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KONTAMINIRANOST MESA ZIVINE SA TOXOPLASMA
GONDIT - FAKTOR RIZIKA NASTANKA HUMANE
TOKSOPLAZMATSKE INFEKCUJE®
CONTAMINATION OF POULTRY MEAT WITH TOXOPLASMA
GONDII - RISK FACTOR IN OCCURRENCE OF
TOXOPLASMATIC REACTION IN HUMANS

1. Pavlovié, SneZana Ivanovi¢™

Toksoplazmoza je parazitska antropozoonoza uzrokovana proto-
zoom Toxoplasma gondii ¢&iji je pravi domacin macka, a prelazni do-
madéini su sisari, ptice i gmizavci. Humane infekcije nastaju najéesce
preko mesa inficiranih Zivotinja, nedovoljno obradenog termicki, tako
da je WHO na osnovu toga doneo Pravilnik o kontroli mesa na prisustvo
T. gondii. U periodu 2000-2001. godine, primenom digestivne i modi-
fikovane digestivne metode (po Pavioviéu i Ivanoviéevoj) ispitano je
235 uzoraka brojlera, pri ¢emu je prisustvo T. gondii ustanovijeno u
32,34 posto uzoraka (75/256). Rezultati su potvrdeni bioloskim ogle-
dom. Ovaj podatak ukazuje na znacaj kontrole mesa Zivine u preveni-
ranju humane toksoplazmatske infekcije.

Kiljuéne reéi: Toxoplasma gondii, Zivina, Zivinsko meso

— Uvod / Introduction

Toxoplasma gondii je cistotvorna kokcidija koja za prvog domacina
ima macke, a kao prelazni domacini perzistiraju sisari, gmizavci i ptice (vie od
280 vrsta) ukljudujudi i Coveka. Ove vrste predstavljaju i fakultativne prelazne do-
madine, s obzirom da se u njima razvijaju tahizoiti i tkivne ciste sa bradizoitima, da
je razvoj u njima ekstraintestinalan i da se u njima nikada ne formiraju oociste [19,
51, 59].

Infekcije sa T gondii nastaju ingestijom infektivnih (sporulisanih) oo-
cista, ingestijom tkiva sa incistiranim oblicima T. gondii i placentarnim/ovarijalnim
putem. Kod infekcija pravog domacdina toksoplazmoza se klini¢ki ispoljava sli¢no
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ostalim vrstama kokcidioze (uzrokovanim sa Isospora spp., Eimeria spp., Crypto-
sporidium spp. i druge), dok se kod prelaznih domacina razlicito ispoljava, ali
najCe$ce prolazi u inaparantnom supklinickom obliku [14, 21, 23, 51, 59]. Sa
druge strane misiéi inficiranih zivotinja sa incistiranim oblicima T. gondii primarni
su izvor infekcije pravih i prelaznih domadina (u relaciji predator-plen) i akcident-
nih domadina (Govek) [15, 29, 30, 57, 58, 59].

Toksoplazma je zoonotsko oboljenje koje je kod imunokompetentnih
osoba, po pravilu inaparentna ili blaga infekcija bez klinikih znaka. S druge
strane, akuina infekcija, pogotovo trudnica, s obzirom na transplacentarno
prenosenje na fetus moze da uzrokuje njegovo oétecenje tako da T. gondii, uz vi-
rus rubeole i citomegalovirus, svrstavaju u red najéeséih i najznacajnijih kongeni-
talnih infekcija [1, 2, 7,3 1, 59].

