i bakterija i
nema dokazane nuspojave (29). Natrijev
fluorid je biokemijskim mehanizmima
ucinkovit U prevenciji karijesa zuba (23).
Sadasnji rezultati pokazuju da su vodice
za  ispiranje  usne  Supljine  sa
heksetidinom, klorheksidin
diglukonatom i cetilpiridinijevim
kloridom ucinkovitija od vodica s
natrijevim fluoridom, $to je takoder
pokazano u drugim studijama (29).
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Takoder, ispitano je antifungalno
djelovanje na sojevima Candida
albicans izmedu pojedinih parova

vodica za ispiranje usne Supljine. Iz
Tabele 3. je vidljivo da izmedu vodice A
i svih ostalih testiranih vrsta vodica za
ispiranje usne Supljine postoji statisticki
znacajna razlika u antifungalnom
djelovanju. Isto vrijedi i za vodicu B,
dok drugi parovi testiranih vodica za
ispiranje usne Supljine nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku u inhibiciji
rasta razli¢itih sojeva Candida albicans.
Razlog tome je u ve¢ spomenutim
aktivnim sastojcima koji se razlikuju
izmedu pojedinih vodica.

Tabela 3. Razlike u antifungalnom
djelovanju izmedu odredenih parova
vodica za ispiranje usne Supljine na
sojevima Candida albicans

Testirani

parovi onma t df px
za ispiranje

usne Supljine

A-B 9,38 92 <0,001
A-C -2,18 185 <0,03
A-D -1,97 185 0,049
A-D -2,39 185 0,017
A-F -3,36 185  <0,001
B-C -9,51 92 <0,001
B-D -9,53 92 <0,001
B-D -9,55 92 <0,001
B-F -9,51 92 <0,001
C-D 0,22 185 0,83
C-D -0,23 185 0,82
C-F -1,24 185 0,21
D-D -0,45 185 0,66
D-F -1,46 185 0,14
D-F -1,02 185 0,31

*t-test, df — stupnjevi slobode



5. ZAKLJUCAK

Rezultati ovoga in vitro istrazivanja u
skladu su s nalazima klini¢kih studija
koje pokazuju da vodice za ispiranje
usne Supljine bitno doprinose oralnom
zdravlju.  Cetilpiridinijev  klorid i
klorheksidin diglukonat povezani su s
najvi§im  antifungalnim djelovanjem.
Klinicka ucinkovitost ispiranja usne
Supljine ovisi o aktivnoj tvari,
koncentraciji aktivnog sastojka,
zdravstvenom statusu osobe [
mikrobiomu domacina. Antimikrobno
djelovanje  komercijalnih  vodica za
ispiranje usne Supljine jako varira.
Vecina ith se temelji na klorheksidin
diglukonatu i cetilpiridinijevom kloridu s
natrijevim fluoridom. Ovi spojevi imaju
ucinkovito  antimikrobno djelovanje
protiv.  ranih  kolonizatora  zubnih
biofilmova gdje C. albicans ima izuzetno
veliki znacaj te bi mogli biti koristan
alat u oralnoj higijeni.
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ABSTRACT

The opportunistic pathogen Candida albicans most often causes fungal infections of the oral
cavity. C. albicans is part of the normal flora that, under certain conditions, turns into a
pathogenic form facilitated by many virulence factors that it possesses. The occurrence of oral
infection is often associated with impaired immune status and is a marker of HIV infection.
Some other diseases, such as diabetes, also affect the development of candidiasis. Risk factors
include smoking, alcoholism, having bad dentures, avitaminosis, corticosteroids, and
immunosuppressive therapy. The most significant risk for infections caused by C. albicans is
poor hygiene of both the oral cavity and dentures. A significant contribution to oral hygiene
maintenance has numerous commercial oral mouthwashes. There are numerous mouthwashes on
the market today with different mechanisms of action used for this purpose. Its action depends on
the active substances it contains. Some of them have a role in the prevention of bad breath, and
some have antiseptic activity. In this work, we investigated the antifungal activity of various
commercial mouthwashes on C. albicans strains.
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ZNACAJ PRACENJA I ODREPIVANJA MIKOTOKSINA U
PREHRAMBENIM PROIZVODIMA

Ibrahimagi¢ Amir

Institut za zdravlje i sigurnost hrane Zenica

Sazetak

Mikotoksini koji zagaduju sto¢nu hranu mogu imati toksi¢ne efekte na zivotinje, potom da se
prenesu u zivotinjske proizvode, a time i konzumacijom u ljudski organizam. Gljivicni
sekundarni metaboliti, nazvani mikotoksini, prijavljeni su u istrazivanjima prehrambenih usjeva,
u zetvi, u preradenoj biljnoj hrani i na kraju u ljudskoj populaciji. Hroni¢na izloZenost prehrani
visestrukim mikotoksinima tokom ¢itavog ¢ovjekovog Zivota je stvarnost. Mikotoksini u hrani
imaju priliku da se apsorbiraju kroz gastrointestinalni trakt, u krvozilni sistem. Neki mikotoksini
nepromijenjeni prelaze iz usjeva s farme u krvotok. Aflatoksin M1 prelazi u mlijeko hranjenjem
zivotinja u laktaciji hranom koja sadrzi AFB1, a nalazi se i u mlijecnim proizvodima.
Kontaminacija aflatoksina u mlijeku i mlije¢nim proizvodima dogada se na dva nacina. Prvi je
prolazak toksina u mlijeko zivotinja koje jedu hranu zagadenu aflatoksinom, a drugi je posljedica
oneciS¢enja mlijeka i mlijecnih proizvoda plijesnima. Mikotoksini i aflatoksini u uzorcima hrane
mogu se smatrati moguc¢om opasno$¢u za javno zdravlje.

1.UvOD
Covjek je najcesce izlozen
- mikotoksinima putem hrane, ali u nekim

Autor za korespodenciju: slu¢ajevima moze doé¢i do trovanja

inhalacijom, adsorpcijom kroz kozu ili
Doc. dr. sc. Amir Ibrahimagid, parenteralnoj izloZenosti.
dipl. ing. MLD Mikotoksini  predstavljaju  metabolite
Institut za zdravlje i sigurnost plijesni, koji mogu biti toksi¢ni ili imaju
hrane Zenica druge negativne bioloske efekte po ljude i
Sluzba za hemijsku dijagnostiku Zivotinje (Tabela 1).
E-mail: Mikotoksini mogu uéi u prehrambeni
ibrahimagic.amir@gmail.com lanac &ovjeka i zivotinja direktnom ili
Tel: 0038761/614-147 indirektnom kontaminacijom. U direktnoj

kontaminaciji prehrambeni materijal je
osnova rasta toksikogene plijesni.
Namirnice mogu biti dobri domacini za
rast plijesni u nekim stadijima u toku
njihove proizvodnje, prerade, transporta i
skladiStenja. Indirektna kontaminacija ¢e
se pojaviti kada su dodaci namirnicama
kontaminirani mikotoksinima (1).
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Tabela 1. Prikaz bolesti uzrokovanih mikotoksinima (3)

