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Sazetak

nzootska leukoza goveda (ELG) je kroni¢na virusna zarazna bolest goveda koja je od velikog gos-
podarskog znacaja zbog gubitaka uzrokovanih padom mlije¢nosti, pove¢anom stopom izlu¢enja iz
stada, kracim Zivotnim vijekom i pove¢anom sklonosti sekundarnim bolestima. Cilj ovog istrazivanja
bio je u krava i junica seroloski pozitivnih na virus ELG-a u Republici Hrvatskoj odrediti stadij infekcije,
utvrditi prisutnost patoloskih promjena u organima, dokazati provirusnu DNA u krvi, te odrediti sklonost
sekundarnim bakterijskim i parazitskim infekcijama. Od 2015. do 2016. godine prikupljeni su uzorci krvi, 11
organa i fecesa 65 seroloski pozitivnih Zivotinja i 10 seroloski negativnih Zivotinja (kontrolna skupina). Uzorci
krvi pretrazeni su seroloskom, hematoloskom i molekularnom pretragom, uzorci 11 organa patoanatom-
skom i histopatoloskom pretragom, uzorci pluca i jetri op¢om bakterioloskom pretragom te uzorci izme-
ta parazitoloskom pretragom. Hematoloskom je pretragom utvrden stadij trajne infekcije ELG-pozitivnih
Zivotinja u trenutku klanja. Patoanatomska i histopatoloska pretraga je u ELG-pozitivnih Zivotinja utvrdila
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nesto cesce promjene u odnosu na kontrolnu skupinu. Molekularnom pretragom PCR u stvarnom vremenu
je u krvi 46 od 65 (70,77%) ELG-pozitivnih Zivotinja dokazana provirusna DNA. Nije utvrdena sklonost ovih
Zivotinja prema sekundarnim bakterijskim ni parazitskim infekcijama. Statistic¢ki znakovito (p<0,05) vece
vrijednosti ukupnih leukocita u krvi, stupnja reaktivne hiperplazije slezene i stupnja neutrofilnog infiltrata u
marginalnoj zoni slezene ukazuju na potencijalnu ulogu neutrofila kao B-pomocnickih neutrofila u slezeni,
sto je ujedno prvi takav nalaz opisan u goveda u RH. U prilog ovome govori i visa vrijednost neutrofila u krvi
na granici znakovitosti (p=0,051) u ELG-pozitivnih Zivotinja.

Klju€ne rijeci: enzootska leukoza goveda, patologija, histopatologija, PCR u stvarnom vremenu.

Abstract

Enzootic bovine leukosis is a chronic viral infectious disease in cattle caused by the bovine leukemia virus
(BLV). It has significant economic implications due to losses caused by decreased milk production, increa-
sed herd culling rates, reduced lifespan, and increased susceptibility to secondary diseases. The aim of this
study was to determine the stage of infection in cows and heifers serologically positive for the BLV virus
in the Republic of Croatia, to determine pathological changes in their organs, to detect proviral DNA in the
blood, and to determine their susceptibility to secondary bacterial and parasitic infections. From 2015 to
2016, blood samples, 11 organ samples, and feces were collected from 65 serologically positive animals
and 10 serologically negative animals (control group). Serological, hematological and molecular examinati-
ons were performed of the blood samples. Organ samples were examined grossly and histopathologically.
Lung and liver samples were evaluated by bacteriological tests, and feces samples by parasitological tests.
Hematological testing showed that the BLV-positive animals were in a state of persistent infection at the
time of slaughter. Gross and histopathological findings showed somewhat more frequent changes in BLV-
positive animals compared to the control group. Real-time PCR detected proviral DNA in the blood of 46
out of 65 (70.77%) BLV-positive animals. No increased susceptibility to secondary bacterial or parasitic
infections was found in these animals. The statistically significant (p<0.05) higher total of white blood cell
count in the blood, the degree of reactive splenic hyperplasia, and the degree of neutrophil infiltration in the
splenic marginal zone suggest the potential role of neutrophils as B-helper neutrophils in the spleen, which
is the first such finding described in cattle in Croatia. The borderline significantly higher value of neutrophils
in the blood (p=0.051) in BLV-positive animals also supports this finding.