Na osnovu seroloskih pregleda i nalaza antitela u krvnom serumu pro-
cena je da je viSe od 700 miliona ljudi inficirano sa T gondii. Bolest je kosmopolit-
ske distribucije i rasprostranjena je i u sredinama sa veoma strogim veterinarsko-
sanitarnim nadzorom i zdravstvenim propisima, sa visokim standardom i kufturom
zivljenja. Ali ma gde da se pojavi infekcija, kao primarni uzrok infekcija naglasava
se uloga mesa Zivotinja, posebno Zivine [3, 10, 11, 12, 13, 25, 42]. Pri tome, u po-
jedinim sredinama &inilac rizika je od 57 do 97 posto. Iz tih razloga je T gondii
uvrstena u Program WHO za kontrolu alimentarnih infekcija i intoksikacija u Evropi
[58].

Znajudi ove podatke i preporuke WHO/OIE opredelili smo se da
otpocnemo opseznaistrazivanja prevalence T. gondii u mesu Zivine u Beogradu, a
potom Srbiji, a prve rezultate dajemo u nasem radu.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Pratedi adekvatnu literaturu koja se odnosi na detekciju razvojnih ob-
lika T. gonii u mesu bili smo misljenja da u nasem radu koristimo oprobanu, prih-
vaéenu metodu ispitivanja. Za istrazivanje tkivne inficiranosti misica (mesa) zivine
sa T. gondii izvodi se vestacka digestija koju su opisali Butko i Kostenko [4, 8]. Istu
metodu su u svome radu primenili Zivkovi¢ i AreZina [61] tokom istraZivanja
obavljenih 1989-1990. godine (to je bio ujedno prvi opis ove metode na nasem
jeziku).

S obzirom na mali broj radova u nasoj zemlji koji se odnose na pre-
gled mesa zivine na prisustvo razvojnih oblika T. gondii navodimo kori$éenu me-
todu u celini, po redosledu kako se ona izvodi i koriséenim ingradijentima.

Pregled se izvodi na opisani naéin:

1. Od zaklane Zivine uzima se tri grama od m. pectoralis superficialis i
m. tibialis longus (makazama i pincetom se izvodi uzorkovanije).
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2. Uzorci misi¢a se usitne, stave u odgovarajuéu posudu (elermajer
boca ili staklena ¢asa od 100 mi - Boral, Pyrexiili Schott)) i podvrgavaju vesta&koj
digestiji u 60 ml digestivne tecnosti sastava:

—pepsin 10000 i.e. (GalenikaA.D.)-13¢g

— NaCl pro analisis (Lachemia) -25g
- 25 % HCI (Lachemia) -3,5ml
— destilovana voda do - 500 ml.

3. Uzorci se sa digestivnom te¢noséu mkublraju tri dana na tempara-
turi od 38 °C u termostatu (Sutjeska).

4. Posle tri dana reakciona smesa se filtrira kroz viSe slojeva gaze, a
zatim se centrifuguje tokom 15 minuta brzinom od 2000 obrtaja u minuti (centri-
fuga proizvodac Technica).

5. ViSak te¢nosti se odliva, a od dobijenog taloga se prave mikroskop-
ski preparati na plocici (Tlos)

6. Tanak razmaz taloga se susi na vazduhu i fiksira sme$om metil alko-
hola (Zorka) i etra (Lachemia) u odnosu 1:1.

7. Posle susenja i fiksacije preparati se boje postupkom po Gimzi i Ro-
manovskom (ove metode bojenja su opisane u svim praktikumima iz mikrobiolo-
gije, pa ih ne¢emo podrobnije da opisujemo) [32] koristedi originalne boje, proiz-
vodnja ,Mercka”.

8. Obojeni preparati su isprani pod mlazom, destilovanom vodom pH
7,2 i osuseni na vazduhu,

9. Pregled preparata je izveden pod imerzijom (kedrovo ulje Merck) na’
mikroskopu Karl-Zeiss, uveéanje 1600. Takode, pri mikroskopiranju smo radi mor-
fometrije koristili okularni mikrometar.