Sistem Zdravstveni problemi Mikotoksini

smanjena elasti¢nost zila, unutrasnja

krvotok . aflatoksini, satratoxini, roridini
krvarenja
dijareja, povracanje, krvarenje iz
creva, oStecenje - -~
] L ) flatoksini, T-2 toksini
digestivni sistem jetre, nekroze, ibrioze, rane na d frﬂg Sint, t0 sint,
X deoksinivalenol (vomitoksin )
mukoznim membranama,
anoreksija
respiratorni bilj teSkoce s disanj . .
; p (0 )4 1]1’16 po es. opes 1’sanjem, trlkotehekem
sistem krvarenje iz pluca

drhtavica, nekoordinirani pokreti,

nervni sistem - .
depresija, glavobolja

tremogeni, trikotehekeni

koza osip, fotosenzitivnost trikotehekeni
urinarni sistem ostecenje bubrega ohratoksin, citrinin
rgproduktlvnl sterilnost, promjene u reproduktivnim T-2 toksin, zearalenon
sistem ciklusima

imuni sistem promjene ili potpuno unistenje mnogi mikotoksini
Prisutnost ~ mikotoksina  ovisi 0 Mikotoksini mogu izazvati kod ljudi i
klimatskim uvjetima, posebno o periodu Zivotinja kancerogeni efekat,
zetve, uslova transporta 1 skladiStenja. imunotoksi¢ni efekat, probavne smetnje,
Sadrzaj vode zrna u zetvi vazan je neurotoksi¢ni  efekat, hepatotoksi¢ni
parametar za naknadni porast plijesni. efekat, nefrotoksi¢ni efekat,
Nakon kikirikijeva brasna, kukuruz je reproduktivne i razvojne poremecaje, pri
najveci izvor ulaska mikotoksina u krmu. ¢emu Cesto mogu istovremeno djelovati
Pri tome je vaZna 1 zemlja porijekla na viSe mjesta u oganizmu i na razlicite
kukuruza, jer je u zemljama Dalekog nacine S$to ovisi o vrsti mikotoksina, dozi
istoka kukuruz redovito kontaminiran i vremenu izlozenosti (1). Znacajne
aflatoksinom (1). plijesni za prehrambenu industriju zbog
Mikotoskikoze su akutna 1 hroni¢na potencijalne proizvodnje mikotoksina su:
oSte¢enja zdravlja izazvana Aspergillus,  Penicillium,  Fusarium,
mikotoksinima (2). Cladosporium, Alternaria,

Trichothecium, Byssochlamys i
Sclerotinia (Tabela 2).
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Tabela 2. Prikaz toksinogenih vrsta plijesni i mikotoksina (4)

Vrsta pliesni

Mikotoksin

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus

Aflatoksini

Aspergillus flavus

Ciklopiazoni¢na kiselina

Aspergillus ochraceus, Penicillium viridicatum, Penicillium

cyclopium

Ohratoksin: A

Penicillium expansum

Patulin

Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium

sporotrichioides

Deoxynivalenol (DON)

Fusarium sporotrichioides, Fusarium poae

T-2

Fusarium sporotrichioides, Fusarium graminearum,

Fusarium poae

Diacetoxyscirpenol (DAS)

Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium

sporotrichioides

Zearalenon

Fusarium moniliforme

Fumonisini

Acremonium coenophialum

Ergot alkaloidi

Acremonium lolii Lolitrem B
Phomopsis leptostromiformis Fomopsini
Pithomyces chartarum Sporidesmini

Zitarice su najéeSée kontaminirane
aflatoksinom, deoksinivalenolom
(DON), zearalenonom, fumonizinima i
T-2 toksinom (5).

Najbolji  pristup za  uniStavanje
mikotoksina u hrani je sprijeCavanje
rasta plijesni u svim fazama proizvodnje,
prikupljanja, transporta, obrade,
skladiStenja 1 prodaje.

Mikotoksini se produciraju na nivoima
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aktiviteta vode iznad 0,83, ili priblizno
8% do 12% vlaznosti zrna, Sto zavisi od
tipa zitarice (2). Stoga je neophodno,
brzo i temeljno suSenje i1 skladiStenje u
suhim uslovima.

Zemlje clanice EU su uskladile
zakonsku regulativu o maksimalno
dopustenim koncentracijama

mikotoksina u hrani za Zivotinje 1 ljude
(EC/576/2006 i EC/1881/2006). U
zitaricama 1 njihovim preradevinama
namijenjenim ljudskoj prehrani
maksimalno dozvoljene koncentracije za



ohratoksin 1 zearelenon kre¢u se od
0,5 mg/kg, odnosno 20 mg/kg (dijecja
hrana) do 5 mg/kg, odnosno 200 mg/kg
(nepreradene zitarice). U sto¢noj hrani
su najveée dopuStene koncentracije
izmedu 0,05 1 0,25 mg/kg za ohratoksin
te izmedu 0,1 1 3 mg/kg za zearelenon

(6).

2. ZNACAJ MIKOTOKSINA SA
ZDRAVSTVENOG ASPEKTA

Zearalenon

Toksigeni efekat zearalenona zavisi od
koncentracije, vremena izlaganja i
opstem fizioloSkom stanju organizma.
Obicno izaziva poremecaje
urogenitalnog sistema, a hroni¢na
trovanja ili jata akutna trovanja
ostavljaju  trajne  posljedice  na
reproduktivnim organima kao
degenerativne promjene (7, 8). Simptomi
su upala rodnice (vulvovaginitis), a u
zivotinja koje nisu spolno zrele prolaps
rektuma i rodnice. Smanjen je spolni
nagon, zivotinje su neplodne, dolazi do

mumifikacije fetusa, pobacaja,
mrtvorodenosti 1 smanjenog okota. Kod
muskih  Zivotinja moZe uzrokovati

atrofiju sjemenika 1 povecanje mlije¢nih
zlijezda. Zearalenon inhibira luenje
folikulstimuliraju¢eg hormona zbog ¢ega
potiskuje razvoj folikula ovarija i
inhibira proces ovulacije te ima
luteotropan efekt, pa izaziva retenciju
zutog tijela, pseudotrudnocu i anestriju.

Uzrokuje hormonsku neravnotezu i
dovodi do hiperestrogenizma  kod
domacih Zivotinja. Svinje su
najosjetljivija vrsta i1 kod njih su

mikotoksikoze zearalenonom najcesce

(1).
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Trihoteceni

T-2 toksin 1ima citotoksi¢na i
imunosupresijska svojstva koja mogu
uzrokovati  akutne intoksikacije i
kroni¢ne bolesti 1 kod ljudi i kod
zivotinja. Simptomi akutne intoksikacije
su: mucnina, drhtavica, abdominalna
bol, proljev i gubitak tjelesne mase, a
kod Zivotinja simptomi ukljucuju i
crijevna krvarenja, smanjenu produkciju
mlijeka pa i uginuée goveda (1). T-2
toksin inhibira sintezu proteina Sto
uzrokuje sekundarne poremecaje u
sintezi DNK i RNK (9). Takoder
negativno uti¢e i na imunoloski sistem,
rezultiraju¢i promjenom broja leukocita
i pojacanom hipersenzitivnoscu (10).

Deoksinivalenol

Kod Zivotinja akutna izloZenost DON-u
izaziva smanjeni unos hrane
(anoreksiju) 1 povracanje, a kod duze
izloZenosti uzrokuje smanjeni prirast te
promjene na prsnoj Zlijezdi (timusu),
slezeni, srcu i jetri. DON se brzo i
djelotvorno apsorbira pa se vise od 95%
unesenog DON-a izlu¢i mlijekom,
urinom i fecesom krava i svinja (11).
Dokazano je sinergisticko djelovanje
DON-a u kombinaciji s drugim
mikotoksinima. U  kombinaciji s
aflatoksinom B1, DON ima izraZajnije
mutageno djelovanje.

