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Stalska epizootija giardioze goveda u Dalmacij
Epizootic Giardiasis in Barn-housed Cattle in Dalmatia

Lukacevic, D.*, Z. Vidic, S. Katic, J. Galic, E. Listes

Sazetak

radu je opisana epizootija giardioze kao uzroka pojave proljeva u mlade teladi. Tijekom trajanja

bolesti, parazitoloskim i bakterioloskim pretragama pretrazeni su uzorci izmeta 21 goveda. Uzro¢-

nik je dokazan u izmetu klinicki bolesnog teleta te u izmetu 4 odrasla klinicki zdrava goveda. Brzo

ozdravljenje nakon primjene albendazola potvrduje nametnicku osnovu bolesti. Klinieki o¢itovana
giardioza u teladi i supklinicka invadiranost odraslih goveda otito su prisutne na podrucju Dalmacije, ali
zasigurno nisu dovoljno prepoznate. Cilj je ovoga rada skrenuti pozornost veterinara prakti¢ara na ovu pa-
razitozu kako bi pravodobnim prepoznavanjem i adekvatnom terapijom umaniili Stete nastale zbog bolesti i
uginuca te posredno sprecavali kontaminacije pasnjaka i nastambi cistama uzrocnika.

Kljuéne rijeci: giardioza, goveda, Dalmacija

Abstract

The paper describes epizootic giardiosis as the cause of diarrhoea in young calves. During the time of
the disease outbreak 21 cattle stool samples were examined, using parasitological and bacteriological te-
sts,. The pathogen was detected in the stool samples of a clinically sick calf and in four clinically healthy
adult cattle. The parasitic basis of the disease was confirmed by the cessation of clinical signs of disease
after the administration of albendazole. Clinically manifested calf giardiasis and subclinical infestation of
adult cattle are obviously present in Dalmatia, but certainly not sufficiently recognized. The aim of this
paper is to draw the attention of veterinarian practitioners to this parasitism for timely detection and early
treatment to reduce the damage caused by disease and death, and indirectly prevent the contamination of
pastures and dwellings by pathogens.
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Uvod terenu Dalmacije prema nasim spoznajama dosad
nije bila laboratorijski utvrdena. S obzirom na nes-
pecificne klinicke simptome enteritisa i razmjerno
oskudne podatke o bolesti kod goveda u nasoj zemlji,
ne iznenaduije ¢injenica da veterinari prakti¢ari obi¢no
tesko prepoznaju nametni¢ku osnovu bolesti i pro-
puste provesti adekvatno lijecenje. To rezultira veli-
kim brojem supklinicki invadiranih Zivotinja i trajnom
kontaminacijom okoliSa cistama giardija. Stoga smo
smatrali zanimljivim opisati ovaj slucaj, napose zbog
toga Sto moze biti koristan terenskim veterinarima.

Giardioza je nametnicka bolest ljudi i brojnih vr-
sta domacih i divljih Zivotinja uzrokovana bi¢asima iz
roda Giardia. Prenosi se neposredno te vodom i kon-
tamiranom hranom. Clanovi roda Giardia pripadaju
porodici Hexamitidae, red Diplomonadida, razred
Zoomastigophorea, koljeno Metamonada. Ovaj rod
sadrzava Sest vrsta od kojih je G. duodenalis (sin. G.
intestinalis, G. Lamblia) jedina vrsta dokazana u ljudi i
drugih sisavaca, ukljucujuci kucne ljubimce i domace
Zivotinje (Thompson, 2004.). Giardioza u goveda na
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Sistematizacija giardija

Temeljem genskih analiza vrsta G. duodenalis po-
dijeljena je u sedam razlicitih skupina (A do G). Pre-
ma dosadasnjim spoznajama, ¢oviek se moze inva-
dirati samo izolatima zoonotskih skupina A i B koje
su osim u ljudi izdvojene i iz razlicitih vrsta domacih
i divljih Zivotinja (Monis i sur., 1996.; Adam, 2001.;
Caccio i sur., 2005.). Preostale skupine (C do G) vr-
sno su specificne za odredene nositelje. Skupine C i
D dokazane su u pasa, macaka, kojota i vukova. Sku-
pina E dokazana je u goveda, ovaca, koza, svinja, vo-
denih bivola i muflona. Skupina F dokazana je samo
u macaka, dok je skupina G specifitna za Stakore
(Caccio i sur., 2005.).

Studije provedene u Australiji i Kanadi pokazale su
da telad mlijecnih i tovnih krava moze biti invadirana
dvjema skupinama G. duodenalis, i to vrsno specific-
nom E te zoonotskom skupinom A (O’Handley i sur.
2000.; Appelbee i sur. 2003.). Navedeni su autori
zakljucili da je mogucnost prijenosa na ljude mala,
sto su obrazlozili riedim nalazom skupine A.