Key words: enzootic bovine leukosis, pathology, histopathology, real-time PCR

Uvod

Enzootska leukoza goveda (ELG) kroni¢na je zara-
zna virusna bolest goveda uzrokovana RNA virusom
iz porodice Retroviridae, potporodice Orthoretroviri-
nae, roda Deltaretrovirus. Ovaj virus inficira B-lim-
focite, a riede i T-limfocite (Panei i sur., 2013.; Valli i
sur., 2016.), nakon ¢ega se pomocu enzima reverzne
transkriptaze i integraze ugraduje u genom stanice
domacina u obliku provirusne DNA i tako uzrokuje
dozZivotnu infekciju (Kettmann i sur., 1979.). Infekcija
ima Cetiri stadija: primarna infekcija, trajna infekcija,
trajna limfocitoza i limfom (slika 1) (EFSA, 2015.).
Do primarne infekcije dolazi prijenosom stanice za-

kalno ili hematofagnim insektima (Hopkins i Digiaco-
mo, 1997.; Erskine i sur., 2012b.). Ovaj pocetni sta-
dij infekcije traje izmedu jednog i etiri tjedna, kada
se virus umnaza i inficira druge stanice, a Zivotinje
pokazuju blage klinicke znakove nalik na gripu (EFSA,
2015.). U stadiju trajne infekcije dolazi do dijeljenja
mitozom limfocita koji nose provirusnu DNA ¢ime
se povecava udio zarazenih limfocita, ali ne i broj
ukupnih limfocita u cirkulaciji. Koli¢ina provirusa u
perifernoj krvi (broj B-limfocita s integriranim pro-
virusom / ukupni broj B-limfocita) iznosi svega oko 1
%. lako u ovoj fazi moze doci do poremecaja u imu-
nosnom sustavu (Trainin i sur., 1996.; Kabeya i sur.,
2001.; Amills i sur., 2002.), nisu vidljive promjene u

razene provirusom iz zarazene zivotinje u prijemljivu
Zivotinju, a kako je najcesci horizontalni nacin Sirenja,
i to ijatrogeni, vecina se Zivotinja zarazi visekratnom
upotrebom injekcijskih igala i rukavica za rektalni
pregled (Hopkins i sur., 1991.; Erskine i sur., 2012b.).
U manjem broju slu¢ajeva do prijenosa dolazi verti-

ukupnom broju limfocita te oko 70 % zarazenih zi-
votinja ostane u ovoj fazi bolesti kao asimptomatski
nositelj virusa. Jedini je nacin otkrivanja infekcije na-
laz protutijela na virus ELG-a i/ili virusne nukleinske
kiseline. Ovo latentno razdoblje moze trajati od ne-
koliko mjeseci do nekoliko godina, nakon cega ce se
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Slika 1. Shematski prikaz stadija bolesti (EFSA, 2015.).
Crveni krugovi - inficirani B-limfociti s ugradenom provi-
rusnom DNA; Zuti krugovi - stanice u tijeku infekcije; zeleni
krugovi - neinficirani B-limfociti; crni krugovi — neoplasticni
B-limfociti inficirani virusom ELG-a.
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u otprilike 30 - 50 % zarazenih Zivotinja razviti traj-
na limfocitoza. Nju obiljezava povecani broj ukupnih
B-limfocita u perifernoj krvi (iznad 10 000/mm?3) i
promijena u omjeru B-limfocita i T-limfocita u korist
B-limfocita (Orlik i Splitter, 1996.; EFSA, 2015.), sto
moze uzrokovati imunosupresiju i posljedi¢ne opor-
tunisticke infekcije (Brenner i sur., 1989.; Frie i Cou-
ssens, 2014.). Limfom se pojavljuje u manje od 5 %
Zivotinja starijih od tri godine (Kramme i sur., 1994.)
zbog proliferacije monoklonskih ili oligoklonskih ne-
oplasti¢nih B-limfocita. Utvrdena je uloga virusnog
proteina Tax kao i mutacija tumor-supresorskog
gena p53 u razvoju ovog stadija (Derse, 1987.; Zoric
i sur., 2010.). Klinicka slika ovisi o zahvac¢enom or-
ganu i stupnju progresije tumora, a najcesce se po-
javljuje limfadenopatija, opc¢a slabost i gubitak tezine
(Marshak i sur., 1962.; Tawfeeq i sur., 2012.).

