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IN DIAGNOSTICS OF BOVINE SARCOCYSTOSIS

%%

Ispitivanje sarkocistioze goveda obavljeno je na tri starosne kate-
gorije goveda primenom direktnih i imunohistohemijskih metoda. Pri-
menjene su direktne metode kompresije, digestija tripsinom i histo-
loska metoda, a od imunohistohemijskih metoda kori§éene su peroksi-
daza anti-peroksidaza (PAP), visoko senzitivna streptavidin biotin imu-
noperoksidaza kompleksna tehnika (LSAB +) i indirektna imunofluores-
cencija (IF).

Primarni antiserum kuni¢a dobifen na zoite Sarcocystis cruzi
syn. S. bovicanis koris¢en je za sva imunohemijska i imunohistohe-
mijska istraZivanja. Za odredivanje unakrsne reaktivnosti koriséen je
kao primarni antiserum kuniéa na antigene zoita S. ovifelis. Oba pri-
marna antiseruma proizvedena su u laboratoriji, zbog nedostatka kom-
ercifalnih preparata na trzistu.

Procena osetljivosti, specificnosti i efikasnosti imunohistohemi-
Jjskih metoda izvedena je na bazi poredenja sa direktnim metodama:
kompresije, digestije tripsinom i histoloskom metodom. Primenjene
imunohistohemijske analize su vrlo specifi¢ne u dokazivanju sarkocis-
tioze kod goveda, posebno LSAB* tehnika, a po osetljivosti u otkrivanju
ove infekcije slicne su metodi digestije tripsinom. Dobijeni antiserum
kuni¢a na antigene zoita S. bovicanis dao je dobre rezultate u dijagnos-
tikovanju homologne vrste. Dokazana unakrsna reaktivnost homolog-
nih i heterolognih antiseruma i antigena, kao imunohemijska reakcija
potpunog identiteta u jednom delu antigene strukture, ustanovijena je
kod primarnog antiseruma kunica na zoite S. ovifelis, $to ukazuje da se
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i heterologni antiserumi mogu da koriste u imunohistohemijskim reak-
cijama dijagnostikovanja sarkocistioze goveda.

Kljuéne reéi: goveda, sarkocistoza, dijagnostika, imunohistohemijska
metoda

B uvod / Introduction

Paraziti — protozoe koji stvaraju tkivne ciste su uzro€nici zoonoza koji
intracelularnim parazitizmom omogucavaju sebi bioloski ciklus razvoja uglavnom
preko tanca ishrane u prirodi. Najzastupljenije vrste iz ove grupe protozoa su kod
¢oveka i zivotinja Toxoplasma gondii, kao i mnogobrojne vrste iz roda Sarcocys-
tis.

Sarkocistioza je jedna od najrasprostranjenijin zooantropozoonoza u
svetu [9]. Razlog tome je nesumnijivo obligatni dvodomacinski bioloski ciklus koji
ima uzro¢nik u prirodi. Ciklusom su obuhvacéeni veliki broj vrsta mesojeda i
svastojeda (kao pravi domacini), i svastojeda i biljojeda (kao prelazni domacini)
ove protozoe, pri éemu ¢ovek moze da bude i pravi i prelazni domadin zavisno od
vrste kojom se inficira [35]. Uzro€nici iz roda Sarcocystis koji formiraju ciste u
misiénom i nervnom tkivu opisane su kod skoro svih vrsta domacih i divljih sisara i
ptica [7, 35], pa ¢ak i kod velikog broja vrsta vodozemaca, gmizavaca i riba [5, 6].
Do sada je u literaturi opisano viSe od 400 vrsta iz ovoga roda, od kojih je dvo-
domacinski ciklus razvoja objasnjen samo za oko 50 vrsta u prirodi [9].

