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Pronalazak specificnin porotutijela protiv
maedi-visna virusa u Dalmacij

Investigation of maedi-visna virus in Dalmatia, using
the agar-gel immuno-diffusion test

Vidic, Z.*, Lukacevic, D., S. Katic, E. Listes, V. Stevanovic¢, M. Benic, Lj. Barbic

Sazetak

Dalmaciji je tijlekom 2013. godine provedeno pretrazivanje uzoraka seruma ovaca metodom gel-

difuzijskog precipitacijskog testa radi utvrdivanja pojavnosti virusa maedi-visna. Pretrazeno je 408

uzoraka krvnih seruma ovaca i ovnova s podrucja Dubrovacko-neretvanske, Splitsko-dalmatinske,

Sibensko-kninske i Zadarske zupanije. Cilj je ovoga istrazivanja bio po prvi put istraziti seroprevalen-
ciju infekcije virusom maedi-visna u ovaca u Dalmaciji. Infekcija virusom maedi-visna seroloski je potvrdena
u 66 od 408 pretrazenih Zivotinja (16,18 %). Broj pozitivnih Zivotinja u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji iznosio
je 24 (20,16 %), u Sibensko-kniniskoj zupaniji 26 (21,5 %), u Zadarskoj zupaniji 16 (9,6 %). U Dubrovacko-
neretvanskoj zupaniji nisu pronadeni pozitivni uzorci. Rezultati pretrazivanja ujedno su prvi objektivan dokaz
o prisutnost protutijela za virus maedi-visna u ovaca u Republici Hrvatskoj. S obzirom na gospodarske Stete
koje maedi-visna nanosi ovcarstvu, rezultati ovih istrazivanja upucuju na potrebu primjene djelotvornih, a
prije svega upravnoveterinarskih mjera s ciljem sprec¢avanja i suzbijanja ove infekcije.

Klju€ne rijeci: maedi-visna, seroprevalencija, ovce, Dalmacija

Abstract

In this study we investigated the prevalence of the maedi-visna virus for the first time in Croatia. Du-
ring 2013 a total of 408 randomly selected sheep and rams blood serum samples were collected from
flocks located in four counties in the Dalmatia region, on the eastern coast of the Adriatic Sea. All sera
samples were tested using the gel diffusion precipitation test. The presence of maedi-visna virus infection
was serologically confirmed in 66 out of 408 tested animals (16.18%). The highest seroprevalence was
confirmed in central Dalmatian counties - with seroprevalence of 21.5% in Sibenik-Knin and 20.16% in the
Split-Dalmatia County. In the Dubrovnik-Neretva County, in the southernmost part of Dalmatia, no positive
samples were found. These results represent the first evidence of maedi-visna virus circulation in sheep in
the Republic of Croatia. Given the economic losses that maedi-visna inflicts upon sheepherding, the study
results indicate a need for immediate implementation of effective administrative veterinary measures,
aimed at preventing and controlling this infection in the Adriatic part of Croatia.
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Uvod

Maedi-visna (MV) je virusna kroni¢na kontagiozna
bolest ovaca ¢iji uzrocnik pripada rodu Lentivirus,
porodici Retroviridae. Zbog veoma slitne genomske
organizacije, patogenosti i epidemiologije s virusom
zaraznog artritisa-encefalitisa koza zajedno su svr-
stani u skupinu lentivirusa malih prezivaca (SRLV)
(Blacklaws, 2012.). Dokazan je prijenos virusa maedi-
visna (MVV) na koze, kao i virusnog artritisa-encefa-
litisa koza na ovce (Shah i sur., 2004.; Pisoni i sur.,
2005.). Klinicki znakovi infekcije su dispneja, mraavlje-
nje, mastitis i artritis (Pepin i sur., 1998.). Virus moze
inficirati ovce bilo koje dobi, a klinicki znakovi bolesti
obi¢no nisu uotljivi prije druge ili trece godine Zivota
(Berriatua i sur., 2003.). Mnoge ovce ostaju asimpto-
matski nositelji virusa tijekom cijelog Zivota, dok samo
25 - 30 % seroloski pozitivnih Zivotinja pokazuje kli-
nicke znakove bolesti (Christodoulopoulus, 2006.).