Ako se bolest ne suzbija, uzrokuje velike ekonom-
ske gubitke, naj¢esce zbog pada mlije¢nosti (Erskine
i sur., 2012a.), povecane stope izlu¢enja iz stada (Po-
lari i sur., 1993.), kraceg Zivotnog vijeka zarazenih
Zivotinja (Bartlett i sur., 2013.) i povecane podloz-
nosti razlic¢itim infekcijama (Frie i Coussens, 2014.;
Kosuke i sur., 2016.).

U Republici Hrvatskoj se od 2011. godine provodi
Program iskorjenjivanja i nadziranja enzootske leu-
koze na cjelokupnoj populaciji goveda starijih od 24
mijeseca u svrhu ostvarivanja statusa stada goveda
sluzbeno slobodnih od ELG-a (Roic i sur., 2013.).

U ovom su istrazivanju prvi put u Republici Hrvat-
skoj sustavno pretrazene krave i junice seroloski po-
zitivne na virus ELG-a koje su upucene na klanje pre-
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ma Programu iskorjenjivanja i nadziranja enzootske
leukoze goveda. Cilj je ovog istrazivanja bio odrediti
hematoloskom pretragom krvi u kojem su se stadiju
infekcije Zivotinje nalazile u trenutku klanja, moleku-
larnom pretragom krvi istraziti prisutnost proviru-
sne DNA u zarazenih Zivotinja, patoanatomskom, hi-
stopatoloskom i bakterioloSkom pretragom obraditi
uzorke organa te parazitoloskom pretragom uzorke
izmeta kako bismo doznali postoje li patoloske pro-
mijene posredno ili neposredno uzrokovane ovim vi-
rusom.

Materijal i metode
Uzorci

Ovo istrazivanje je odobreno od Fakultetskog vi-
jeca Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu,
na prijedlog Povjerenstva za etiku u veterinarstvu
(klasa 640-01/15-17/68, ur. broj 251-61-01/139-15-
2) od 18. prosinca 20715.

0d 2015. do 2016. godine u ¢etiri klaonice u Repu-
blici Hrvatskoj, na podrucju Zagrebacke i Viroviticko-
podravske zupanije, prikupljani su uzorci od 65 se-
roloski pozitivnih Zivotinja na virus ELG-a. Seroloski
pozitivne Zivotinje evidentirane su tijekom provedbe
godisnjeg Programa iskorjenjivanja ELG-a u Republici
Hrvatskoj (Uprava za veterinarstvo i sigurnost hra-
ne, Ministarstvo poljoprivrede). Seroloska je pretra-
ga provedena u Laboratoriju za serolosku dijagnosti-
ku virusnih bolesti Hrvatskog veterinarskog instituta
u Zagrebu (HVI), primjenom akreditiranih metoda, i
to probirnog (IDEXX Leukosis Serum Screening Ab
Test, IDEXX Laboratories, SAD) i potvrdnog (IDEXX
Leukosis Blocking Ab Test, IDEXX Laboratories, SAD)
imunoenzimnog testa za dokazivanje protutijela za
virus ELG-a. Metode su primijenjene prema uputama
proizvodaca. Kao negativne kontrole upotrijebljeni
su uzorci od 10 nasumitno odabranih seroloski ne-
gativnih krava s linije klanja. Od 65 seroloski pozi-
tivnih Zivotinja, 58 su bile krave, a 7 junice. Najcesca
je pasmina bila holstajnsko-frizijsko govedo (n = 35;
53,85 %), zatim simentalsko govedo (n = 29; 44,61
%) te simentalsko-holstajnsko govedo (n=1;1,54 %).
Raspon dobi iznosio je od 2 do 15 godina, najcesca je
dob bila 8 godina, a prosjecna 6 godina. Seroloski
negativne zivotinje takoder su najcesce bile holstajn-
sko-frizijske pasmine (n = 8; 80 %), a dvije Zivotinje
simentalske pasmine (20 %). Raspon dobi iznosio je
od 3 do 12 godina, naj¢esca je dob bila podjednako 3
i 4 godine, a prosjectna 6,3 godine. Prema podacima
o svim zabiljeZzenim rezultatima seroloskih testira-
nja na ELG dobivenima od Hrvatske poljoprivredne
agencije, definirano je najdulje moguce trajanje in-