Fumonizini

Zbog drasti¢nih promjena u zivéanom
sistemu dolazi do razvoja brze
progresivne neurotoksikoze koja se
manifestira kroz depresiju, nemir,
sljepocu, ataksiju, facijalnu paralizu,
prisilne kretnje, propulzije, komu i smrt.
Prisutnost fumonizina u hrani za
Zivotinje moZe imati negativan ucinak



na kakvocu mesa, koji se odnosi prije
svega na povecan udio masti i smanjeni
udio mesa, $to ¢e kod proizvodaca
rezultirati velikim ekonomskim
gubitcima (12). U Africi se povezuje sa
velikim procentom tumora jednjaka
(12).

Aflatoksini
Od mikotoksina iz skupine aflatoksina
..... (13).
Stetno djeluje na jetru, a izraZenost
promjena ovisna je o koli¢ini, duzini
izlozenosti, vrsti zivotinje, nacinu uzgoja
i uhranjenosti Zivotinje. Trovanje sa
velikim dozama aflatoksina Bl moze
imati i smrtni ishod. Dugotrajna
hroni¢na izloZenost niskim dozama
uzrokuje maligne tumore, prvenstveno
karcinom jetre.
Aflatoksini M1 i M2 produkti su
bioloske pretvorbe aflatoksina B1 i B2 u
mlije¢nim Zlijezdama sisavaca hranjenih
krmom koja je sadrzavala aflatoksine
spomenute B-skupine. Oni su izolirani iz
mlijeka (stoga su i nazvani aflatoksinima
M-skupine) i1 urina takvih Zivotinja i
mogu se nalaziti 1 u mlijecnim
proizvodima. Aflatoksin B1 najsnaZniji
je karcinogem, a prema opadajucoj
kancerogenosti slijede: G1, M1, B2, G2,
M2, B2a, G2ai P1.
Medunarodna agencija (International
Agency for Research on Cancer-IARC)
aflatoksin B1 je uvrstila na osnovu
dokaza u skupinu 1. kancerogena (14).

Ohratoksin A

Ohratoksin A je potencijalni nefrotoksin
i1 smatra se jedinim uzro¢nikom
odgovornim za  bolest balkanske
endemske nefropatije, teske hronicne
obostrane bolesti bubrega i tumora
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urinarnog trakta, a ¢ija se pojava prati u
nekim podru¢jima Hrvatske, Bosne i1
Hercegovine, Bugarske, Rumunjske i
Srbije (1). IARC ga je uvrstio u skupinu
2B, tj. skupinu spojeva mogucih ljudskih
kancerogena.

3. ZAKONSKA REGULATIVA U
BIH

U Bosni i Hercegovini trenutno su na
snazi dva Pravilnika:

- Pravilnik o nepozeljnim tvarima u
hrani za zivotinje, Sl. glasnik BiH, br.
72/11

- Pravilnik o izmjenama i dopuni
Pravilnika o nepoZeljnim tvarima u hrani
za Zivotinje, Sl. glasnik BiH, br. 23/16

- Pravilnik o najve¢im dopuStenim
koli¢inama odredenih kontaminata u
hrani, Sl. glasnik BiH, br. 49/14.

Pravilnici su uskladeni sa zakonima,
normama i direktivama na nivou EU.

4. LABORATORIJSKA
DETEKCIJA

Od screening metoda u odredivanju
mikotoksina  najvise  se  koristi
imunoenzimska metoda (ELISA-
enzyme-linked immunosorbent assay)
kao jednostavnha i brza metoda,
ekonomski 1 ekoloski prihvatljiva s
moguénoséu analize velikog broja
uzoraka (15). Nedostatak ove metode je
nedovoljna specificnost i moguénost
cross-reakcija S konjugiranim
metabolitima.
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Metoda za bazira na kompetitivnoj
kolorimetrijskoj imunoenzimskoj
metodi.  Specificna  antitijela  su
impregnirana u jazice; tokom procesa
same analize, ispitivani aflatoksin u
uzorku zajedno sa dodanim HRP
konjugatom se ,,takmic¢i“ za vezivanje na
specificno  antitijelo u  jazicama,
sprecavajuc¢i vezivanje HRP konjugata.
Nakon dodavanja TMB substrata,
intenzitet boje ili slobodnog konjugata

proporcionalan je koncentraciji
ispitivanog aflatoksina. Ocitanje se vrsi
na 450 nm (Slika 1). Slika 2. HPLC

(Izvor: https://www.kobis.hr/prodajni-
program/kromatografija/tekucinska-
kromatografija/)

Slika 1. ELISA gitag
(Izvor: slikao Amir Ibrahimagic)

Za odredivanje mikotoksina, mogu se
koristiti tekuc¢inska kromatografija (LC)
ili plinska kromatografija (GC) uz )
dokazivanje spektrometrijom masa (MS) Slika 3. GC/MS

. . e (1zvor:https://www.businesswire.com/new
Itoelint:li‘flnil?zml;rtggﬂzﬁgaﬁ]?G(CL)C) GIZ‘ 5/home/20130903005409/en/TRADE-

NEWS-Agilent-Technologies-Launches-

dokazivanje infracrvenom (IR) New-Triole-Ouad . GOMS
spektrometrijskom detekcijom (Slika 2 i ew-Triple-Quadrupole )
3).
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5. ZASTUPLJENOST
MIKOTOKSINA U SVIJETU

Prema istrazivanju Gruber-Dorninger C
i suradnika koncentracije aflatoksina B1,
zearalenona, fumonizina, ohratoksina A,
deoksinivalenola i  T-2  toksina
analizirane su u 74.821 uzoraka krme i
krmnih sirovina (npr. kukuruz, pSenica,
soja) prikupljenih iz 100 zemalja od
2008. do 2017. godine. Ukupno, 88%
uzoraka je kontaminirano barem jednim
mikotoksinom.  Pojava  mikotoksina
pokazala  je razli¢ite  regionalne
trendove, a klima je bila kljucna
odrednica koja je upravljala tim
trendovima. U veéini regija vecina
uzoraka udovoljavala je maksimalnim
nivoima i vrijednostima smjernica za
mikotoksine u sto¢noj hrani koji je na
snazi u Europskoj uniji. Medutim,
41,1%, 38,5% 1 20,9% uzoraka iz Juzne
Azije, Subsaharske Afrike, odnosno
Jugoistocne  Azije, premasili su
maksimalni nivo aflatoksina B1 (20
ug/kg). U nekoliko regija koncentracije
mikotoksina u kukuruzu pokazale su
izrazenu varijaciju iz godine u godinu
koja se moze objasniti kiSom ili
temperaturom tokom osjetljivih perioda
razvoja zrna (Slika 3). Veliki dio
uzoraka (64%) bio je istovremeno
kontaminiran sa > 2 mikotoksina.
Najces¢e uoCene smjese mikotoksina
bile su kombinacije deoksinivalenola,
zearalenona i fumonizina, kao i
fumonizini i aflatoksin B1 (16).
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Istrazivanje koje je objavljeno 2019.
godine, Ertelthaler T i sur. su prikazali
zastupljenost mikotoksina u JuZnoj
Europi (ukljucujuéi i nasu zemlju), gdje
je naznacena velika prisutnost DON-a u
65% uzoraka psenice, pri ¢emu je 58%
iznad praga rizika. Prosjeéni i
maksimalni nivo koncentracije bili su
611 ppb, odnosno 1.910 ppb. Podrucje
zabrinutosti je fumonizin u kukuruzu.
Prevalencija fumonizina iznosila je 88%
pozitivnih uzoraka. Gotovo polovina
uzoraka bila je iznad praga rizika.
Prosjecni i maksimalni nivo bili su 1.272
ppb, odnosno 6.934 ppb.
Deoksinivalenol je pronaden u 55%
ispitanih uzoraka kukuruza, a ZEN u
48% uzoraka kukuruza (17).