S obzirom da u diferencijalnoj dijagnozi toksoplazmoze u veterinar-
skoj medicini primenom razli¢itih biolo$kih i mikroskopskih postupaka (Dye-test)
dolaze u obzir i neki veoma sli¢ni mikroorganizmi i paraziti, na primer, Betsonia,
Sarcocystis, Trepanosoma, Leishmania i ostale kokcidije, gljivice i mikroorgani-
zmi, radi akuratne dijagnoze nadenih razvojnih oblika parazita, osim morfometrije
i morfoloSke determinacije, supernatant pozitivnih uzoraka smo aplikovali NMR/
Haan belim miSevima radi biologkog ogleda.

U cilju bioloSkog ogleda i potvrde nalaza obavljen je Mouse-ino-
culation test na NMRI Haan belim miSevima, Zenkama, prose¢ne telesne mase 17-
20 grama, po Getiri Zivotinje za svaki uzorak, drzane po grupama. Zivotinje su
hranjene ad libitum i drzane u prikladnim Zivotnim usiovima saglasnim standar-
dima FDU [26, 27, 54]. Za inficiranje smo koristili semipurifikovani supernatant
(bez razredenja osnovne suspenzije) pozitivnih uzoraka, koji je migevima inokuli-
san intraperitonealno u koli¢ini od 0,5 mi pripremljene suspenzije [29, 57]. MiSevi
su zrtvovani 7,14 i 21. dana a makropatologija je praéena na plu¢ima, jetri, slezini,
mezenterijumu, limfnim ¢vorovima, bubregu, srcu, ileumu, mozgu i srcu. Sekcija
je radena metodama koje mogu da se nadu u praktikumu za patomorfologku di-
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jagnostiku [50]. Takode, radeni su razmazi tkivnih iseCaka bojenih po Gimzi i
hematoksilin-eozinom.

U periodu 1999-2000. godine ovim postupkom je pregledano 60 uzo-
raka [39], a uporedo sa primenom navedene metode autori su obavili njenu modi-
fikaciju kako bi je prilagodili rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici. Te modifikacije
su se sastojale od sledeéeg: uzorci su usitnjavani homogenizatorom koji se koristi
za trihinoskopiju (Rown), filtraciju smo obavijali kroz trihinoskopsko sito (preénik
11 cm x 4 cm i okcima od 0,18 mm), a inkubacija je izvodena u termostatu na tem-
peraturi od 37 °C (smanjili smo temparaturu inkubagije na uobicajen rezim termo-
stata u mikrobiologkim laboratorijama), predvideno vreme [38].

Poredeéi rezultate dobijene sa obe metode, autori su uodili da je
modifikovana metoda pokazala za 1,66 posto vecu osetljivost od referentne [39].
Iz tih razloga su se tokom daljeg rada uporedo koristile obe metode da bi se ovo
potvrdilo na statisti¢ki znagajnijem broju uzoraka.

Tokom ovog istraZivanja pregledano je 235 uzoraka brojlera iz indi-
vidualnog sektora, uzetih sa pijaca Beograda.

@ Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

Tokom pregleda prisustvo razvojnih oblika T. gondii ustanovljeno je u
32,34 % (76/235) uzoraka. U njima smo ustanovili tkivne ciste (sa bradizoitima) i
tahizoite (polumeseasog oblika). U mikroskopskim preparatima kod pozitivnih
uzoraka citoplazma se bojila plavom, a jezgra tahizoita crvenoljubic¢astom bojom.
Na osnovu patologko-anatomskog nalaza, ustanovljenog posle zrtvovanja mise-
va, obavljali smo potvrdu rezultata. Patoloske promene nadene kod Zrtvovanih
mieva bile su priblizne opisima Wikerhausera i sar. koji su isti vid provere
(Mouse-inoculation test) koristili u utvrdivanju inficiranosti mesa svinja i ovaca sa
T gondii [57]. Na preparatima dobijenim iz razmaza organa ustanovijeni su iden-
tiéni razvojni oblici T gondii kao i na preparatima koji su dobijeni iz supernatanta
ispitanih uzoraka mesa Zivine.