fekcije kao razdoblje izmedu posljednjeg pozitivnog
rezultata i prethodnog negativnog rezultata serolos-
ke pretrage. Dobivenom je periodu pribrojen i period
od datuma posljednjeg pozitivhog rezultata do da-
tuma klanja. Ovi su podaci bili dostupni za 33 od 65
Zivotinja, za koje je utvrdeno da je u trenutku klanja u
18 Zivotinja infekcija mogla trajati najdulje 7 mjeseci,
u 11 zivotinja 5 mjeseci, u 3 Zivotinje 2,6 godina te u
1 Zivotinje 2,7 godina. Od Zivotinja su prilikom klanja
uzorkovani puna krv, organi i izmet.

Hematoloska pretraga

Hematoloska je pretraga provedena u Labo-
ratoriju Klinike za unutarnje bolesti Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na 63 uzorka krvi
seroloski pozitivnih Zivotinja i 10 uzoraka krvi iz kon-
trolne skupine. Dva su uzorka krvi seroloski pozitiv-
nih Zivotinja bila neprikladna za pretragu. Ukupan
je broj leukocita odreden pomocu hematoloskog
brojaca (Horiba ABX, Micros, Francuska) s postav-
kama za goveda. Za odredivanje diferencijalne krv-
ne slike natinjeni su krvni razmazi, obojeni prema
May-Griinwald-Giemsi te pregledani pod svjetlosnim
mikroskopom Olympus BX41 (Japan). Postotak lim-
focita, neutrofila i eozinofila odreden je na sto leu-
kocita u jednom ili vise vidnih polja pod povecanjem
100 puta. Zbog nedostatka podataka iz literature o
referentnim vrijednostima holStajnsko-frizijskog i
simentalskoga goveda na podrucju Republike Hrvat-
ske, referentne su vrijednosti odredene prema radu
Roland i suradnika (2014.), koji obuhvaca tri razlicita
izvora odredivanja hematoloskih pokazatelja goveda
u Kanadi, Njemackoj i Kaliforniji.

Makroskopski pregled organa i histopatoloska
pretraga

Na Liniji klanja organi su pregledani na prisutnost
patoloskih promijena. Izuzeti su uzorci pluca, traheo-
bronhalnih limfnih ¢vorova, jetre, slezene, bubrega,
buraga, sirista, tankog crijeva, mezenterijalnih lim-
fnih ¢vorova, maternice i jajnika te su fiksirani u 10
%-tnom neutralnom formalinu. U Zavodu za veteri-
narsku patologiju Veterinarskog fakulteta u Zagrebu
provedena je rutinska metoda bojenja hematoksilin-
eozinom (HE). Za histopatolosku analizu i fotogra-
firanje upotrijebljen je svjetlosni mikroskop Nikon
Eclipse E600 s kamerom Olympus DP20.