Prvo istrazivanje u Republici Hrvatskoj, kojim su
genski razlikovali izolate vrste G. duodenalis izdvo-
jene iz pasa, proveli su Beck i suradnici (2009.). U
istrazivanju je nacinjena prva genska karakterizacija
ove vrste protozoona u Hrvatskoj.

Epizootiologija giardioze

Invadirane Zivotinje izmetom izlu¢uju velik broj
invazivnih cista koje su vrlo otporne i pri povoljnoj
temperaturi i vlazi u okoliSu mogu prezivieti naj-
manje dva mjeseca (Meyer i Jaroll, 1980.). Najvisa
prevalencija invazije je u teladi stare 1 - 6 mjeseci,
nakon ¢ega opada (Xiao i sur., 1994.; Nydam i sur.,
2001.; Ralston i sur., 2003.; Becher i sur., 2004.).
Zbhog sporog razvoja imunosti invadirana mladuncad
vrlo intenzivno izlucuje ciste uzro¢nika, kojih moze
biti i do 10° u gramu izmeta (Yanke i sur., 1998.;
O'Handley i sur., 2003.). Razvoj imunosti rezultira
smanjenjem broja izlucenih cista ili njihovim povre-
menim lu¢enjem (Xiao i sur., 1994.; Nydam i sur.,
2001.). Odrasle invadirane Zivotinje takoder mogu
biti izvor invazije, napose zbog cinjenice da je i vrlo
mali broj cista (1- 10) dovoljan za invaziju (Schaefer
i sur., 1991.; Caccid i sur., 2005.). Invazija je najcesca
u nastambama gdje se zbog losih higijenskih uvjetai
velikog broja zivotinja na malom prostoru izmetom
onetiscuju hrana i voda. NajcesSce je dokazan prije-
nos uzrocnika neposredno s krava na telad, a veci
broj Zivotinja u zatvorenom prostoru ili na ograde-
nom pasnjaku pogoduije Sirenju giardioze (Xiao i sur.,
1994.; O’Handley i sur., 1999.; Wade i sur., 2000.).
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Patogeneza i klinicka slika

Invazija zapocinje peroralnim unosenjem cista.
U Zelucu pocinje ekscistacija, odnosno izlazak tro-
fozoita iz cisti. Trofozoiti se prihvacaju na povrsi-
nu mikrovila duodenuma i jejunuma (nema intra-
celularnih stadija). Slijedi intenzivno umnazanje
poduznim binarnim diobama i sustavno Sirenje po
ostalim dijelovima duodenuma i jejunuma. Trofozo-
iti koji se ne prihvate za povrsinu sluznice crijeva
ostaju slobodni u lumenu crijeva i peristaltikom bi-
vaju otplavljeni prema straznjim dijelovima crijeva
gdje zapocinje proces encistacije. Prepatentni peri-
od traje 3 - 10 dana (Xiao i Herd, 1994.; Geurden i
sur., 2006.a).

Patogeneza giardioze smatra se slozenim pro-
cesom koji osim o svojstvima uzrocnika ovisi i o
imunosnom odgovoru nositelja. Toksi¢ni produkti
trofozoita uzrokuju apoptozu enterocita (Cevallos
i sur., 1995.; Chin i sur., 2002.) i razgraduju ¢vrste
bjelantevinske medustaniéne spojeve, zbog tega se
povecava propusnost crijevnog epitela. Povecanje
propusnosti epitela dovodi do porasta broja intrae-
pitelnih limfocita i aktiviranja T-limfocita. Djelovanje
toksiénih produkata trofozoita i aktiviranje T-limfo-
cita uzrokuje difuzno skracivanije epitelnih mikrovila
i smanjenje aktivnosti enzima lipaza, nekih protea-
za i disaharidaza (Buret i sur., 1990.a; Scott i sur.,
2000.). Bitno je naglasiti da su o3tecenja mikrovi-
la reverzibilna te da se nakon prestanka djelovanja
uzrocnika vrac¢a normalna razina njihove aktivnosti
(Buretisur., 1990.a, 1991.).

Daniels i Belosevic (1992.) naznatili su da postoje
i drugi patoloski procesi odgovorni za maldigestiju i
malapsorpciju s posljedi¢nim proljevom.