Toksoplazma Zivine nastaje posle peroralne ingestije sporulisanih oo-
cista ili tkivnih cista T. gondii preko hrane ili posle vertikalne infekcije [22,23].
Zivina oboleva u klinitkom obliku (rede) i inaparentnom obliku (Se$éi vid infek-
cije). Zavisno od broja ingestovanih oocista ili tkivnih cista zavisice manifestnost
oboljenja. Pri infekciji oocistama u digestivhom traktu se prskanjem iz njih oslo-
badaju sporozoiti, koji se intracelularno razmnoZavaju u tankim crevima i okolnom
limfnom tkivu formirajuéi tahizoite [19, 43]. Cirkulatornim putem tahizoiti se
raznose po organizmu i inkapsuliraju u mozgu, muskulaturi i jetri, formirajuci
tkivne ciste pune bradizoita. Kada infekcija nastaje tkivom sa toksoplazmatskim
cistama u digestivnom trakiu se oslobadaju bradizoiti koji se transformidu u tahi-
zoite, &ija je dalja distribucija po organizmu veé opisana [16, 17]. Klinicki oblik
bolesti kod Zivine proti¢e u dve forme - cerebralnoj sa fokalnim ostecenjem
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mozga, cirkuskriptnim ostecenjem retine i nekrozama u shiazma optica i nekro-
ticnim encefalitisom i visceralnoj formi sa nekroti¢nim encefalitisom i hepatitisom,
miokarditisom i ulceroznim gastritisom. |z navedenog se uotava da mozak i shi-
azma optica (nekroti¢ne promene na ovom mestu su patognomonic¢an znak kod
zivine) predstavljaju primarni situs pri detekciji T. gondii, a tkivne ciste se nalaze,
pogotovo u inaparentnom obliku visceralne forme, u muskulaturi posebno m.
pri pregledu misi¢ne inficiranosti toksoplazmom.

Razvojni oblici 7. gondii su ustanovljeni u mesu velikog broja sisara
¢ije se meso koristi u ishrani ovaca, svinja, konja, zatim u mleku i drugim sekre-
tima [2, 4, 9, 16, 17, 18, 29, 30, 40, 57]. Za razliku od mnogobrojnih podataka o
prevalenci T. gondii u krvnom serumu, tkivima i sekretima (mleku) sisara koji pos-
toje u nasoj i inostranoj literaturi podaci o tkivnoj toksoplazmi Zivine su veoma
oskudni. U struénoj literaturi najviSe se radilo na opisu klinicki manifestne forme
oboljenja [5, 6, 22, 23] i seroioskim ispitivanjima tako da je u Srbiji, po nalazima
Simiéa i sar. [49] seroloski, toksoplazma dokazana kod 0,25 posto kokosi, dok su
kasniji nalazi D. Sibalié [52, 53] ukazali na vedi broj seroloski pozitivne Zivine
(39 %).

Podataka o dinamici nalaza tkivnih cista sa bradizoitima u mesu zivine
(ispitivanju visceralne toksoplazmoze) ima u zaista malom broju. Jednu od naj-
potpunijih studija koja se odnosi na ovu problematiku imamo u radu Zivkoviéa i
AreZine [61]. Ovim istrazivanjima, obavljenim u periodu 1989-1990. godine u Ve-
likoj Kladusi na 386 uzoraka sa dve farme, po ve¢ opisanoj metodici, ustanovijena
je proseéna prevalenca od 10,1 % inficiranih zivotinja. O tkivhom prisustvu cista T
gondii navodimo i podatke Eikmeiera [19] koji je ustanovio prisustvo T. gondii u
ovarijumu zivine i ukazao na moguénost prelaska parazita u jaja Zivine, $to je do-
kazano kasnijim radovima (u Jugoslaviji u radovima lvanovi¢eve i Pavlovica,
2001) [24].