Molekularna pretraga

Molekularna je pretraga provedena u Laborato-
riju za dijagnostiku klasi¢ne svinjske kuge, moleku-
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larnu virologiju i genetiku (HVI, Zagreb). Za izdva-
janje provirusne DNA iz pune krvi koristen je kom-
plet iPrep™ PurelLink® gDNA Blood Kit (Invitrogen,
Carlsbad, SAD) i uredaj za automatizirano izdvajanje
nukleinskih kiselina iPrep™ Purification Instrument
(Invitrogen, Carlsbad, SAD) prema uputama proi-
zvodata. Nakon izdvajanja provirusne DNA iz pune
krvi proveden je PCR u stvarnom vremenu pomocu
uredaja Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Njemacka).
Upotrijebljen je komercijalno dostupan komplet Qu-
antiFast Pathogen PCR+IC Kit (Qiagen, Hilden, Nje-
macka) te pocetnice BLV-pol-as, BLV-pol-s i probu
BLV- pol-proba sintetizirane u tvrtki Bio Basic Inc.
(Ontario, Kanada) prema prilagodenom protoko-
lu (Heenemann i sur., 2012.). Originalni je protokol
izmijenjen prema uputama proizvodaca navedenog
kompleta, aizmjene su uspjesno provjerene na uzor-
cima medulaboratorijskog ispitivanja u navedenom
laboratoriju.

Opca bakterioloska i parazitoloska pretraga

Opca bakterioloska pretraga provedena je u La-
boratoriju za opcu bakteriologiju i mikologiju (HVI,
Zagreb) na plucima i jetrama 65 seroloski pozitiv-
nih Zivotinja i 10 Zivotinja iz kontrolne skupine. Na-
kon sterilnog uzorkovanja organa materijal je na-
ciieplien na tri hranjive podloge (eskulin krvni agar,
neutralni agar i XLD agar) te inkubiran u aerobnim
uvjetima 72 sata pri 37° C. Ukoliko je doslo do po-
rasta bakterijskih kolonija ucinjeno je precijepljivanje
bakterijske kolonije radi dobivanja ¢iste bakterijske
kulture. Zatim je provedena primarna identifikacija
procjenom oblika i veli¢ine kolonije, KOH testom je
odredeno da li je bakterijska kultura Gram-pozitivna
ili Gram-negativna te su provedeni katalaza i oksida-
za testovi. Temeljem dobivenih rezultata odredena
je porodica kojoj pripada izdvojeni bakterijski soj, a
zavrsna identifikacija bakterija provedena je BBL
Crystal biokemijskim sustavom.

Parazitoloska je pretraga provedena u Labora-
toriju za parazitologiju (HVI, Zagreb). Uzorci izmeta
pretrazeni su metodama sedimentacije i flotacije
radi dokazivanja razvojnih stadija parazita (jajasca,
licinke, ciste, oociste) te neposrednom imunofluo-
rescencijom za dokazivanje oocista iz roda Cryptos-
poridiumi cisti bi¢asa Giardia duodenalis.

Statisticka obrada

Analiza kvantitativnih varijabli provedena je me-
todama opisne statistike. Nakon odredivanja nor-
malnosti raspodjele metrickih varijabli primijenjeni
su odgovarajuci parametrijski, odnosno neparame-
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trijski testovi. Znakovitost razlika izmedu podataka
nezavisnih skupina, koje su slijedile normalnu raspo-
djelu, testirana je Studentovim t-testom, a za sku-
pine koje nisu slijedile normalnu raspodielu primije-
nien je Mann-Whitneyev U-test, odnosno Kruskal-
Wallisov test. Korelacija izmedu odabranih pokaza-
telja utvrdena je pomocu Pearsonova koeficijenta
korelacije. Statisticke su hipoteze testirane na razini
znakovitosti p < 0,05 i p < 0,01. Statisticka analiza
svih navedenih pokazatelja provedena je primjenom
programa STATISTICA 12 (StatSoft, USA).

Rezultati
Rezultati hematoloske pretrage

U cetiri seroloski pozitivne Zivotinje utvrden je
veci ukupni broj leukocita u odnosu na referentne
vrijednosti, dok su se vrijednosti limfocita, neutrofi-
la i eozinofila nalazile unutar referentnih vrijednosti.
U kontrolnoj skupini nije bilo odstupanja krvnih para-
metara od referentnih vrijednosti. Utvrdena je sta-
tisticki znakovita (p < 0,01) veca vrijednost ukupnih
leukocita u krvi seroloski pozitivnih (7,51 x 10°/L) u
odnosu na negativne zivotinje (4,47 x 10%/L). U po-
zitivnih Zivotinja utvrden je veci postotak neutrofila
u krvi u odnosu na negativne (61,06 % i 50,6 %), na
samoj granici znacajnosti (p = 0,051). Nije utvrdena
statisticki znakovita razlika u postotku limfocita i eo-
zinofila izmedu pozitivnih (32,94 %; 3,27 %) i nega-
tivnih (42,6 %; 3,9 %) Zivotinja.