Generalno posmatrano rasprostranjenost ove infekcije kod pravih
domacina je niska i prema velikom broju istrazivanja u svetu kod macaka je od 4
do 5 posto, kod pasa oko 14 do 15 posto i oko 7 posto kod ljudi. Nasuprot ovim
podacima infekcije prelaznih domacina ustanovljene su u visokom procentima,
od 37 do 100 posto pregledanih Zivotinja, Sto zavisi od vrste Zivotinja, nacina
ishrane i drzanja, uzrasta, imunog statusa, i drugih ¢inilaca [40, 9, 10, 11, 12].

u nervnom tkivu pticai konja [27, 17, 18, 26], izazivajuéi oste¢enja ovoga tkiva i za-
paljenjske reakcije. Kod ljudi uzroénik moze da se razmnozava u enteralnoj fazi
(kao kod pravih domacina — gametogonija i sporogomija), ukoliko su inficirani in-
gestijom sarkocista u termicki nedovoljno obradenom mesu goveda vrstom S.
bovihominis [Dubey, 1976], i/ ili S. suihominis [39] koja se nalazi u misi¢nom
tkivu svinja. MiSiéne ciste kod ljudi ustanovljene post mortem na obdukciji su
vrsta S. lindermani, a opisane su, uglavnom, ¢esto u zemljama Jugoistocne Azije
i Kine i do 35 posto pregledanih leseva ljudi. Koriséenjem seroloskog dijagnos-
tikovanja kod ljudi ukazano je da ova infekcija, uglavnom, ide sa klinickim simpto-
mima miozitisa i encefalomijelitisa, ¢esto udruzena sa drugim infekcijama [1, 2, 3,
9]. Ispitivanjem 341 seruma ljudi suspektnih na toksoplazmozu, anti- Sarcocys-
tis- antitela su ustanovljena od 22 do 44,4 posto pregledanih seruma ljudi. Meto-
dom digestije tripsinom 112 uzoraka misiénog tkiva ljudi, cistozoiti ove protozoe
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ustanovljeni su u ¢etiri sluéaja. Kod ove vrste misiéne sarkocistioze ljudi nije do
sada poznat pravi domacin u bioloskom ciklusu u prirodi [9]. Novija istraZivanja
sarkocistioze ljudi ukazuju da je potvrdeni toksin-sarkocistin glikoprotein, koji je
izolovan iz cistozoita ove protozoe. Ovaj toksin, za koji je utvrdeno da je termolabi-
lan i neurotropan [38, 4], stimulist stvaranje tumor-nekrozis faktora i da na taj
nadin u€estvuje u procesu kancerogeneze [29, 9]. Takode je eksperimentalno
dokazano da sarkocistozu kod Zivotinja u tovu (junad) prati smanjenje prirasta,
odnosno telesne mase i do 25 posto, §to se objasnjava uticajem uzrocnika preko
hormona rasta narast i iskori§¢avanje hrane kod ispitivanih zivotinja, mada se me-
hanizam delovanja jos nije razjasnio [13, 14, 9]. Ljudi i Zivotinje mogu da se infici-
raju ovim uzro¢nikom i kongenitalnim putem [25, 27, Dubey, 1996].

Rasprostranjenost ove infekcije u svetu ukazuje da mali broj inficira-
nih pravih domacéina omogucava visokoprocentnu infekciju prelaznih domadina u
prirodnim uslovima. Razlozi za ovu pojavu mogu da budu razliciti: vrlo mala vrsna
specifi¢nost pravih domacina u odnosu na prelazne, pravi domacini sporo i dugo-
trajno izlu€uju sporiciste-oociste (do nekoliko meseci permanentno), slobodno
kretanje u prirodi veéine domacih i divljih mesojeda, velika otpornost oocista-
sporocista u prirodi na razne fizicke i hemijske faktore, izlucivanje velikog broja
oocista-sporocista koje su u momentu izluéivanja veé¢ infektivne [15, 28].

Sve ove Cinjenice navode na zakljuSak da je rasprostranjenost ove in-
fekcije kod ljudi i zivotinja vrlo velika zahvaljujuéi sposobnosti uzro¢nika da se u
pravom i prelaznom domacinu razmnozava u vidu polimorfnih oblika, a da se pri
tome izbegnu uticaji faktora spoljasnje sredine na njegovo umnozavanije.