Vime i pluca, uz ciljne organe djelovanja virusa,
dva su glavna izvora izlu€ivanja virusa, iako se mo-
raju uzeti u obzir i drugi nacini izlutivanja (Brodie,
1998.). Glavni putevi prijenosa uzro¢nika jesu inge-
stija zarazenog kolostruma i/ili mlijeka (vertikalni
prijenos) ili udisanje respiratornih izlu¢evina (hori-
zontalni prijenos) (Blacklaws i sur., 2004.; Peter-
hans i sur., 2004.).

Maedi-visna inficira monocite i makrofage u koji-
ma se odrzava dozivotno. Nadalje, virus ima izrazitu
sklonost mutacijama sa znatnim antigenskim i gen-
skim izmjenama. Tako nastali razliciti sojevi virusa
mogu se povezati i s razlicitim klinickim oblicima
bolesti (Belknap, 2002.). Stvaranje specifi¢nih pro-
tutijela i serokonverzija obi¢no se ustanovi 6 mjeseci
nakon infekcije (Christodoulopoulus, 2006.).

Bolest ima za posljedicu gospodarski gubitak koji
proizlazi iz visoke prosirenosti, a na njegovu razinu
utjetu pasmina, tip proizvodnje (mlijeko ili meso),
natin proizvodnje (ekstenzivni ili intenzivni uzgoj) te
dob ovaca koje se uklanjaju iz uzgoja (Pepin i sur.,
1998.; Belknap, 2002; Peterhans i sur., 2004.). Do-
kazano je da u stadima za proizvodniju janjetine MVV
moze povecati stopu mortaliteta, smanijiti porodajnu
masu janjadi (Dohoo i sur., 1987., Keen i sur., 1997.),
smanijiti proizvodnju mlijeka (Ploumi i sur., 2001.)
i posljedicno negativno utjecati na prirast janjadi u
razdoblju od janjenja do odbica.

S obzirom na to da bolest ne mozemo lijeciti i ne
postoji utinkovita vakcina, njezina se kontrola teme-
lji na uspjesnom dijagnosticiranju i eliminaciji pozitiv-
nih Zivotinja te spre¢avanju unosa infekcije u stado.

Maedi-visna se moze dokazati mikrobioloski,
izdvajanjem virusa, molekularnim tehnikama de-
tekcije nukleinske kiseline, i to metodom lan¢anom
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reakcijom polimeraze (PCR), Southern blottingom,
hibridizacijom in situ. Glavno su uporiste za detek-
ciju MVV inficiranih Zivotinja seroloske metode, za
koje je razvijeno nekoliko antigena i razlicitih forma-
ta testova (de Andres i sur., 2005.). Od seroloskih
metoda agar-gel imunodifuzijski test (AGID) i imuno-
enzimni test (ELISA) jesu propisane sluzbene meto-
de dijagnosticiranja (OIE Terrestrial Manual 2008).
Testovi ELISA prikladni su za pretrazivanje velikog
broja uzoraka, medutim zbog nedovoljne prije svega
specifitnosti, a i osjetljivosti, sluze kao orijentacijske
metode. Stoga se u seroloskoj dijagnostici MV-a kao
referentna metoda upotrebljava agar-gel imunodifu-
Zijski test (Herrmann-Hoesin, 2010.). S obzirom na to
da seroloski pozitivan nalaz, kao i sam dokaz virusa,
nisu ujedno i dokaz da je Zivotinja oboljela, dijagnoza
se postavlja kombinacijom seroloskih metoda, teme-
liem klinicke slike te patohistoloskom pretragom.