Rezultati makroskopskog pregleda organa i hi-
stopatoloske pretrage

U 13 od 65 seroloski pozitivnih Zivotinja uocene
su patomorfoloske promijene. Naj¢esSce je to bilo po-
vecanje traheobronhalnih limfnih évorova. Ostale su
promijene bile pojedinacne, a ukljucivale su poveca-
nje mezenterijalnih limfnih ¢vorova, atelektaze i em-
fizem pluca, nodularne tvorbe na plu¢ima, tvorbe na
jetri, bjelkasta podruc¢ja na bubrezima, subepikardi-
jalna i potkozna krvarenja. U organima Zivotinja kon-
trolne skupine nisu uo¢ene makroskopske patoloske
promijene. Histopatoloskom pretragom organa u
vecine seroloski pozitivnih Zivotinja uocene su slje-
dece promijene: sarkocistoza miokarda (98,46 %),
reaktivna hiperplazija slezene (87,31 %), prisutnost
neutrofilnog infiltrata u marginalnoj zoni slezene
(80,96 %) (slika 3), limfoplazmacitni infiltrat u in-
tersticiju bubrega (78,46 %) (slika 2.B), reaktivna hi-
perplazija traheobronhalnih limfnih ¢vorova (75 %),
reaktivna hiperplazija mezenterijalnih limfnih ¢voro-
va (68,75 %), intersticijska pneumonija (68,75 %),
limfoplazmacitni infiltrat u jetri (66,15 %) (slika 2.C)
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i mjesoviti infiltrat u sluznici tankog crijeva (64,62
%). Navedene su promjene najcesce bile blagog
stupnja, osim hiperplazije slezene koja je najcesce
bila srednjeg stupnja i neutrofilnog infiltrata u mar-
ginalnoj zoni slezene koiji je bio naj¢esce jakog stup-
nja (slika 3.C). U miokardu 58,46 % Zzivotinja, osim
sarkocistoze, uocen je i blagi mjesoviti, dominantno
limfoplazmacitni infiltrat (slika 2.A).

votinja nisu uotene promijene, a u malom su broju
slu¢ajeva uoctene vrlo blage promjene, poput ma-
log broja pustula u epitelu papila buraga, blagog
limfoplazmacitnog infiltrata u sluznici sirista (slika
2.D), edema endometrija i atrofije kore i cisti¢ne de-
generacije jajnika. U seroloski negativnih Zivotinja
najcesce je uocena intersticijska pneumonija (80 %),
limfoplazmacitni infiltrat u intersticiju bubrega (70
%), limfoplazmacitni infiltrat u sluznici sirista (70
%), prisutnost neutrofilnog infiltrata u marginalnoj
zoni slezene (70 %), limfoplazmacitni infiltrat u jetri
(50 %), reaktivna hiperplazija slezene (50 %) i reak-
tivna hiperplazija mezenterijalnog limfnog ¢vora (50
%). Sve su navedene promjene vecinom bile blagog
stupnja. Druge promijene, poput sarkocistoze mio-
karda, hiperplazije traheobronhalnog limfnog ¢vora,
infiltrata u sluznici crijeva i pustula u epitelu buraga,
pojavljivale su se u malog broja Zivotinja. U maternici
i jajniku nisu uocene promjene.

Utvrdene su statisticki znacajne razlike (p < 0,05)
u stupnju reaktivne hiperplazije slezene te u stupnju
neutrofilnog infiltrata u marginalnoj zoni slezene iz-
medu seroloski pozitivnih i seroloski negativnih Zivo-
tinja.

Rezultati molekularne pretrage

Primjenom PCR-a u stvarnom vremenu u krvi 46
od 65 (70,77 %) seroloski pozitivnih Zivotinja na ELG
dokazana je provirusna DNA virusa ELG-a. U krvi
Zivotinja seroloski negativnih na ELG nije otkrivena
provirusna DNA.