Za dokazivanje uzroénika kod prelaznih domacina koriste se mnogo-
brojne direktne i indirektne dijagnosticke metode. Direktne metode (metoda di-
gestije tripsinom, kompresiona metoda i histoloSke metode) nisu dovoljno pre-
cizne zato Sto nisu u potpunosti poznata predilekciona mesta za razvoj parazita,
posebna poteskoca je kod slabih infekcija, kao i zbog uzoraka male veli¢ine [9]. U
seroloskoj dijagnostici infekcije uzrokovane parazitom Sarcocystis najcesce se
koriste test indirektne fluorescencije — IFAT [3, 4, 39, 40, 22, 23], test indirektne he-
maglutinacije — IHA test [24, 42, 20, 21, 22], a takode i EL/SA test [16, 36] i dot-
ELISA [40]. Veliki problem u primeni seroloskih testova je nedostatak komercijal-
nih i standardizovanih antigena u testovima, ve¢ ih najéesce za potrebe istraziva-
nja proizvode same laboratorije koje se bave sarkocistozom.

Zbog savladavanja problema u vizualizaciji i identifikaciji vrsta proto-
zoa na histoloskim presecima, imunohistohemijske metode bojenja dobijaju sve
veci znacaj. U nasoj zemlji za sada nema podataka o primeni ovih metoda dijag-
nostikovanja kod ljudi i zivotinja, ije se meso koristi za ishranu ljudi. Zbog mikro-
skopskih veli¢ina i intracelularne lokalizacije proliferativnih oblika Sarcocystis
spp. i njihove relativno teske kultivacije u laboratorijskim uslovima, razvoj imuno-
dijagnostickih postupaka medu kojima su seroloske i imunohistohemijske anali-
ze, veoma je znacajan za dokazivanje navedenih infekcija, posebno sa stanovista
ove zoonoze koja nije dovoljno prou¢ena na nasim prostorima.
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Materijal i metode rada / Materials and methods

Eksperimentalne Zivotinje /| Eksperimental animals

Dijagnostikovanje sarkocistoze obavljeno je na govedima (30 teladi,
35 junadi i 35 odraslih goveda) zaklanih na klanicama, a koja su poticala sa Sa-
backog i Sremsko-Mitrovackog okruga.

Za dokazivanje vrsta iz roda Sarcocystis iz muskulature ispitivanih
kategorija goveda, obavljen je bioloski ogled na pet pasa i tri macke, uzrasta od
pet nedelja. Od ukupnog broja pasa i macaka, za bioloski ogled koriséena su
Cetiri psa i dve macke, dok su kao kontrolne Zivotinje u ogledu bile jedan pas i
je&na macka. Ove zZivotinje poticale su iz individualnog uzgoja.

Pre stavljanja u ogled zivotinje su boravile 21 dan u karantinu, tokom
kojeg su dehelmintisane i svakodnevno kontrolosane na prisustvo parazita. Zivo-
tinje su hranjene gotovom hranom za pse i macke ,Chappy” i ,Wiscas”, drzane u
kavezima uz odgovarajuce zoohigijenske mere.

Posle zavr§etka karantina eksperimentalne zivotinje inficirane su hra-
njenjem svezim mesom goveda koje je sadrzavalo 630 sarkocista po gramu
muskulature, dok su kontrolne zivotinje drzane i hranjene kao u karantinu tokom
75 dana, koliko je trajao eksperiment. U toku eksperimenta svakodnevno je
obavljan koprdloski pregled na prisustvo oocista protozoa i drugih parazitoloskih
elemenata. Od jedanaestog dana posle prve infekcije psi su poceli da izluuju oo-
ciste / sporociste sve do 75. dana kada su sve Zivotinje Zrtvovane.

Koprolo$ki pregled na oociste / sporociste Sarcocystis spp. raden je
po postupku flotacije Rommela i saradnika [34], rezultati flotacije posmatrani su
koris¢enjem svetlosnog mikroskopa uz povecanje x100.