Prvi su put MVV u ovaca dokazali Sigurdsson i
suradnici na Islandu ranih pedesetih godina dvade-
setog stoljeca, iako su simptomi te bolesti opisani
i ranije, i to u juznoj Africi, Sjedinjenim Americkim
Drzavama, Francuskoj i Islandu (Sigurdsson i sur.,
1952.; Sigurdsson i sur., 1957.). Bolest je prosirena
po cijelom svijetu, uz izuzetak Australije i Novog Ze-
landa (Brodie i sur., 1998., Reina i sur., 2009.), tako-
der je utvrdena i u vecini europskih zemalja iako po-
daci o seroprevalenciji iz mnogih regija nisu dostupni
(Christodoulopoulos, 2006.). Prema provedenom
istrazivanju u Vojvodini seroprevalencija za MVV u
ovaca iznosila je 21,33 % (Savic¢ i sur., 2008.), a u
Sloveniji seroprevalencija za lentiviruse malih prezi-
vata iznosila je 25,9 % (Zadnik i sur., 2012.). Tijekom
seroloskog nadzora nad 203 stada u Italiji ustanov-
liena prevalencija medu stadima iznosila je 71,4 %
(Salvatori i sur., 2002.), u sjeverozapadnoj Spanjol-
skoj 24,8 % (Lago i sur., 2012.), u sjevernoistognoj
Spanjolskoj 52,88 % (Perez i sur., 2010.). Prema
podacima iz istrazivanja provedenog u Turskoj, usta-
novljena seroprevalencija je iznosila 15,3 % (Preziu-
soisur., 2010.), u Mecklenburgu (sjevernoj Njemac-
koj) iznosila je 28,8 % (Hittner, 2010.), u Svicarskoj
seroprevalencija je 9 % (Schaller, 2000.).

Prema nama dostupnim podacima do sada nisu
provedena istrazivanja s ciljem utvrdivanja prisutno-
sti infekcije virusom maedi-visna i prevalencije u R.
Hrvatskoj. Zbog prethodno navedenih ekonomskih
Steta koje MVV nanosi ovearstvu populaciju ovaca
juzne Hrvatske odabrali smo kao izvor uzoraka za
pretrazivanje s obzirom na to da je na tom podrug¢ju
ovtarstvo najzastupljenija grana stocarstva.

U ovom je radu opisan prvi seroloski dokaz pri-
sutnosti MVV-a u ovaca u juznoj Hrvatskoj.
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Materijal i metode

U istrazivanju je pretrazeno ukupno 408 uzora-
ka krvi ovaca i ovnova podrijetlom iz 401 stada na
podru¢ju Dalmacije. Uzorci su odabrani nasumicnim
odabirom od uzoraka pune krvi podrijetlom od kli-
nicki zdravih Zivotinja dostavljenih u VZS radi pretra-
Zivanja u sklopu provodenja programa kontrole Bru-
cellae melitensis. Pretrazivani su uzorci podrijetlom
iz uzgoja ovaca u Cetiri Zupanije juzne Hrvatske. Broj
uzoraka po zupanijama bio je relativno ujednacen za
sve zupanije s izuzetkom Dubrovacko-neretvanske,
iz kojih je pretrazeno samo pet uzoraka. Nakon za-
primanija uzorci pune krvi centrifugirani su na 2000
okr/min tijekom 5 minuta nakon ¢ega su odvojeni
serumi koji su koristeni za serolosku pretragu. Sero-
loska pretraga nacinjena je komercijalnim gel-difuzij-
skim precipitacijskim testom (Maeditect 1000, Vete-
rinary Laboratories Agency, Weybridge) uskladenim
s propisanim zahtjevima za dijagnostiku maedi-visna
od strane OIE-a. Ispitujuci su serumi pretrazeni na
agaroznom gelu nacinjenom od 1 %-tne agaroze u
0.05 M Tris pufera, pH 7.2'i 8 % NaCl u Petrijevim
pliticama. Kontrola ispravnosti nacinjenih pretraga
provodila se uporabom precipitacijskog antiseruma
za glikozilirani polipeptid (135 gp) maedi-visna virusa
sadrzanog u komercijalnom testu, koji se na nacin
opisan od proizvodaca koristio pri postavljanju sva-
ke pretrage. Ploce s postavljenim pretragama inku-
birane su tijekom 24 h u vlaznoj komori pri sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije rezultati su ocitavani

vizualno pri reflektiraju¢im zrakama svijetlosti tako
da se pozitivnim uzorkom smatrao onaj gdje je na-
stala linija precipitacije izmedu ispitujuceg seruma
i komercijalnog maedi-visna antigena sadrzanog u
dijagnostickom kompletu.

Postignuti su rezultati statisticki obradeni os-
novnim statistickim metodama, a znacajnost razlika
seroprevalencije u zupanijama s dostatnim brojem
uzoraka nacinjena je hi-kvadratnim testom.