Prema istraZzivanju BilandZi¢ N 1 sur.
prosjetne razine AFMI1 u uzorcima
sirovog mlijeka iznosile su (ng/kg): 6,22
u Bosni i Hercegovini, te 5,65 u
Hrvatskoj. U cetiri uzorka mlijeka
koncentracije AFM1 premasile su EU
referentne vrijednosti od 50 ng/kg.
PoviSeni nivoi bili su u rasponu 56,6—
132,6 ng/kg. Dva pozitivna uzorka
mlijeka iz Bosne i Hercegovine potjecu
iz Unsko-sanskog kantona, dva iz
Hrvatske, iz isto¢ne Hrvatske. U 214
uzoraka preradenog mlijeka iz Bosne 1
Hercegovine i Hrvatske, AFM1 se
kretao od 2,29 ng/kg do 21,4 ng/kg, sve
ispod referentnih vrijednosti. AFM1
premasio je EU referentne vrijednost u
samo 0,62% uzoraka mlijeka, Sto
ukazuje na  sporadicnu  upotrebu
kontaminirane sto¢ne hrane na farmama
u obje zemlje (18).



Northern Europe (n = 1,958)
Central Europe (n = 21,036)
Southern Europe (n = 3,527)
Eastern Europe (n = 2,382)
North America (n = 5,471)
Central America (n = 367)

South America (n = 17,332)

Middle East/North Africa
(n =1,075)

Sub-Saharan Africa (n = 208)
South Africa (n = 1,077)
Oceania (n = 1,695)

South Asia (n = 1,136)
Southeast Asia (n = 4,310)
East Asia (n = 13,232)

Central Asia (n = 15)

4
v
v
v
v
v
4
4
4
4
v

ABF1

5.9%
3.1 pg/kg
12.7%
1.6 pg/ka
28.9%
2.1 pg/kg
17.0%
3.4 pg/kg
10.5%
8.7 pa/ka
8.6%
3.9 pg/kg
23.5%
3.2 pa/kg
22.2%
2.4 yg/kg
76.0%
23 pag/kg
9.0%
2.2 pg/kg
11.3%
2.0 pa/ka
82.2%
20 pa/kg
57.4%
10 pa/kg
17.1%
10 pg/kg

7.7%
1.4 pa/kg

FUM

22.4%
186 pa/kg

43.2%
187 pa/kg

74.9%
607 pg/kg

33.6%
87 po/kg
47.7%
652 pg/kg
81.8%
929 pg/kg
75.3%
1,390 pa/kg

66.8%
347 pa/kg

72.6%
789 pa/kg

62.6%
266 pa/kg
22.2%
106 pg/kg

69.0%
288 pg/kg

69.6%
573 ug/kg

60.7%
810 pag/kg

25.0%
13 pa/kg
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ZEN

28.9%
35 pa/kg

45%
40 pa/kg
36.3%
44 pa/kg
42.5%
15 pa/kg
31.7%
102 pa/kg
38.2%
60 pa/kg
46.9%
51 pa/kg
44.8%
31 pa/kg
52.2%
38 pa/kg
41.6%
30 pa/kg
21.5%
105 pg/kg
19.6%
37 pa/kg
45.9%
43 pg/kg
58.2%
90 pg/kg

23.1%
1.5 pg/kg

DON

74.2%
504 pg/kg

69.8%
428 pg/ka
52.9%
324 pg/kg
59.9%
153 pg/kg
64.1%
505 pag/kg
70.0%
316 pg/kg
26.9%
344 pg/kg
47.8%
236 pg/kg
49.5%
352 pg/kg
63.2%
363 pa/kg
34.5%
158 pa/kg
23.1%
96 pa/kg
42.5%
137 pa/kg
84.8%
418 pg/kg

26.7%
28 pg/kg

OTA

8.1%
1.9 pg/kg
11.9%
2.8 pg/kg

21.2%
2.6 pg/kg

36.4%
3.6 pa/kg
4.3%
2.4 yg/kg

3.8%
2.5 ya/kg

4.9%
17 wg/kg

20.3%
3.1 pg/kg
31.9%
7.2 pg/kg
5.6%
2.2 pg/kg
7.5%
3.6 pg/kg
60.4%
4.6 pa/kg
15.2%
3.0 pg/kg
14.1%
2.9 pg/kg

13.3%
22 pa/kg

T-2
30.3%
34 pg/kg

30.7%
11 pg/kg

11.7%
25 pg/kg
48.2%
21 pg/kg
3.9%
29 pg/kg
4.1%
3.1 pa/kg
21.5%
31 pg/kg
8.5%
14 pg/kg
3.0%
3.0 pa/kg
1.2%
4.4 pg/kg
2.0%
16 pg/kg
0.9%
13 pa/kg
2.7%
26 pg/kg
11.0%
16 pg/kg

6.7%
25 pa/ka

Slika 3. Procenat i medijana zastupljenosti mikotoksina u 15 geografskih regija (lzvor:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6669473/figure/toxins-11-00375-f001/)
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U Turskoj je 2018. godine od ukupno 78
analiziranih uzoraka obradenog mlijeka,
detektovano 24 pozitivna uzorka na
AFM1, a vrijednosti su se kretale u
rasponu od 4,30 do 127,44 ng/L. Od 24
pozitivna uzorka, 11 je prelazilo
grani¢ne vrijednosti iznad 50 ng/L (19).

U El Salvadoru su pronadene visoke
koncentracije zastupljenosti AFM1 u
sirevima koji su uvezeni iz Nikaragve i
to u suSnoj sezoni u odnosu na sezonu
kise (41% naspram 20%) (20).

De Ruyck C i sur predstavili su
zastupljenost mikotoksina kroz 24 satnu
hroni¢nu izloZenost mikotoksinima koji
su konzumirali kontaminiranu hraneu.
Urin i serum su pokazali u svih 600
ispitanika  prisutnost cetiri 1 viSe
mikotoksina, §to za posljedicu moze
imati pojavu mutagenih efekata po
ljudsko zdravlje kroz kontinuiranu
konzumaciju kontaminiranih uzoraka
hrane sa odredenim dozama mikotoksina
(22).

Omeragi¢ E. 1 sur. su 2020. godine
istrazivali mogucnost pojave
hepatocelularnog karcinoma jetre u BiH
po kantonima pod uticajem konzumacije
kontaminiranih  uzoraka mlijeka sa
AFMI1 1 zaklju¢ili da je prosjecni
procijenjeni dnevni unos aflatoksina M1
bio 0,049 ng/kg tjelesne tezine dnevno.
Rizik od hepatocelularnog karcinoma
(slucajevi/godina/100.000  populacije),
bila je relativno niska (prosjek 0,000064-
0,000074 sluc¢aja/godina/100.000
populacije) (22).