Kod Zrtvovanih Zivotinja (pasa i macaka) ogledne i kontrolne grupe,
tanka creva su ispitivana na prisustvo enteralnih razvojnih oblika ovih protozoa po
metodi Dubeyja [9]. Pored toga, histoloSkim ispitivanjem na parafinskim prese-
cima uzoraka duodenuma, jejunuma i ileuma bojenim Hematoksilinom — eozi-
nom, u crevima su dokazivani razvojni oblici Sarcocystis spp.

Priprema antigena Sarcocystis spp. i dobijanje antiseruma
Preparation of Sarcocystis spp. antigen and obtaining of antiserum

Polazni materijal za izolovanje antigena Sarcocystis ovifelis, bile su
makrociste iz jednjaka kod ovaca, prema opisu postupka izolovanja i precisca-
vanja antigena zoita ove protozoe [20]. Muskulatura dijafragme, srca i interkostal-
nih misi¢a goveda, bila je polazni materijal za izolovanje mikrocista Sarcocystis
bovicanis, a postupak izolovanja i preciS¢avanja zoita ove vrste iz govedeg mesa
obavljeno je postupkom digestije Dubeyja i sar [10].

Da bi se dobili primarni antiserumi koji bi se koristili u imunohistohe-
mijskim metodama, imunizacija je izvedena na kuni¢ima po postupku Habroe i
Ingrida [19] i Dubeyja i sar [10]. Inokulacija je izvedena potkozno sa 0.2 mg anti-
gena. Busterizacija je radena antigenom u kompletnom Freundovim adjuvansom.
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Krv je od kuni¢a uzimana punkcijom iz srca kod delimi¢nog ili potpunog iskr-
varenja. lzolovani serum se dalje uvao na temperaturi od -20°C stepeni do vre-
mena upotrebe.

Tabela 1. Pregled primarnih i sekundafnih antiseruma kori$¢enih u odgovarajuc¢im imuno-
histohemijskim tehnikama primenjenim za dokazivanje Sarcocystis spp.u inficiranim
mi$i¢ima goveda /

Table 1. Review of primary and secondary antiserums used in corresponding immunohistochemical techniques
applied for proving Sarcocystis spp. in infected cattle muscles

Kataloski broj — Antiserum . Imunohisto-
proizvodag / (primarni i sekundarni) / ﬁz?;ﬁﬁ?: / hemijska tehnika /
Cta.'.‘a]ogue number — Antiserum Rt dﬂ:.fﬁ i Immunohistochemi-
Manufacturer Qn'm&ry and secondary) cal technique
Kati¢-Radivojevi¢ Sofija Kuni¢ev antiserum na PBS,pH7.4 IF
S. bovicanis zoite / sa (with) 1 % BSA
Rabbit antiserum to (1:100)
S. bovicanis zortes
1/606; INEP Zemun Ovca anti-kunicev 1gG- PBS, pH7.4
konjugovan FITC-om sa (with) 1% BSA
Sheep anti-rabbit (1:20)
IgG-conjugated with FITC
Kati¢-Radivojevi¢ Sofifa Kuni¢ev antiserum na PBS, pH 7.4 PAP
S. bovicanis zoite sa (with) 1% BSA
Rabbit antiserum to (1:100)
8. bovicanis zoites
A 509; DAKO Co, Denmark | Svinjski anti-kunicev IgG PBS, pH 7.4
Swine anti-rabbit IgG sa (with) 1% BSA
(1:100)
P g T Kunicev antiserum na .
Kati¢-Radivojevi¢ Sofija S, bovicaniazofe f sal??rjstfj)p:’?gSA DAKO LSAB+ kit
Rabbit antiserum to S. ho- a: 505}
vicanis zoites ’
KO 690, DACO Co, Denmark | Biotinizirani anti-kunicevi | Fabricki prediluirano
imunoglobulini / Predifuted product
Biotinized anti-rabbit
immunoglobulins

Metode ispitivanja / Investigation methods

Direktne metode dijagnostikovanja sarkocistioze goveda: metoda
kompresije, histoloSka metoda i metoda digestije tripsinom radene su po opisu
Lunde i Fayera [24] i Novakovi¢ [30].