Rezultati

Od ukupno 408 pretrazenih uzoraka krvnih seru-
ma ovaca 66 uzoraka dalo je pozitivan rezultat (16,18
%). Od pretrazenih 317 muskih rasplodnjaka 62 su
bila seroloski pozitivna (19,56 %), a od pretrazene
91 Zenske Zivotinje 4 su bile pozitivne (4,4 %). Razli-
ka u ustanovljenoj seroprevalenciji izmedu spolova
bila je statisticki znacajna (p < 0,0001). Istrazivanjem
su obuhvaceni uzorci podrijetlom iz 401 stada, a u
64 razlitita stada pronadeni su pozitivni uzorci te je
seroprevalencija na razini stada iznosila 15,9 %. Na
razini zupanija najvisa je seroprevalencija zabiljeze-
na u Sibensko-kninskoj zupaniji (21,5 %). Gotovo je
istovjetna seroprevalencija ustanovljena u Splitsko-
dalmatinskoj zupaniji (20,69 %), dok je u Zadarskoj
zupaniji iznosila 9,6 %. Opazene razlike u udjelima
pozitivnih rezultata izmedu pojedinih zupanija stati-
sticki su znacajne (p = 0,014). Iz Dubrovacko-nere-
tvanske Zupanije pretrazeno je samo 5 uzoraka te
su svi bili negativni.

Tablica 1. Rezultati seroloskih pretraga na maedi-visna virus u Dalmaciji.

Br. uzoraka

Br. stada Br. ovhova Br. ovaca

Br. pozitivnih uzoraka 66

62

% pozitivho 16,18 %

15,9 % 19,56 % 4,4 %

Tablica 2. Rezultati seroloskih pretraga na maedi-visna virus po Zupanijama.

Dubrovacko -
neretvnaska

Br. uzoraka

Splitsko -
dalmatinska

Sibensko -

kninska Zadarska

Br. pozitivnih uzoraka

24

% pozitivno

20,69 % 21,5 % 9.6 %
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Slika 1. Geografski prikaz seroprevalencije po Zupanijama.

U model logisticke regresije ukljucili smo varija-
ble Zupaniju i spol, buduci da su univarijatnom ana-
lizom obje povezane s ishodom testa. Kontrolirajuci
spol pretrazenih Zivotinja, Zupanija podrijetla Zivoti-
nja vise nije utjecala na izgled Zivotinja za infekciju
(OR =1,12, p = 0,506). Nasuprot tomu, uz kontrolu
Zupanije podrijetla Zivotinje, spol je znatajno utjecao
na izgled Zivotinja za infekciju, odnosno Zenske Zzivo-
tinje imale su oko 5 puta manii izgled za infekciju od
muskih Zivotinja (OR = 0,21, p = 0,006).

Rasprava

U ovom smo istrazivanju utvrdili ukupnu seropre-
valenciju od 16,18 %, Sto potvrduje dosadasnje navo-
de kako se radi o zarazi prosirenoj po cijelom svijetu.
Usporedbom dostupnih podataka o seroprevalenciji
MVV-a u ovaca iz zemalja u okruzeniju, vidljivo je daje
utvrdena seroprevalencija u ovom istrazivanju nesto
niza nego u Vojvodini (21,33 %) (Savic i sur., 2008.) i
Sloveniji (25,9 %) (Zadnik i sur., 2012.), no vrlo sli¢-
ni rezultati zabiljeZeni su u istrazivanju provedenom
u Turskoj (15,3 %) (Preziuso i sur., 2010.). Takvi su
rezultati mozebitno posljedica uporabe razlicitih di-
jagnostickih testova u istrazivanju. Naime, poznato
je da je AGID neSto manie osjetljiv u usporedbi s ELI-
SA-om. Nadalje, u dosadasnjim je istrazivanjima uo-
¢ena razlika u seroprevalenciji unutar regija pojedine
drzave, a pogotovo se razlika uotava usporedujuci
vece zemljopisne cjeline/drzave medusobno.