6. ZAKLJUCAK

Mikotoksini  su  toksi¢ni  gljivi¢ni
sekundarni metaboliti koji se Cesto
nalaze kao zagadivaci hrane i hrane za
Zivotinje.
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Mikotoksigene gljive napadaju biljke na
polju ili poljoprivredne proizvode tokom
skladiStenja. NajCeS¢i mikotoksini su
aflatoksini (npr. Aflatoksin B1; AFB1),
fumonizini, zearalenon (ZEN),
trihoteceni tipa B (npr. Deoksinivalenol;
DON), trihoteceni tipa A (npr. Toksin T-
2; T-2) i ohratoksin A (OTA). Poznato
je da ovi mikotoksini vrSe toksi¢ne
efekte na domace zivotinje, uzrokujuci
nevolje 1 smanjujuéi produktivnost (23).
Neki mikotoksini mogu se prenijeti u
stoCarske proizvode, kao Sto su meso,
jaja i mlijeko (24), ¢ime se ugrozava
sigurnost ljudskih potroSaca. Da bi se
sprijeCile  negativne posljedice na
Zivotinje 1 potroSace, mnoge zemlje
reguliraju koncentracije mikotoksina u
hrani. Na primjer, u Europskoj uniji
(EU) primjenjuju se maksimalni nivoi za
AFB1 (25), a vrijednosti smjernica
propisane su za fumonizine, ZEN, DON
i OTA (26). Koncentracije mikotoksina
u hrani treba kontinuirano pratiti kako bi
se podrzala procjena rizika. Visestruki

faktori odreduju kontaminaciju
poljoprivrednih proizvoda
mikotoksinima. Pojava  mikotoksina

varira medu kulturama, jer se vrste i
sojevi gljivica razlikuju u svojoj
sposobnosti da  zaraze odredenog
domacina, 1 varira izmedu sorti iste
biljne vrste, jer sorte pokazuju razlicite
nivoe osjetljivosti ili otpornosti na
zarazu gljivicama. Uvjeti okoline, poput
temperature 1 vlage, ugrozavaju zarazu
biljaka usjevima mikotoksigenim
gljivama i stvaranjem mikotoksina tim
gljivama, pa su, prema tome, klima i
vrijeme bitni faktori koji uticu na pojavu
mikotoksina (27). Poljoprivredni
procesi, vrijeme berbe i rukovanje
usjevima nakon berbe uti€u na stvaranje
mikotoksina (28).



Aflatoksin M1 je kancerogeni i
genotoksicni  metabolit  aflatoksina
prisutan u  hrani  kontaminiranoj

gljivicama za stoku u laktaciji, izluCuje
se kroz mlijeko, a kada se Koristi za
proizvodnju sira, toksin ¢e se prenijeti i u
mljekaru, a time i konzumacijom u
ljudsko tijelo (20).

U odnosu na rezultate zastupljenosti
mikotoksina, potrebno je uvesti redovni
monitoring  mikotoksina na  nivou
kantona/zupanija, entiteta i distrikta.

7. LITERATURA

1.Furlan I. Odredivanje mikotoksina u
stocnoj hrani — kukuruz u hrani. Zavrs$ni
rad, Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Poljoprivredni
fakultet, 2016.

2.Marriott NG, Gravani RB. Principles of
Food Sanitation, Springer, USA, 2006.
3.Kataleni¢, M.: Toksini Fusarium
plijesni i drugi toksini (I dio), MESO:
The first Croatian meat journal, 2004
Vol. VI, 31-35.

4Masek T, Serman V. Utjecaj
mikotoksina na zdravlje i proizvodnost
prezivaca, Krmiva, 2006 Vol. 48, 19-31.
5.Sokolovi¢ M. Znacaj trikotecenskih
mikotokisna u hrani za perad, VI.
simpozij Peradarski dani, Porec¢, 2005.
6.Pepelinjak S, Cvetni¢ Z, Segvié-Klari¢

M.  Okratoksin A i1 Zearalenon:
Kontaminacija Zitarica 1 krmiva u
Hrvatskoj (1977-2007) 1 utjecaj na

zdravlja zivotinja 1 ljudi, Krmiva, 2008
Vol. 50, 147-159.

7.0zegovic L, Pepeljnjak S.
Mikotoksikoze. Skolska knjiga, 1995.
8.Hussein SH, Brasel JM. Toxicity,
metabolism, and impact of mycotoxins
on humans and animals. Toxicol. 2001.

82

Ibrahimagi¢ A ZKMLDFBIH 2021; 1: 73-84

9.Richard JL. Some major mycotoxins
and their mycotoxicoses — An overview.
Int. J. Food Microbiol. 2007, 3-10.
10.Creppy EE. Update of survey,
regulation and toxic effects of
mycotoxins in Europe. Toxicol. Lett.,
2002, 19-28.

11.Withlow LW, Diaz DE, Hopkins BA,
Hagler WM. Mycotoxins and milk
safety: the potential to block transfer to
milk. 2006.

12.Valpoti¢ H, Serman V. Utjecaj
mikotoksina na zdravlje i proizvodnost
svinja. Krmiva 2006, 33-42.

13.Domijan AM, Peraica M.
Carcinogenic mycotoxins; U: Charlene
A McQueen, Comprehensive
Toxicology, vol. 14, Elsevier, Oxford
Academic Press, 2010, 125-137.
14.International Agency for Research on
Cancer-1ARC, 2012.

15.Segovié¢ Klari¢ M, Pepeljnjak S,
Cventi¢ Z, Kosalec 1. Comparison
between ELISA TLC/HPLC methods for
determination of  zearalenon and
ochratoxin A in food and feed. 2008,
235-244.

16.Gruber-Dorninger C, Jenkins T,
Schatzmayr G. Global Mycotoxin
Occurrence in Feed: A Ten-Year

Survey. Toxins 2019, 11: 375.
17.Ertelthaler T, Muller A. Mycotoxin
Survey 2019: European Harvest Results
at a Glance, 2019
https://www.biomin.net/science-
hub/mycotoxin-survey-2019-european-
harvest-results-at-a-glance/

18.Bilandzi¢ N, Tankovi¢ S, JeluSi¢ V,
Varenina |,  Solomun-Kolanovi¢ B,
Bozié-Luburi¢ D, Cvetni¢ Z. Aflatoxin
M1 in raw and UHT cow milk collected
in Bosnia and Herzegovina and Croatia.
Food Control 2016, 68: 352-357.



19.Bayezit M, Erdemli Kose SB,
Sahindokuyucu Kocasari F. Aflatoxin
M1 in UHT Cow Milk samples
Collected in Burdur, Turkey. MAKU J.
Health Sci. Inst. 2019, 7(1): 1-7.
20.Pe™na-Rodas O, Martinez-Lopez R,
Pineda-Rivas M, Hernandez-Rauda R.
Aflatoxin M1 in Nicaraguan and locally
made hard white cheeses marketed in El
Salvador. Toxicology Reports, 2020, 7:
1157-1163.

21.De Ruyck K, Huybrechts I, Yang S,
Arcella D, Claeys L, Abbeddou S, De
Keyzer W, De Vries J, Ocke M, Ruprich
J, De Boevre M, De Saegera S.
Mycotoxin exposure assessments in a
multi-center European validation study
by 24-hour dietary recall and biological
fluid sampling. Environment
International 2020, 137: 105539.
22.0meragic E, Marjanovic A,
Djedjibegovic J, Turalic A, Lugusic A ,
Sober M. Exposure Assessment and
Risk Characterization of Aflatoxin M1
Intake Through Consumption of Milk by
General Population in Bosnia and
Herzegovina: Preliminary Study.
Akademik Gida 2020, 18 (3): 228-232.
23.Bryden, W.L. Mycotoxin
contamination of the feed supply chain:
Implications for animal productivity and
feed security. Anim. Feed Sci. Technol.
2012, 173, 134-158.