Imunohistohemijske metode koje su primenjivane u dijagnostici sar-
kocistioze kod goveda radene su prema preporuci firme DAKO [8, 33, 37].

Tehnika indirektne imunofluorescencije (IF) primenjena je modifiko-
vana tehnika po opisu Osborna i Isenberga [31].
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Peroksidaza - antiperoksidaza (PAP) metoda radena je kao trostepe-
na indirektna PAP procedura po Stenbergu [8].

LSAB + tehnika je DAKO LSAB + kit, obelezen peroksidazom, bazira
se na SAB (streptavidin biotin) metodi. Jak afinitet avidina za biotin, ¢ine ovu me-
todu senzitivnijom od svih ranije opisanih direktnih ili indirektnih imunohisto-
hemijskih postupaka.

Specifi¢ne kontrole u toku imunohistohemijskih procedura /

Specific controls during immunohistochemical procedures

Kao pozitivne kontrole sluZili su uzorci tkiva mii¢a inficiranih goveda,
koji sigurno sadrze sarkociste S. bovicanis. Ovi uzorci su procesirani na isti nacin
kao i ispitivani uzorci koji sadrze antigene koje je moguce vizuelizovati primenje-
nim tehnikama. Kao negativna kontrola sluZili su uzorci tkiva koji ne sadrze anti-
gene koji se ispituju (peritonealno masno tkivo). Kontrola reagenasa je obavljena
na dodatnoj plocici sa ispitivanim tkivom tretiranim neimunim serumom umesto
primarnog antitela.

“| Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

Rezultati-bioloskog ogleda radi dokazivanja vrste uzro¢nika iz roda
Sarcocystis iz muskulature goveda, potvrdili su da se radi o vrsti S. bovicanis, na
bazi nalaza da su samo inficirani psi u ogledu izlu€ivali oociste i/ili sporociste iz-
metom od 11. dana posle infekcije, $to nije bio nalaz kod inficiranih madi¢a. Sliéne
rezultate nalaza u bioloSkom ogledu imali su i drugi autori [9, 10, 11, 17].

U ispitivanju rasprostranjenosti sarkocistoze goveda primenjenim di-
rektnim i imunohistohemijskim metodama, ustanovljeno je da je ona prisutna u 35
posto pregledanih grla, a njena prevalencija, zavisno od starosne kategorije gove-
da, prikazana je u tabeli 2. Jasno se uocava da na rezultate prevalencije sarkociti-
tioze goveda, starost goveda ima uticaja na ucestalost pojavljivanja ove infekcije.
Ovi rezultati slazu se sa nalazima i drugih autora za goveda i druge vrste Zivotinja u
priredi [3, 7,9, 10, 11, 15, 20, 34, 40].

Primenom direktnih metoda najnizi stepen prevalencije ustanovljen je
metodom kompresije, a najvis§i metodom digestije tripsinom (tabela 2), to se po-
dudara sa nalazima mnogobrojnih autora [9, 10, 11, 12, 15, 22, 24, 34, 35, 39].

Ispitujuci predilekciona mesta u muskulaturi goveda ustanovljeno je
da se sarkociste kod goveda najéeSée nalaze u muskulaturi dijafragme, zatim
jednjaka, a rede u muskulaturi interkostalnih misi¢a i sréanom misi¢u, nezavisno
da li se primenjuju direktne (digestija) i/ili imunohistohemijske metode (tabele 6 i
7). Ovi rezultati nalaza sarkocista u predilekcionim mestima su isti kod svih kate-
gorija goveda koja su ispitivana i slazu se sa do sada objavljenim radovima o sar-
kocistozi kod goveda i ovaca [3, 4, 6, 9, 10, 11, 20, 21, 22, 24, 28]. Predilekciona
mesta sarkocista kod ljudi, konja, divljih Zivotinja i zmija su razli¢ita u odnosu na
prezivare [1, 2, 5, 6, 12, 17, 18].
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Tabela 2. Sarkocistioza goveda po kategorijama utvrdena metodom digestife tripsinom
Table 2. Sarcocystosis in cattle according to categories established by trypsin digestion method