Kao i kod invazija drugim protozoonima (Eimeria
spp. i Cryptosporidium), klinicka slika ovisi o pato-
genosti uzro¢nika, imunosnom odgovoru nositelja i
jacini invazije (Geurden i sur., 2006.c). Invazija moze
rezultirati proljevom koji se ne moze suzbiti primje-
nom antibiotika ili kokcidiostatika. Izlucivanje pasto-
znog ili tekuceg izmeta s primjesama sluzi moze
upucivati na giardiozu, napose ako se pojavljuje u
mladih Zivotinja. Invazija u teladi moze se ocitovati
akutnim proljevom, iako su ¢eS¢i kronicni oblici s po-
vremenim proljevom (St. Jean, 1987.; Geurden i sur.,
2006.a,b).

Prikaz slucaja

Tijekom veljace 2014. g. nadlezni veterinar je sa
seoskog gospodarstva u Laboratorij za dijagnostiku
Veterinarskoga zavod Split dostavio uzorak izmeta
teleta koje je danima imalo profuzni proljev.
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Uzorkovaniju je prethodio telefonski razgovor ti-
jekom kojega nas je nadlezni veterinar obavijestio o
pojavi tvrdokornog proljeva kod 7 od ukupno S teladi
na istom gospodarstvu. U svrhu suzbijanja proljeva
tijekom nekoliko dana visekratno je parenteralno i
peroralno primjenjivao kombinacije potenciranih sul-
fonamida: trimetoprim plus sulfadiazin i antibiotika.
Efekte dehidracije nastojao je ublaziti nadoknadom
tekucine i elektrolita u obliku infuzije. Stanje bi se
prolazno poboljsalo, ali bez trajnijeg ucinka.

Iz anamneze

Prema anamnezi dobivenoj od nadleznog vete-
rinara domacinstvo posjeduje stado od 9 krava, 10
junica, 1 bika i 9 teladi. Sva su grla pasmine busa i
preko dana borave na otvorenom prostoru, a noc
provode u Stali. S obzirom na zimsko godisnje doba i
oskudnu pasu stado se dohranjuje sijenom i koncen-
tratom od Zitarica proizvedenim na gospodarstvu.

Hranidba se u posljednje vrijeme, pa tako ni prije
pojave bolesti, nije mijenjala. Zivotinje se napajaju iz
posuda s kisSnicom koje se nalaze u dvoristu te na okol-
nim lokvama vode. Telad je stara 10 - 30 dana i siSe.

Vlasnik je i prethodne godine imao problema s
proljevom u teladi zbog ¢ega su mu, unato¢ pokusa-
jima lijecenja, dva teleta uginula.

Glavni klinicki simptom u lakse oboljele teladi jest
profuzni, vodenasti, zut ili siv proljev bez tragova
krvi. Opce stanje nije znatnije poremeceno, nije uoce-
na pojava kolika, apetit je o¢uvan, a telad afebrilna.
Kod tri teze oboljela teleta stanje je kriticno jer se
pojavljuje dehidracija.

Niti jedno od odraslih grla na gospodarstvu nema
proljev niti pokazuije bilo kakve druge znakove bolesti.

Laboratorijske pretrage

Uzorak izmeta bolesnog teleta pretrazen je op-
¢om bakterioloskom pretragom na hemoliticke so-
jeve E. coli te izdvajanjem pokretljivih Salmonella
spp., medutim te su pretrage zavrsene negativnim
rezultatom.

Kako opc¢om parazitoloskom pretragom, me-
todm sedimentacije i flotacije, nisu pronadene ooci-
ste kokcidija ni razvojni oblici nematoda, posumniali
smo na neki od enteropatogenih virusa cije dokazi-
vanje rutinski ne provodimo. No, metodom nepo-
sredne imunofluorescencije u dostavljenom uzorku
uocili smo brojne ciste bi¢asa Giardia spp., dok ooci-
ste kriptosporidija nismo nasli.

Preporucili smo lije¢enje albendazolom u dozi od
20 mg/kg tjelesne mase, po., tijekom 5 dana. Nadlezni
je veterinar proveo preporuceno lijecenje u troje tela-
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di s najtezim simptomima. Kod sva tri teleta proljev je
prestao dan nakon primjene prve doze antiparazitika.

Na temelju dobivenih rezultata laboratorijskih
pretraga, a uzimajuci u obzir vrlo brzo poboljsanje
nakon peroralne primjene albendazola, nedvojbeno
smo zakljucili da je uzrok proljevu bila jaka invazija
giardijama. Ista je terapija ucinkovito primijenjena i
na preostala cetiri bolesna teleta.

U svrhu otkrivanja izvora invazije vlasniku je pre-
poruc¢eno uzimanje pojedinacnih uzoraka izmeta od
odraslih goveda na gospodarstvu. Ciste Giardia spp.
pronadene su kod tri junice stare godinu dana i kod
novonabavljenog bika starog oko pet godina. Vazno
je napomenuti da su spomenute junice lanjska telad
medu kojom je bio prisutan proljev i uginuca.