24.Becker-Algeri, T.A.; Castagnaro, D.;
de Bortoli, K.; de Souza, C.; Drunkler,
D.A.; Badiale-Furlong, E. Mycotoxins
in bovine milk and dairy products: A
review. J. Food Sci. 2016, 81, 544-552.

83

Ibrahimagi¢ A ZKMLDFBIH 2021; 1: 73-84

25.European Commission. Commission
regulation (EU) No 574/2011 of 16 June
2011 amending Annex | to Directive
2002/32/EC of the European Parliament
and of the Council as regards maximum
levels for nitrite, melamine, Ambrosia
spp. and carry-over of certain
coccidiostats and histomonostats and
consolidating Annexes | and Il thereto.
O_. J. Eur. Union 2011, L 159, 7-24.
26.European Commission. Commission
recommendation of 27 March 2013 on
the presence of T-2 and HT-2 toxin in
cereals and cereal products. O_. J. Eur.
Union 2013, L 91, 12-15.

27.Paterson, R.R.M.; Lima, N. How will
climate change a_ect mycotoxins in
food? Food Res. Int. 2010, 43, 1902—
1914,

28.Jouany, J.P. Methods for preventing,
decontaminating and minimizing the
toxicity of mycotoxins in feeds. Anim.
Feed Sci. Technol. 2007, 137, 342-362.



Ibrahimagi¢ A ZKMLDFBIH 2021; 1: 73-84

IMPORTANCE OF MONITORING AND DETERMINATION OF
MYCOTOXINS IN FOOD PRODUCTS

Ibrahimagi¢ A.

ABSTRACT

Mycotoxins contaminating animal feed can exert toxic effects in animals and than be transferred
into animal products and thus consumption in the human body. Certain fungal secondary
metabolites, termed mycotoxins, are reported in surveys of food crops, in harvest storage, in
processed plantbased foods, and finally in human populations. Chronic dietary exposure to
multiple mycotoxins throughout the life-course of a human being is a reality. Mycotoxins in the
food supply have the opportunity to be absorbed through the gastrointestinal tract, into the
circulatory system. Some mycotoxins pass unchanged from the farm crop to the blood stream.
Aflatoxin M1 is passed into milk by feeding the animals in lactation with feed containing AFB1
and it is also found in dairy products. Contamination of aflatoxin into milk and milk products
occurs in two ways. The first one is the passing of toxins into the milk of the animals eating the
food contaminated with aflatoxin and the second one is the result of the milk and milk products
being contaminated with molds. Mycotoxins and aflatoxins in food samples in particular may be
considered as a possible hazard for public health.
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ZNACAJ DETEKCIJE HUMANOG PAPILLOMAVIRUSA
Mujki¢ Selma

Institut za zdravlje i sigurnost hrane Zenica

Sazetak

Humani Papilllomavirus (HPV) je spolno prenosiva infekcija koja zahtjeva kontrolu zbog velike
povezanosti sa karcinomom grli¢ca materice. HPV igra znacajnu ulogu i u razvoju razli¢itih
karcinoma kod oba spola. Karcinom grli¢a materice je tre¢i najcesci tip karcinoma Zena i Cest
uzrok smrti Zena zivotne dobi izmedu 15 i 44 godine. Prirodni tok HPV infekcije i dugotrajni
razvoj prekanceroznih promjena omoguéava da se prevencija karcinoma grli¢a materice ostvari
na primarnom, sekundarnom i tercijarnom nivou. Istrazivanje je sprovedeno medu studentima,
ukljuc¢ujuéi i muskarce i Zene koristeci se standardiziranim anketnim upitnikom koji je ispitivao
znanja i stavove o prirodi infekcije HPV-om, testiranju i vakcinaciji protiv HPV-a. Nivo znanja i
muskih i Zenskih ispitanika bio je nezadovoljavajuci, ali muski ispitanici su imali statisticki
signifikatno viSe ta¢nih odgovora u odnosu na Zenske ispitanike. Detekcija humanih
papillomavirusa (HPV) je u posljednjoj deceniji postala sve zna¢ajnija u skriningu karcinoma
grli¢a materice, kao i lijeCenju prekursora karcinoma.

1.UvOD

Papillomavirusi  pripadaju  porodici
Papillomaviridae, a otkriveni su u
Sirokom spektru ki¢menjaka. Vise od 300
papillomavirusa je identifikovano i
kompletno sekvencirano ukljucujuéi vise
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Tel: +38761/832-702 organizacije  (eng. World  Health

Organization, WHO) zahtjeva kontrolu
zbog velike povezanosti sa karcinomom
grli¢a materice. HPV igra znacajnu ulogu
1 u razvoju razlicitih karcinoma kod oba
spola (1, 2).
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Papillomavirusi su velika grupa malih
virusa bez omotaca koji sadrze DNK kao
genetski materijal. Genetski materijal
ima formu dvostruke, cirkularne DNK
koja ¢ini 10 do 13% virionske mase (3).
Papillomavirusi su velika grupa virusa
koji inficiraju i ljude i zivotinje. Njihovo
porijeklo je povezano sa promjenama u
epitelu domacina koji se pojavio prije
otprilike 350 miliona godina. Od tada su
koevoluirali zajedno sa domacinskim
vrstama medusobnim transferom (2).
Internacionalna standardizacija
klasifikacije i kvalitete standarda za
odredivanje i detekciju tipova HPV-a je
omogucena od strane Internacionalnog
HPV  Referentnog  Centra  (eng.
International Human Papillomavirus
Reference Center) (4).

1.1. Riziko faktori
Sirenje infekcije

za nastanak i

Infekcija HPV-om se prenosi direktnim
kontaktom koze i mukoznih membrana,
pri ¢emu je spolni odnos jedan od
glavnih kontakata, iako postoje i drugi,
kao kontakt majke i djeteta za vrijeme
rodenja. Da bi doSlo do infekcije
potreban je prenos kompletnog virusa, a
ne samo DNK fragmenta. Virus je
prisutan u spolno aktivnim populacijama
inficirajuéi  viSe od 80% Zena u
reproduktivnoj dobi. Medutim, 80%
infekcija je prolazno i eliminisano od
strane imunog sistema bez vecih
posljedica. Preostalih 20% infekcija
moze dovesti do formiranja prekursora
genitalnih karcinoma (5).
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Povecan rizik od pojave HPV infekcije
se moZze povezati sa brojem seksualnih
partnera, ali i sa spolnim odnosima u
ranoj zivotnoj dobi. Ve¢i broj partnera
povecava rizik od izlozenosti HPV-u,
veéa izloZzenost omoguéava virusnu
infekciju koja moze dovesti do razvoja
karcinoma. Rizi¢no seksualno ponaSanje
i razvoj analnog karcinoma u vezi je i sa
ostalim spolno prenosivim oboljenjima
kao S§to su hlamidija, herpes simplex
virus 2 (HSV2) i genitalne bradavice.
BioloSka predispozicija nezrelog grlica
materice 1 imunodeficijencija su znacajni
riziko faktori. Mogu¢ je i prenos putem
koze, Cak 1 sa upotrebom kondoma.
Educiranje  mladih o ovim riziko
faktorima bi moglo smanjiti rizik od
izlaganja HPV infekcijama kod Zena (6,
7).