Kategorija / Category Uk?ggjpgg:??g%o /; Pc‘;sﬁtv;:;f Procena;af Percent
Telad / Calves 30 2 6,66
Junad / Young cows 35 13 37,14
Odrasli / Adult animals 35 20 57,14
Ukupno / Total 100 35 35,00

L3

Tabela 3. Sarkocistioza goveda po kategorijama utvrdena metodom kompresije
Table 3. Sarcocystosis in examined cattle according to categories established by compression method

Kategorija / Category Uklﬁgg{)r;gj:g}ago / Pgﬁ;ﬂwﬂ Proc:ems\‘;&;Ir Percent
Telad / Calves 30 0 0

Junad / Young cows 35 2 5,71
Odrasli / Adult animals 35 2 5,71
Ukupno / Total 2 100 4 4,00

Tabela 4. Sarkocistioza pregledanih goveda po kategorijama histoloSkom metodom
Table 4. Sarcocystosis in examined cattle by categories established by histological method

Kategorija / Ukupno pregledani / Pozitivni / Prl%gggg /
Category Totally examined Positive %
Telad / Calves 30 1 2,85
Junad / Young cows 35 3 8,57
Odrasli / Adult animals 35 5 14,28
Ukupno / Total 100 9 9

Ustanovljene razlike rezultata nalaza sarkocistioze u mesu goveda pri-
kazane su u tabeli 5. Medutim, statisticka znacajnost razlika je ustanovljena samo
u rezultatima dobijenih metodom kompresije i digestije tripsinom i to kod odraslih
goveda i junadi. Nalazi znacajnosti razlika rezultat, zavisno od primenjenih me-
toda dijagnostike su manje ispitivani, a dobijeni rezultati u saglasnosti su sa nekim
rezultatima ranijih istrazivanja [7, 10, 30].
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Tabela 5. Prikaz statistike znacajnosti razlika u dokazivanju sarkocistioze metodom diges-
tije tripsinom, histoloskom i kompresionom metodom kod razli¢itih kategorija goveda /

Table 5. Statistical significance of differences in proving sarcocystosis using method of trypsin digestion,
histological method and compression method in different categories of cattle

t

: . Statisticka
Kategorija / Broj grla / Digestija / Histoloska Kompresija/ | znacajnost/
Category Xﬁ;ﬁiﬂ?f ) Digest. H'm t;torgat:; ks Compress. Statistical

maits 1SLOL. mé, ﬂ@!ﬁm ce &

Telad / nsz /
Calves 46 . L 4 not st.sign.
Jungd / *
Young cows 35 13* 2 3 p<0,01
Odrasli / %*
Adult animals a8 20 4 & £l
Ukupno /
Total 100 35 £ 5

nsz = nema statistitke znacdajnosti razlika / no statistical significance in differences
* razlike izmedu histolo$ke i kompresione metode u odnosu na metodu digestije /
differences between histological and compression method in relation fo digestion method

Tabela 6. Nalaz sarkocista na razliéitim predilekcionim mestima kod ispitivanih kategorija
Zivotinja na osnovu digestije tripsinom
Table 6. Sarcocyst findings in different predilection sites in examined categories of animals based on trypsin

digestion
Broj grla / Broj pozitivnih uzoraka / Number of positive samples of
g;:g%l;iia i Nﬁfmbfe}‘:esf Dijafragma / Jednjak / |?;tel‘$0§;z}’ S
animals Diaphragm Oesophagus poii Thagid
E??ﬁgsf 30 2 1 0 0
Toung cows 30 13 11 5 5
El)a'dt.:.zs ;ini'mafs i 20 20 16 15
}Jblt:;pno / 100 as 32 o1 20
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Tabela 7. Prikaz efikasnosti uporednih metoda za dokazivanje infekcije sa Sarcocystis spp.
u pojedinim predilekcionim mestima u kategoriji teladi

Table 7. Effieacy of comparative methods for proving Sarcocystis spp. infection in certain predilection sites in
young cows category