Komparativnim pristupom sa nalazima u drugim zemljama moze da
se ustanovi da se prevalenca toksoplazmoze razlikuje u zavisnosti od uslova
odgoja - tako se po nalazima BokoSeva i sar. [4] prevalenca u bivéem SSSR-u
kretala i do 73,6 %. IstraZivanja koja smo imali sa individualnog sektora, s obzirom
da su rezultati inicijalnog istraZivanja zahtevaée dublju analizu, uz permanentno
pracenje u toku narednih godina i proSirenje na zivinu drzanu farmski, radi utvrdi-
vanja relativne rasprostranjenosti T. gondii.

Ovi rezultati, do kojih smo dosli tokom preliminarnih istrazivanja, pot-
vrduju evidentnu epidemiolos$ku opasnost za potrosace mesa Zivine nedovoljno
termicki obradenog. Podaci Bobiéa i sar. [7], dobijeni seroepidemioloskim ispiti-
vanjem 1157 Zena sa podrudja Beograda (starost 15-45 godina), ukazali su da je
prevalenca infekcije 77,44 % $to svrstava Beograd u podrucje sa najviSom sto-
pom infekcije u Evropi [2, 3, 18, 31, 44, 45, 46, 47, 48]. Prateéi puteve Sirenja infek-
cija, autori kao najznacajniji navode kori$éenje nedovoljno termicki obradeno
meso u ishrani, naroCito kod osoba viseg obrazovanja. Ovi nalazi su u saglasnosti
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sa rezultatima vedine istraZivanja u drugim zemljama razvijenog sveta u kojima sa
stepenom obrazovanja raste rizik od inficiranja kada se pojede nedovoljno ter-
mi&ki obradeno meso, zato éto ga osobe viSeg socioekonomskog statusa vise
koriste u ishrani [16, 18, 33, 34, 35, 36]. Opasnost od infekcije ne preti samo od
svezeg mesa Zivine. Naime, zamrzavanje mesa Zivine inficiranog sa T. gondii, koje
je zamrzavano u uobicajenim industrijskim uslovima ne daje garanciju za sigurno
unigtavanje ove protozoe. Vecu sigurnost pruza tronedeljno zamrzavanje na tem-
peraturi od -15 do -18°C il petodnevno zamrzavanje na -23°C, $to se ne primenju-
je kod Zivine koja se u sveZem stanju stavi u promet [4, 8, 28]. Iz tih razloga se
adekvatna termicka obrada mesa pre potroénje smatra osnovnim predusiovom
sigurne ishrane.

Poseban problem predstavlja kontrola toksoplazmoze kod zivine i u
mesu sivine. Oseda se potreba za njenom adekvatnom kontrolom u svim seg-
mentima Zivinarske proizvodnije i pravilne procene higijenske ispravnosti i dispozi-
cije invadiranog mesa, u skladu sa preporukama Programa WHO za kontrolu ali-
mentarnih infekcija i intoksikacija u Evropi [58, 59].

— Zakljuéak / Conclusion

Toksoplazmoza je $iroko rasprostranjena parazitska antropozoonoza
globalne distribucije. U infekciji ljudi primarno mesto zauzima nedovoljno termicki
obradeno meso zivotinja, najéedée zivine. Iz tih razloga, u skladu sa preporukama
Programa WHO za kontrolu alimentarnih infekcija i intoksikacija u Evropi, ot-
podeta su istrazivanja kontaminiranosti mesa zivine sa T. gondii.

U periodu 2000-2001. godine primenom digestivne i modifikovane di-
gestivne metode (Butko i Kostenko, 1983., modifikacija Pavloviéa i lvanoviceve,
2001), pregledano je 235 uzoraka brojlera iz individualnog odgoja sa podrucja
Beograda. Pozitivan nalaz je bio kod 76 (32,34 %) uzoraka, a rezultati su potvrdeni
biologkim ogledom na NMRI Haab belim misevima.