Pusenje cigareta, konzumiranje alkohola i
marihuana je takoder povezano sa
povecanim rizikom od pojave karcinoma
glave i vrata povezanih sa HPV-om.
Znacajnu ulogu imaju 1 rasa i Zivotna
dob. Analni karcinomi su najces¢i kod
zena bijele rase izmedu 50 1 64 godine.
Medutim, HPV infekcije su cesce kod
mladih Zena ispod 35 godina. Moguce je
da kod starijih Zena teze dolazi do
eliminacije HPV infekcije, Sto dovodi do
perzistencije virusa i karcinoma. Kod
muskaraca se analni karcinom obic¢no
javlja izmedu 20 1 49 godina, te veci rizik
od obolijevanja imaju muskarci crne rase,
kao i1 populacija muSkaraca koja
upraznjava spolni odnos sa musSkarcima
(eng. men who have sex with men,
MSM). Smatra se da veliki uticaj moze
imati 1 ishrana kod Zena. Nedostatak
odredenih vitamina 1 minerala, a narocito



vitamina C, bakra i cinka povecavaju
rizik od razvoja karcinoma. Povecéan je
rizik 1 kod Zena koje su iznijele sedam ili
viSe trudnoda, kao i kod onih koje su
koristile oralne kontraceptive vise od 5
godina. Ovi faktori kroz vrijeme mogu
oslabiti  imunomodulatorne  efekte
organizma Sto moze dovesti do
neoplasti¢énih promjena u epitelu grlica
materice (6, 7).

1.2.Prevalenca HPV infekcije

HPV infekcija moze izazvati brojna
genitalna oboljenja. Visokorizicni tipovi
HPV-a su najcesci uzrocnici
kancerogeneze grlica materice.
Karcinom grlica materice je treci
najces¢i tip karcinoma Zena i Cest uzrok
smrti Zena Zivotne dobi izmedu 15 1 44
godine. U 2018. godini procijenilo se
570 000 novih slucajeva, §to je 7.5%
smrtnih slucajeva zena. 85% slucajeva je
zabiljezeno u  slabije  razvijenim
zemljama. U razvijenim zemljama
postoje brojni skrining programi koji
omogucavaju detekciju prekanceroznih
lezija u ranim fazama razvoja, $to ujedno
dovodi do prevencije 80% karcinoma
grlica materice (8).

Muskarci koji imaju spolne odnose sa
muskarcima (MSM populacija) izlozeni
su riziku HIV infekcije, pri ¢emu
prevalenca HIV-a raste. Pored drugih
spolno prenosivih infekcija, prevalenca
HPV infekcije je takoder visoka. HPV
infekcija je povezana sa brojnim
karcinomima muskaraca, 1 to karcinom
analne regije, penisa i oralni karcinomi.
Incidenca analnih i oralnih karcinoma
povezana sa HPV-om narocito je visoka
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medu osobama koje su
imunokompromitovane  usljed HIV
infekcije (9).

1.3. Nivoi prevencije karcinoma grli¢a
materice

Visokorizi¢ni  tipovi HPV-a mogu
inficirati razli¢ite tipove epitelnih celija
u grlicu materice, pri ¢emu posljedice
mogu biti razliite. Karcinom grlica
materice se ne bi trebao posmatrati kao
jedna bolest, ve¢ kao heterogena grupa
karcinoma koja ima najmanje tri mjesta
razvoja ovisnih od inicijalne inficirane
¢elije. Sva tri inicijalna mjesta su
takoder ovisna od perzistentne HPV
infekcije 1 deregulacije  virusne
ekspresije (10).

Prirodni tok HPV infekcije i dugotrajni
razvoj prekanceroznih promjena grlica
materice omogucava da se prevencija
karcinoma grliéa materice ostvari na
primarnom, sekundarnom i tercijarnom
nivou. Primarna prevencija, ujedno i
najbitnija tacka u kontroli karcinoma
grlica materice, podrazumijeva mjere
sprjeCavanja HPV infekcije (zdravstvena
edukacija i vakcinacija kojom bi se
mogla smanjiti prevalence oboljenja).

Sekundarna prevencija ukljucuje
skrining (rano otkrivanje
asimptomatskih oblika bolesti).
Tercijarna  prevencija je lijeCenje

prekanceroznih lezija, ¢ime se sprjecava
njihova progresija do invazivnog
karcinoma grlica materice. Preporuc¢ena
trijaza za primarni HPV  skrining
ukljucuje HPV genotipizaciju za HPV16
1 18 1 citologiju. Dodatni trijazni testovi



su potrebni za one zene koje su HPV-
pozitivne  radi  daljeg  lijecCenja.
Evaluacija trijaznih testova je bazirana
na procjeni rizika u usporedbi sa
poduzetim klini¢ckim aktivnostima (11,
12).

2. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je  sprovedeno medu
studentima, uklju¢uju¢i 1 muskarce i
zene anketnim upitnikom kojeg su
ispitanici popunili dobrovoljno i bez
navodenja imena i prezimena (kodirano).
U istrazivanju je koriSten standardiziran
anketni upitnik pod nazivom ,,Sta znate
0 HPV-u?“, koji su razvili Waller 1
saradnici (2013), a koji je ispitivao
znanja i stavove o prirodi infekcije HPV-
om, testiranju i vakcinaciji protiv HPV-a
(13). Podaci su zatim provjereni i
statisticki obradeni.

4. REZULTATI RADA | DISKUSIJA

Od ukupne populacije, veéi broj
ispitanika zna za HPV, kao i za testiranje
na HPV. Medutim, ve¢i broj ispitanika
ne zna za vakcinaciju protiv HPV-a. Ne
postoji znaCajna razlika u procentu
tacnih 1 neta¢nih odgovora niti u jednom
od navedenih sekcija upitnika.

Premda je nivo znanja i muskih i Zenskih
ispitanika bio nezadovoljavaju¢i kada je
u pitanju HPV, muski ispitanici su imali
statisticki ~ signifikatno  viSe tacnih
odgovora u odnosu na Zenske ispitanike,
sa p=0.001 (Slika 1).
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Slika 1. Procenat ta¢nih odgovora muskih
(lijevo) i Zenskih ispitanika (desno). Nivo
znanja (procenat ta¢nih odgovora) je
ocijenjen  prema skali: <50% -
nezadovoljavaju¢e znanje (crvena boja);
51-64% - zadovoljavajuée  znanje
(narandzasta boja); 65-75% - dobro
znanje (Zuta boja); 76-89% vrlo dobro
znanje (zelena boja) i >90% - odli¢no
znanje (plava boja).

Prema istrazivanju provedenom u New
Yorku 2014. godine, dokazano je da
postoje znacajne kako spolne tako i rasne
razlike kada je u pitanju znanje o HPV-u.
Naime, zene su pokazale vece generalno
znanje 0 HPV-u od muskaraca, za
razliku od nase studije, te su ceSce
dijagnosticirane. Medutim, kada je u



pitanju znanje o vakcinaciji protiv HPV-
a, u ovom slucaju nije bilo znacajnih
spolnih razlika (p>0.5), ali su rasne
razlike u odgovorima bile izrazitije (14).
Prema istrazivanju Bynum 1 saradnika iz
2011., 75% studenata (n=430) je nekada
culo za HPV, medu kojima je bilo vise
zena nego muskaraca koji znaju za HPV.
Muskarci su imali manji broj tacnih
odgovora kada je u pitanju poznavanje
PAPA testa (p<0.01). Znacajne spolne
razlike nisu bile zabiljezene u
odgovorima o vakcinaciji protiv HPV-a,
iako je 76% ispitanika izrazilo interes za
vakcinaciju (15). Prilikom pripreme
grupe ispitanika za istrazivanje 2012.
godine koji su imali namjeru podvrgnuti
se vakcinaciji protiv HPV-a, postojala je
deset puta veca vjerovatno¢a da ce
pristati na najmanje jednu dozu vakcine
protiv HPV-a u periodu od 6 mjeseci od
davanja pristanka na istraZivanje (16).