T
Predilekciono mesto / (brgj!?.cisot;laaka) Hniqs;?;?’ik? Kompresija / Imun?r:\\:;?g: TUSKE
Predilection site Digestion Hist. method Comp. Ig;n;:mbfstﬁhenuc&i én:gzi(is
Dijafragma / Diaphragm 2 (30) 1 0 1 1 1
Jednjak / Oesophagus 1(30) 0 0 0 0 0
Ifiter. migiéi / Intercost. 0(30) 0 0 0 0 0
Srce / Heart 1(30) 0 0 0 0 0
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Zakljuéak / Conclusion

Dobijeni primarni antiserum kuni¢a na zoite S. bovicanis pokazao se
kao adekvatni serum za detekciju zoita u misiénim sarkocistama goveda, Sto je
potvrdeno u svim imunohistitohémijskim postupcima koji su kori§éeni u istrazi-
vanju. Unakrsna reaktivnost homolognih i heterolognih antiseruma i antigena
postoji kao imunohemijska reakcija potpunog identiteta u jednom delu antigene
strukture. Primenjene imunohistohemijske analize su osetljivije u otkrivanju uces-
talosti sarkocistioze goveda do histoloskih metoda, i po osetljivosti su kao i metod
digestije tripsinom. Najcesce predilekciono mesto nalaza sarkocista kod goveda
su mtuskulatura dijafragme, jednjaka i interkostalnih misi¢a. Infekcija je kod starijih
goveda cesce ustanovljena nego kod mladih, kod svih metoda dijagnostike. Imu-
nohistohemijske metode dijagnostike su po osetljivosti, specifiénosti i tacnosti di-
jagnostike kao i metod dijagnostike digestije tripsinom, ali daju moguénost trajne
dokumentacije i diferencijalne dijagnostike, i od posebnog su znacaja za foren-
zicke slucajeve. .

ENGLISH

IMPLEMENTATION OF IMMUNOHISTOCHEMICAL METHODS IN DIAGNOSTICS OF
BOVINE SARCOCYSTOSIS

Zorica Novakovic, Sofija Katic-Radivojevic, Vera Todorovic

Bovine sarcocystosis was examined in three age categories of cattle using di-
rect and immunohistochemical methods. The direct methods of compression, trypsin di-
gestion and a histological method were applied, and the applied immunohistochemical
methods included peroxidase anti-peroxidase (PAP), the highly sensitive streptavidin biotin
immunoperoxidase complex technique (LSAB+) and indirect immunofluorescence (IF).
Primary rabbit antiserum obtained for the zoites Sarcocystis cruzi syn. S. bovicanis was
used for all immunochemical and immunohistochemical examinations. Cross reactivity
was determind using primary rabbit antiserum to antigens of S. ovifelis zoites. Both pri-
mary antiserums were produced in the laboratory, as no commercial preparations were
available on the market.

The evaluation of the sensitivity and efficacy of the immunohistochemical
methods was performed on the grounds of comparisons with the direct methods: com-
pression, trypsin digestion and a histological method. The applied immunohistochemical
analyses are very specific in proving sarcocystosis in cattle, especially the LSAB+ tech-
nigue, and, according to their sensitivity in detecting this infection, they are similar to the
method of trypsin digestion. The obtained rabbit antiserum against antigens of S. bovi-
canis zoites yielded good results in the diagnosis of the homologous specie. Proven cross
reactivity of the homologous and heterologous antiserums and antigens, as an immuno-
chemical reaction of complete identity in one part to the antigen structure, was established
in primary rabbit antiserum to S. ovifelis zoites, which indicates that heterologous antise-
rums can also be used in immunochistochemical reactions in the diagnostics of bovine sar-
cocystosis.