Materijal i metode

Uzorci izmeta prikupljeni su od jednog bolesnog
teleta i dvadeset odraslih, naizgled zdravih goveda.
Svi su uzorci pretrazeni parazitoloski na giardije,
kriptosporidije, razvojne oblike nematoda i kokcidije.
Uzorci su bakterioloski pretrazeni na salmonele i he-
moliticke sojeve E. coli.

Izvodenje neposredne imunofluorescencije
kitom MERIFLUOR® Cryptosporidium/Giardia
testom

Test je koriSten prema uputi proizvodaca. Temelji
se na neposrednom vezanju specificnih monoklon-
skih protutijela obiljezenih fluorescein-izotiocija-
natom (FITC) na povrsinske proteine cista giardija
i oocista kriptosporidija. Preparati se pretrazuju
fluorescentnim mikroskopom pod povecanjem od
200 i 400 x. Vezanje obiljezenih protutijela uocava
se fluoresciranjem cista i oocista uzro¢nika. Kontra-
stna boja, sadrzana u kitu, podlozi daje blagu naran-
tastocrvenu boju koja pospjesuje otkrivanje cista i
oocista. Pri svakom pretrazivanju uzoraka koristena
je pozitivna i negativna kontrola.

Uzorci izmeta pripremaju se flotacijom s M oto-
pinom sukroze te potom ispiru s fosfatnim puferom,
pH 7.2 (PBS).

Pretraga izmeta na parazitske elemente (kopro-
loska pretraga)

Metoda sedimentacije

Temelji se na nalazu parazitskih jajasaca koja su
se zbog svoje specifitne mase istalozila na dno te-
kucine. Komadi¢ izmeta veli¢ine oraha se, mijesa-
juci staklenim Stapicem, razrijedi u jednakoj koli¢ini
vode. Na dobivenu rijetku masu dolije se oko 200




mL vode, promijesa i procijedi kroz metalno sito s
rupicama promjera oko 0,3 mm u stakleni cilindar.
Nakon 20 min odliju se gornje 3/ tekucine te se po-
novno dolije voda do vrha cilindra. Nakon daljnjih 10
min ponovno se odlijeva najveci dio tekucine, dolije
se voda do vrhai ostavi se taloziti tijekom sljedecih 5
min. Nakon odlijevanja vode talog se prelije u Petrije-
ve zdjelice ili na predmetna stakalca i promatra pod
svjetlosnim mikroskopom (povecanje 100 x).

Metoda flotacije

Flotacijska tekucina (zasicena otopina natrijeva
klorida, magnezijeva sulfata, cinkova sulfata Secera
i sl.) zbog svoje vece specifitcne mase podigne ja-
jasca parazita na povrsinu. Komadic¢ izmeta velicine
lieSnjaka pomijesa se s 10 - 20 x vise flotacijske te-
kucine, procijedi kroz metalno sito u epruvetu i cen-
trifugira 5 min/1500 rpm.

Vecina jaja ispliva na povrsinu odakle se mikro-
bioloskom usicom uzima nekoliko kapi tekucine i
prenosi na predmetno stakalce. Preparat se pokrije
pokrovnim stakalcem i promatra pod svjetlosnim
mikroskopom (povecanie 100 x).

Salmonella spp.

Bakterioloska pretraga na salmonele izvodena je
prema standardnoj metodi ISO 6579:2007 Amend-
ment 1, Annex D. Za predobogacenie je koristena pu-
ferirana peptonska voda (Buffered Peptone Water,
Biolife, Italija), modificirana polumeka Rappaport
Vassiliadis podloga (Modified Semi-solid Rappaport
Vassilliadis, Biolife, Italija) te selektivne hranjive
podloge: XLD (Xylose Lysine Deoxycholate Agar,
Biolife, Italija) i CSA (Chromogenic Salmonella Agar
Base, Biolife, Italija).

Hemoliticka Escherichia coli

Za bakteriolosku pretragu na hemoliticke sojeve
E. coli koristene su sljedece hranjive podloge: krvni
agar s eskulinom (Aesculin, Merck, Njemacka i Blo-
od Agar Base no. 2, Biolife; defibrinirana ovcja krv,
VZS, Hrvatska) i Eozin Metilen Blue agar (EMB) (Bi-
olife, Italija).

Kolonije koje su kulturelno, tinktorijelno i morfo-
loski odgovarale vrsti, precijepili smo radi dobivanja
Ciste kulture i ujedno ustanovili tvorbu hemolizina.