4. ZAKLJUCAK

Detekcija  humanih  papillomavirusa
(HPV) je u posljednjoj deceniji postala
sve znacajnija u skriningu karcinoma
grlica materice, kao 1 lijecenju
prekursora karcinoma. HPV skrining je
preporucen narocito radi daje evaluacije
abnormalnih Papa testova ili nakon
lijeCenja prekanceroznih lezija (17).
Fokus  programa za  prevenciju
karcinoma izazvanih HPV infekcijom bi
trebao da ukljucuje redukciju HPV-om
izazvanih bolesti kod osoba koje su bile
izlozene HPV-u, ali i vakcinaciju protiv
HPV-a kako bi se smanjio rizik pojave
bolesti izazvanih visokorizi¢nim ili
niskoriziénim HPV tipovima kod osoba
koje do sada nisu bile izlozene HPV-u
(18).
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SIGNIFICANCE OF HUMANE PAPILLOMAVIRUS DETECTION

Muijkié S.

ABSTRACT

Humane Papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted infection that requires control due to the
high association of cervical cancer. HPV also plays a significant role in the development of
different cancers in both sexes. Cervical cancer is the third most common type of cancer in
women and a very common cause of death in women between the ages of 15 and 44. The natural
course of HPV infection and the long-term development of precancerous changes enable the
prevention of cervical cancer to be achieved at the primary, secondary and tertiary levels. The
research was conducted among students, including men and women, using a standardized survey
guestionnaire that examined knowledge and attitudes about the nature of HPV infection, testing,
and HPV vaccination. The level of knowledge of both male and female respondents was
unsatisfactory, but male respondents had statistically significantly more correct answers
compared to female respondents. The detection of human papillomavirus (HPV) has become
increasingly important in the last decade in the screening of cervical cancer, as well as in the
treatment of cancer precursors.
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Uputstvo za autore

Strukturu rada ¢ini:

naslovna strana,

sazetak

glavni dio (razrada teme),
zakljucak,

spisak literature i

prilozi (po potrebi).

ook~ wWwhE

Naslovna strana je prva strana rada.

Ona treba da pruzi osnovne informacije

o autoru 1 radu, hronoloskim redom

(koristiti Times New Roman, font 12):

e Naziv/naslov rada

e Autor/i (ime i prezime)

e naziv Institucije/a,

e naziv Odjeljenja ili SluZbe (ukoliko
je osoba zaposlena),

e podatke o osobi za korespodenciju
(ime i1 prezime, institucija, adresa,
broj telefona, E-mail).

SazZetak na originalan nacin prezentira
suStinu problema koji se razmatra u
radu, ukazuje na njegov znacaj, razloge
(motive) za njegovu obradu i daje kratak
pregled sadrzaja rada. Obim saZetka je
pozeljno da bude u 300 rije¢i. Sazetak
pisati na jezicima naroda BiH, te na
engleskom jeziku.

Glavni dio (razrada teme) je osmisljen,

temeljan 1 argumentovan  prikaz
teorijske utemeljenosti teme (analiza
literature i prethodnih  srodnih

istrazivanja) 1 praktiénih (ilustrativni
primjeri, po pravilu originalni) rezultata
koji se odnose na zadatu temu,
metodoloskog pristupa istrazivanju i
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rezultata njihove
interpretacije. On je najvazniji i svakako
najobimniji dio rada (obi¢no Cini
70-80% rada). Njime treba obuhvatiti
sve ono S$to je u sazetku napisano.
Ukoliko je autor koristio prakti¢ni dio i
posjeduje rezultate, onda na pocetku
glavnog dijela navodi sekciju ,,Materijal

i metode”, te na kraju glavnog dijela

istrazivanja i

sekciju ,,Rezultati®.

Zakljuéak je finalni dio rada. U njemu
se na sistematiCan i1 koncizan nacin
saopStavaju najvaznija saznanja do kojih
se doslo. On proizilazi iz Ccitavog
sadrzaja rada, pa se preporucuje autoru
da podrobno procita sve ono Sto je
prethodno napisao. U zakljucku treba da
se ocijeni, po moguénosti kritic¢ki, tema
koja je bila predmet razrade, procjene
stanja ili situacije, potvrde ili odbace
postavljene hipoteze, iskazu poruke i
doprinos rada, kao 1 da se ukaZe na
probleme i pitanja koja bi trebalo dalje
obraditi 1 prouciti.

Spisak literature je sistematski pregled
svih izvora koji direktno ili indirektno
tretiraju sadrzaj teme rada i koji su
koriSteni tokom izrade. Postoje razliciti
sistemi navodenja referenci u literaturi.

Molimo pisati radove po vankuverskom
sistemu. Vankuverski sistem navodenja
izvora poznat je i kao numericki sistem,
jer se oslanja na upotrebu brojki pri
navodenju referenci u spisku literature 1
to npr (1) ili ako imate slijed vise
referenci (1-5). Navedene brojke koriste
se 1 za objasnjavanje autorstva u



otvorenom tekstu. Ovaj sistem je dobio
ime prema Medunarodnom udruzenju
urednika medicinskih Casopisa
(International Committee of Medical
Journal Editors — ICMJE) koje je
ustanovilo obrazac za naucne radove
koji se podnose medicinskim
casopisima. UdruZenje je poznato i kao
Vankuverska grupa koja je prvi sastanak
odrzala u Vankuveru 1978. godine.
Popis referenci (izvora) u spisku
literature reda se redosljedom kojim se
pojavljuju u tekstu.

Primjeri
Knjiga jednog autora: 1. Uzunovi¢-
Kamberovi¢ S. Medicinska

mikrobiologija, Zenica: Fojnica, 2009.

Knjiga dva autora: 2. DurmiSevi¢ S,
Ibrahimagi¢ A. Higijena 1 zdravstvena
ekologija — praktikum dopunjeno
izdanje. Univerzitet u Zenici, 2018.

Clanak iz ¢asopisa:

1. Prinarhis EE, Miriagou V, Tzelepi E,
Gozouli M, Tzouvelekis LS.
Emergence of an inhbitor-resistant [3-
lactamase (SHV-10) derived from an
SHV-5 variant. Antimicrob Agents
Chemother 1997; 41:838-40.

2. Bedeni¢ B, Zagar Z. Increased Beta-
Lactamase Activity in Branhamella
Catarrhalis after Exposure to
Amoxicilin and Clavulanic Acid. J
Chemother 1994; 6(6):383-7.

93

6.

3. Clanak preuzet sa internet sajta:
Navesti autora i naslov te
[Internet].Dostupno na:
http://ppf.unsa.ba/Dokumenti/uputstv
0_za_izradu_ms_rada.pdf
[pristupljeno 30. 03. 2016].

Prilozi

Slike, tabele, grafikoni i sl. mogu se
dati u sklopu teksta, a ako su obimniji
na posebnoj stranici u prilogu. U
podnozju slike pise se redni broj slike i
njen naziv. Ako je slika preuzeta od
drugog autora, onda se ispod naziva
slike navodi izvor iz koga je slika
preuzeta.

Tabele sadrze neophodne podatke
prikazane na pregledan nacin. Iznad
tabele se stavlja redni broj tabele i naziv
u Sto kracem obliku, a ako je tabela
preuzeta iz nekog izvora onda se u
podnoZju tabele navode bibliografski
podaci tog izvora i stranica sa koje je
tabela preuzeta.