Key words: bovine sarcocystosis, diagnostic, immunohistochemical method
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PYCCKUM

NPUMEHEHWUE UMYHOI'MCTOXUMUYECKWUX METOIOB B JUATHOCTUKE CAP-
KOLIMCTO3A KPYIMHOIO POrATOIO CKOTA

t
3opuuya Hosakosu4, Codusa Katnu-Pagmsoesuy, Bepa Togoposuy

VcnbiTaHue capkouMeTo3a KPYMHOro poraToro CKOTa CAeNaHo Hamu Ha Tpu
BO3pacTHble KaTeropuu KPYNHOro poraTtoro ckorta npuMeHeHneM nNpAamMbIX UMMYHOTUCTO-
XMMUHECKMX MeTOAOB. [MpUMeHeHbl NPAMbIE METO/EI KOUMNPECHH, AUTeCTUS TPUNCUHOM U
TMCTONOrMYEecKUn mMeTon, a U3 UMMYHOTMCTOXUMUYECKNX MeTOoA0B Nos30BaHbl NepoKcu-
Aasa aHTu-nepokcupgasa ([Al), BbICOKO CEHCMTUBHAS CTPenTaBUAWH OWUOTUH WM-
MyHorlepokcMaasa KOMNEKCHas TEeXHUKa (NCAB+) 1 KOCBEHHAA MMMYHOMNYOPECLIEH-
uust (V). MepBuHHbIFA aHTUCEPYM KPOMMKOB MONY4eH Ha 30MTkl Sarcocystis cruzi syn. S.
bovicanis nons3oBaH Ana BceX MMMYHOXMMMYECKUX U UMMYHOTUCTONOTUHECKUX nuccne-
AosaHuii. [1ns onpegeneHns KpecToo6pasHoii peakKTUBHOCTM NOMb30BAH KaK NePBUYHbIA
aHTUCepym KpONWKOB Ha aHTUreHbl saouta S. ovifelis. O6a nepBu4HbLIX aHTUCEpYMa Npouns-
Be/ieHbl B mabopatopuu, 13-3a HeZlocTaTka KOMMEPHYEeCKNX NPenaparos Ha pbiHKe.

OueHka 4yBCTBUTENBLHOCTH, CNeUnthUHHOCTU 1 AththeKTUBHOCTM VMMYHO-
TMCTOXMMWUHECKUX METOA0B COBEpLUeHa Ha 6ase cparHeHuUs C NPSIMbIMU MeToAaMa; KOM-
npeccuu, AUrecT TPUNCUHOM U TMCTONIOTUHECKUM METOAOM. [pUMEHEHHBIE MMMYHOTUC-
TOXUMUHEeCKUe aHanusbl oYeHb cneuyntuieckne B AoKasbiBaHWM CAPKOLMCTO3a Y Kpyn-
HOro poratoro cko¥a, otaenbHo JICAE TexHuka, a nNo YyBCTBUTENbHOCTU B OTKPLIBAHUN
aTOiN MHEPeKLMU NOAO6HbLIE METOAY AUrecTUN TPUNCUHOM. Mony4eHHbIn aHTUCEPYM KpO-
NMKOB Ha aHTUreHs! 3ouTa S. bovicanis pan xopolwwve pesynbTaTtbl B AWArHOCTUKE re-
mornoru4eckoro Buaa. [lokasaHa kpecToobpasHas peak TMBHOCTb FOMOMOrMYECKUX U reH-
TepOroMosiorm4ecknx aHTUCEPYMOB M aHTUIeHOB, Kak UMMYHOXMMUYECKas peakLus nos-
HOrO WMAEHTUTETa B OAHON YaCTV AHTUFEHHOW CTPYKTYPbl, YCTAHOBIIEHA HaMW y nep-
BWYHOIO aHTucepyma KpONMKOB Ha 3ouTebl. S. ovifelis, 4YTo yKkasbiBaeT, YTO WU retepo-
noruveckue aHTUCEepyMbl MOTYT NOMb30BATLCA B IMMYHOTMCTOXUMUHECKUX PEaKLnAX Au-
arHoCTUKM CapKOLMUCTO3a KPYMHOro poraToro ckoTa.

KnioyeBbie croea: CapKoLUMCTO3a KPYnHOro poraToro cKoTa, AMarHocTuka,
NMMYHOTUCTOXMMUYECKU MeToq
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