Rezultati opce bakterioloske i parazitoloske
pretrage

Opcom bakterioloskom pretragom iz dostavlje-
nih uzoraka pluca i jetri dviju seroloski pozitivnih Zi-
votinja izdvojen je beta-hemoliticki streptokok. Opca
bakterioloska pretraga dostavljenih uzoraka pluca i
jetri ostalih zZivotinja dala je negativni rezultat. U iz-
metu seroloski pozitivnih Zivotinja pronadena su jaja
strongilidnog tipa (32,81 %), oociste iz roda Eimeria
(10,94 %), ciste bitasa Giardia duodenalis (4,69 %)
i ciste bitasa Buxtonella sulcata (4,69 %). U izme-




Slika 2. Limfoplazmacitni infiltrat slabijeg stupnja u orga-
nima seropozitivnih Zivotinja. A. Miokard, HE 10 x 10. B. Bu-
breg, HE 10 x 10. C. Jetra, HE 10 x 10. D. Siriste, HE 10 x 10.

tu seroloski negativnih Zivotinja pronadena su jaja
strongilidnog tipa (20 %) i ciste Buxtonella sulcata
(10 %). Broj jajasaca i razvojnih stadija parazita u iz-
metu svih Zivotinja bio je maniji od 10 (jaja, oociste,
ciste) u gramu izmeta.

Rasprava i zakljucci

Jedna je od glavnih znacajki virusa enzootske le-
ukoze goveda uzrokovanje dozivotne infekcije i rela-
tivno dugog latentnog perioda tijekom kojega ona
razli¢itim mehanizmima moze nepovoljno djelovati
na imunosno stanje zarazenih zivotinja i time oslabiti
njihovu otpornost prema razlicitim oportunistickim
infekcijama. Buduci da su za dio Zivotinja (50,8 %)
bili dostupni podaci o prethodnim seroloskim testi-
ranjima, na osnovi njih utvrdili smo da su te zZivoti-
njie u trenutku klanja mogle biti inficirane najdulje 5
mijeseci do 2 godine i 7 mjeseci, Sto odgovara stadiju
trajne infekcije. U prilog ovomu govore i rezultati he-
matoloSke pretrage kojima nije utvrdeno odstupanije
postotka limfocita od referentnih vrijednosti. Stati-
sticki znakovito vece vrijednosti ukupnih leukocita u
krvi, jaceg stupnja reaktivne hiperplazije slezene te
neutrofilnog infiltrata u marginalnoj zoni slezene,
kao i veca vrijednost neutrofila u krvi, na samoj gra-
nici znacajnosti, seroloski pozitivnih Zivotinja u odno-
su na negativne mogu upucivati na ulogu neutrofila
u imunosnom sustavu i njihovo medudijelovanije s B-
limfocitima marginalne zone (Puga i sur., 2011.). U
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Slika 3. Neutrofilni infiltrat u marginalnoj zoni slezene se-
ropozitivnih Zivotinja. A. Slabi stupanj, HE 4 x 10. B. Srednji
stupanj, HE 4 x 10. C. Jaki stupanj, HE 4 x 10. D. Brojni neu-

trofili u marginalnoj zoni, HE 40 x 10.