Ova istraZivanja se nastavljaju radi uvodenja pregleda na T. gondii u
redovnu kontrolu mesa, kao i praviine procene higijenske ispravnosti i dispozicije
inficiranog mesa Zivine u preradi (meso upotrebljivo samo za preradu u proizvode
od usitnjenog mesa koje se toplotno obraduje pri temperaturi od najmanje 60°C,
pet minuta, dok se unutrasnji organi i glave neskodljivo uklanjaju).
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ENGLISH

CONTAMINATION OF POULTRY MEAT WITH TOXOPLASMA GONDII - RISK
FACTOR IN OCCURRENCE OF TOXOPLASMATIC INFECTION IN HUMANS

I. Pavlovié, Snezana lvanovié¢

Toxoplasmosis is a parasitic anthropozoonosis caused by the protozoa Toxo-
plasma gondii whose real host is the cat and the transitory hosts are mammals, birds and
reptiles. Human infections occur most often through meat of infected animals which is in-
sufficiently processed thermally, so that the World Health Organization (WHO), on these
grounds, adopted a Book of Regulations on meat control for the presence of T. gondii. Dur-
ing the period from 2000-2001, using digestive and modified digestive method (according
to Pavlovic and Ivanovic), 235 broiler samples were examined, and T. gondii was estab-
lished in 32.34 % samples (75/256). The results were confirmed with a biological examina-
tion. These data indicate the importance of poultry meat control in preventing toxoplas-
matic infection in humans.

Key words: Toxoplasma gondii, poultry, poultry meat

PYCCKWMN

KOHTAMMHUPOBAHHOCTb MSACA QOMALUHUX MTULL C TOXOPLASMA GONDII -
®AKTOP PUCKA N'YMAHHOU TOKCOMNA3MO3HOW UHOEKLIUN

WU. Nasnosud, CHexxaHa KBaHOBUY
ToKconnasMo3 RapasvuTapHble aHTPOMO300HO3b!, OBYCIOBMEHHbIE NpoTOo-
300M Toxoplasma gondii, 4eit HaCTOSALIUA XO3AUH KOWKA, a NepexofHbie XO3AnHbE Mne-

KonuTaloLue, MTULbL! M IpecMbiKaloWuecs. MyMaHHbIe MHIeKLMM BO3HUKAIOT Yalle BCero
NyTEM MACA UHMULMPOBAHHBIX XWUBOTHLIX HEAOCTATOHHO 06PABOTAHHOTO TEPMUHECcKN,

234



Vet. glasnik 56 [3 - 4) 227 - 235 (2002) |. Paviovi¢, Snezana Ivanovi¢: Kontaminiranost
mesa zivine sa Toxoplasma gondii - faktor rizika nastanka humane toksoplazmatske ...

Tak, 4to WHO Ha ocHoBe Toro npuHéc VIHCTpyKUMIo 0 KOHTPOne Msca Ha npucyTtcTeuve T.
gondii. B nepuoge 2000-2001 rogax, npuMeHeHWem MoAMMULMPOBAHHOIO NuweBapu-
TenbHoro Metoga (no Masnosudy n Veanosu4y) nenbitaHo 235 06pasynkos bGpoinnepos
npu 4ém npucytcteue T gondii yctaHosneHo B 32,34 % obpasuukos (76). PeaynbTaThl
NoATBEPXAeHbl BUONOTUHECKUM OMbITOM. JTO CBEJeHUe yKasbiBaeT Ha 3Ha4eHne KOH-
TPONA MAca AOMALUHUX NTUL| B NPEBEHUPOBAHIUM N'YMaHHOW TOKCOMIa3MO3HON MHAEKLMHN.

KnioueBbie cnoea: Toxoplasma gondii, goMalHAA ATULA, MACO JOMEeLHEN MTulibt
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