Nadalje, seroprevalencija u Splitsko-dalmatin-
skoj i Sibensko-kninskoj Zupaniji gotovo je istovjet-
na, 20,69 % i 21,5 % kako slijedi, no u Zadarskoj je

zupaniji iznosila 9,6 %. Sli¢ni su podaci pronadeni i u
drugim istrazivanjima te je seroprevalencija varirala
izmedu regija pojedine drzave. U studiji provedenoj u
Vojvodini ustanovljena seroprevalencija po regijama
iznosila je od 14,6 % do 31 % (Savic i sur., 2008.),
u sjeverozapadnoj Spanjolskoj 24,8 % (Lago i sur.,
2012.), u sjevernoistonoj Spanjolskoj 52,88 % (Pe-
rez i sur., 2010.). Uzrok uocene razlike u seropre-
valenciji izmedu Splitsko-dalmatinske i Zadarske
7upanije te Sibensko-kninske i Zadarske moze biti
u natinu i svrsi ovéarenja. Naime, u SK i SD Zupa-
niji vlasnici drze stada u svrhu proizvodnije janjeti-
ne, dok je u Zadarskoj zupaniji, a posebno na otoku
Pagu, proizvodnja orijentirana na mlijeko i mlijecene
proizvode. Samim time u Zadarskoj su zupaniji stada
izloZzena manjem broju izmjena jedinki u stadu, odno-
sno rjedem uvodenju novih ovnova u svrhu prirod-
nog pripusta.

Utvrdena seroprevalenciia medu muskim ra-
splodnjacima iznosila je 19,56 %, a medu zenskim
Zivotinjama 4,4 % te je razlika statisticki znacajna (p
< 0,0001), za razliku od rezultata objavljenih u istra-
Zivanju koje je proveo Arsenaut i suradnici (2003.)
gdje su zenske Zivotinje bile teSce seropozitivne
od muskih rasplodnjaka. No, u istrazivanju koje su
proveli Seyoum i suradnici (2011.) ustanovljeno je
da nije bilo znacajne razlike u seroprevalenciji medu
spolovima. Nasi se rezultati mogu objasniti ucesta-
lom zamjenom muskih rasplodnjaka medu stadima
razlicitih vlasnika u svrhu izbjegavanja krizanja u
krvnom srodstvu. Stoga su muski rasplodnjaci vise
izloZeni zarazi. Do sada se smatralo da su najvazniji
putevi prijenosa bolesti mlijekom/kolostrumom i ae-
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rosolom (Berriatua i sur., 2003.), a transplacentarni
prijenos i prijenos spermom smatrali su se zanema-
rivima (Blacklaws i sur., 2004.). Novija istrazivanja
(Ali AL Ahmad i sur., 2008., Peterson i sur., 2008.)
dokazala su intermitentno izlu¢ivanje provirusne
DNA MVV-a u sjemenu, sto uz bliski kontakt muzjaka
i zenke moze biti relevanton faktor rizika u prijenosu
bolesti. U navedenim Zupanijama tijekom kasne jese-
ni i zime ovce borave u stajama, a muski se rasplod-
njaci ne izdvajaju iz stada. Dakle, muzjaci su izlozeni
horizontalnom putu prijenosa bolesti jednako kao i
Zenske jedinke. Nadalje, zarazeni muski rasplodnja-
ci mogu aerosolom i spolnim putem Siriti infekciju,
a u uvjetima ceste razmjene/prodaje bitan su izvor
infekcije u smislu unoSenija bolesti u stada. Tomu ide
u prilog opazanje Christodoulopoulosa (2006.) da
su ovce kupljene iz stada slobodnih od MV-a sero-
konvertirale jednu godinu nakon uvodenja u MV pozi-
tivna stada te da je u vecini slu¢ajeva kontaminacija
stada uslijedila nakon uvodenja muskih rasplodnjaka
u svrhu poboljsanja genetike stada.

U ovom je radu prvi put istrazena seroprevalen-
cija u ovaca za MVV na podrug¢ju R. Hrvatske. Mislje-
nja smo da je dokazana visoka seropravalencija koja
zasigurno utjece na rezultate ovtarke proizvodnie.
Nadalje, nuzno je nastaviti istrazivanja na istom, ali i
drugim podrucjima R. Hrvatske kako bi se zapocelo
sa sustavnim suzbijanjem bolesti.
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