tom su radu neutrofili koji se nalaze u marginalnoj
zoni slezene nazvani B-pomocnickim neutrofilima jer
poticu B-limfocite na proizvodniju protutijela i produ-
ljuju im Zivotni vijek. Jedan je od ciljeva bio i vredno-
vanje metode PCR u stvarnom vremenu za dokaziva-
nje provirusne DNA u krvi seroloski pozitivnih Zivoti-
nja. Prema radovima Heenemann i suradnika (2012.)
i Rola-tuszczak i suradnika (2013.), PCR u stvarnom
vremenu brza je, vrlo specifi¢na i osjetljiva metoda
za dokazivanie dijela gena pol u genomu virusa ELG-
a iz mononuklearnih stanica periferne cirkulacije. U
EFSA-inu znanstvenom misljenju (EFSA, 2015.) tako-
der se navodi upotreba PCR-a u stvarnom vremenu
prema protokolu opisanom u radu od Heenemann
i suradnika (2012.) za otkrivanje provirusa u ranim
stadijima infekcije te u slucajevima nejasnih rezul-
tata ELISA-e. Za razliku od rezultata u navedenom
radu, koji su se u potpunosti podudarali s rezultati-
ma seroloske pretrage, u ovom je istrazivanju provi-
rusna DNA utvrdena u 70,77 % krvi Zivotinja sero-
loski pozitivnih na virus ELG-a. Razlog tomu mogao
bi biti izdvajanje provirusne DNA iz pune krvi umjesto
iz mononuklearnih stanica periferne cirkulacije, pre-
niska koncentracija provirusne DNA i/ili genotipska
raznolikost sojeva virusa ELG-a. Sli¢ni rezultati, koji
upucuju na maniju osjetljivost molekularnih u odnosu
na seroloske metode, primijeceni su kod primjerice
lentivirusa malih prezivaca, takoder pripadnika po-
rodice Retroviridae (Michiels i sur., 2018.). S obzirom
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na podatke iz literature koji upucuju na poremecaje
imunosnog odgovora u goveda inficiranih virusom
enzootske leukoze goveda (Frie i Coussens, 2014.),
provedena je opc¢a bakterioloska pretraga plucai je-
tara seroloski pozitivnih i negativnih Zivotinja kako bi
se utvrdilo jesu li Zivotinje inficirane virusom ELG-a
podloZnije sekundarnim bakterijskim infekcijama od
Zivotinja u kontrolnoj skupini. Zbog nepostojanja pra-
tecih makroskopskih i histopatoloskih lezija u pluci-
ma i jetri, iz kojih je izoliran beta-hemoliticki strepto-
kok, najvjerojatnije se radilo o slu¢ajnom nalazu, te
se moze zakljuciti da u seroloski pozitivnih Zivotinja
nisu ustanovljene sekundarne bakterijske infekcije.
Parazitoloska pretraga izmeta rezultirala je nega-
tivnim nalazom u vecine Zivotinja iz obje skupine,
a kod manjeg broja Zivotinja pronaden je vrlo mali
broj (< 10/gram izmeta) razvojnih oblika parazita. U
skladu s parazitoloskim nalazom jesu i makroskop-
ski pregled trupa zivotinja i organa kojim je utvrdeno
dobro gojno stanje svih Zivotinja, a teku¢i sadrzaj u
debelom crijevu zabiljezen je u samo jedne Zivotinje
te histopatoloska pretraga buraga, sirista i tankog
crijeva kojom nisu pronadeni paraziti ni njihovi ra-
zvojni stadiji. Iz ovog proizlazi zaklju¢ak da Zivotinje
inficirane virusom ELG-a, barem u ranom stadiju
infekcije, nisu podloznije sekundarnoj parazitskoj in-
vaziji u odnosu na neinficirane jedinke.

Zakljucno, ovim je istrazivanjem utvrdeno da su
se seroloski pozitivne Zivotinje na ELG u RH u trenut-
ku klanja nalazile u aleukemijskom stadiju bolesti, tj.
stadiju trajne infekcije u kojem je doslo do serokon-
verzije, ali ne i do trajne limfocitoze. U ovom stadiju
bolesti jos nije doslo do razvoja znatnih patoloskih
promiena niti sekundarnih bakterijskih i parazitskih
infekcija. Izrazeni neutrofilni infiltrat u marginalnoj
zoni slezene, zajedno s jatom reaktivnom hiperplazi-
jom slezene, nov je i zanimljiv nalaz koji jos nije opi-
san u goveda u RH, a prema podacima iz literature
(Pugaisur., 201.) moZe upucivati na ulogu neutrofila
kao B-pomocnickih neutrofila koji u marginalnoj zoni
slezene poticu B-limfocite na pojacanu proizvodniju
protutijela na antigen, u ovom slucaju najvjerojatnije
na virus ELG-a.
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