Rezultati

Metodom neposredne imunofluorescencije utvr-
dene su ciste giardija u izmetu jedinog pretrazenog
teleta te u cetiri odrasla grla.
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Oociste kriptosporidija nisu pronadene ni u jed-
nom od pretrazenih uzoraka.

Opc¢om parazitoloskom pretragom uoceni su ma-
lobrojni razvojni oblici razlicitih vrsta nematoda u 13
uzoraka izmeta odraslih goveda. Samo u uzorku iz-
meta krave pod red. br. 2 uotena su nesto brojnija
jajasca buraznog metilja Paramphistomum spp.

Samo u jednom uzorku izmeta goveda uocene su
malobrojne oociste kokcidija.

Hemoliticki sojevi E. coliizdvojeni su iz pet uzora-
ka izmeta u kojima su porasli kao jedina bakterijska
vrsta ili u kombinaciji s drugim bakterijama.

Bakterioloska pretraga na Salmonella spp kod
svih je uzoraka zavrsena negativnim rezultatom.

Rezultati svih primijenjenih dijagnosti¢kih metoda
prikazani su u tablici br. 1.

Rasprava

U opisanom slucaju proljeva u teladi etioloska
dijagnoza nije dvojbena. Klinicka je slika u skladu s
onom opisanom u literaturi. Brzo ozdravljenje na-
kon primjene albendazola potvrduje nametnicku
osnovu bolesti te isklju¢uje enteropatogene viru-
se kao moguci uzrok enteritisa u teladi. Obavljene
bakterioloSke pretrage i pretrage na razvojne oblike
ostalih endoparazita zavrsene su negativnim rezul-
tatom.

S obzirom na dostupne anamnesticke podatke o
pojavama proljeva u teladi tijekom proteklih godina,
od kojih su neki zavrsili uginu¢em, mozemo zakljuciti
da je giardioza konstantan problem na predmetnom
gospodarstvu. Nalaz cetiri supklinicki invadirana
odrasla goveda potvrda je stalne prisutnosti izvora
kontaminacije okoliSa parazitima. Bolest se pojavila
tijekom dugotrajnog kisnog razdoblja koje je pogo-
dovalo prezivljavanju cista uzroctnika. Perzistiranju
uzrotnika na gospodarstvu zacijelo pridonosi i higi-
jenski upitan nacin napajanja stoke.

Klinicki o¢itovana giardioza u teladi i supklinicka
invadiranost odraslih goveda ocito su prisutne na
podrucju Dalmacije, ali zasigurno nisu dovoljno pre-
poznate. Uzimanje uzoraka izmeta u slucajevima
tvrdokornog proljeva u teladi i njihova dostava u di-
jagnosticki laboratorij od strane terenskih veterinara
u pravilu su rijetkost. Cilj je ovoga rada skrenuti po-
zornost veterinara prakti¢ara na ovu parazitozu kako
bi pravodobnim prepoznavanjem i adekvatnom terapi-
jom umaniili Stete nastale zbog bolesti i uginuca te po-
sredno sprecavali kontaminacije pasnjaka i nastambi
cistama uzro¢nika. Iznimno je vazno pravodobno ot-
krivanje i lijecenje supklini¢ki invadiranih Zivotinja.
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Tablica 1. Rezultati primijenjenih dijagnostickih metoda.

Hemolit. Salmonella

E. coli spp.

Sedimentacija/ flotacija  Giardija Kriptosporidija Kokcidija

1(Tele) | 1mj N N - P N N
2 3g. N N Ostertagia, Cooperia N N N
3 248 P N Paramphistomum N N N
4 4g N N Toxocara N N N
5 5g. N N Cooperia N N N
6 3g N N Dicrocoelium N N N
7 6g N N Toxocara N N N
8 13g P N Toxocara, Dicrocoelium N N N
9 5g. P N Ostertagia, Cooperia N N N
10 4g. N N - N N P
n g N N Dicrocoelium, Dictyocaulus N N N
12 38 N N Toxocara N N N
13 2g. N N Toxocara, Strongyloides N N N
14 1g. N N - N N N
15 5g. N N Toxocara N N N
16 3g. N N Strongyloides N N N
17 g N N - P N N
18 1g. P N - N N N
19 g P N - P N N
20 1g. N N Toxocara P N N

21(Bik) | 5g. N N - P N N

N - negativno; P - pozitivno

Antiparazitike treba primjenjivati temeljem labo-
ratorijskog nalaza. Njihovom racionalnom upotre-
bom znatno se smanjuje mogucnost stvaranje ge-
netske rezistencije.
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