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Kratak sadrzaj

Kontagiozni metritis konja, izazvan bakterijom Taylorella equigenitalis, pred-
stavlja znacajno oboljenje kopitara, sa potencijalom da izazove privremeni sterili-
tet i utiCe na reproduktivne performanse konja. Uprkos tome, studije koje se bave
detekcijom ovog uzrocnika u populaciji konja u Srbiji do sada nisu bile sprovode-
ne. U cilju preliminarne procene prisustva T. equigenitalis, prikupljeni su brisevi iz
genitalnog trakta klinicki zdravih kobila iz razli¢itih delova zemlje. Detekcija bakte-
rije sprovedena je primenom kvantitativne PCR (real-time PCR) u cilju eliminaci-
Jje mogucih nespecificnih amplifikacija primenom konvencionalnih PCR protokola.
Dobijeni rezultati su potvrdili prisustvo T. equigenitalis u ispitanoj populaciji, Sto
predstavija prvu studiju ovog tipa u nasoj zemlji i osnovu za vrdenje daljih ispiti-
vanja. NaS$i nalazi ukazuju na moguci rizik od daljeg Sirenja infekcije i potrebu za
uvodenjem sistematskog nadzora, kao i uspostavijanjem dijagnostickih i kontrol-
nih mera u skladu sa medunarodnim smernicama.

Kljuéne reci: Taylorella equigenitalis; kontagiozni metritis; konji; PCR dija-
gnostika

Summary

Contagious equine metritis (CEM), caused by the bacterium Taylorella equi-
genitalis, is a clinically important disease of equids that can induce transient infer-
tility and impair reproductive performance. To date, no studies have investigated
the presence of this pathogen in the Serbian horse population. To obtain a preli-
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minary estimate of T. equigenitalis prevalence, genital tract swabs were collected
from clinically healthy mares across various regions of Serbia. Detection was per-
formed using quantitative real-time PCR to avoid the nonspecific amplifications
sometimes encountered with conventional PCR assays. The results confirmed
the presence of T. equigenitalis in the sampled population, marking the first re-
port of this pathogen in Serbia and providing a foundation for future investigations.
These findings highlight a potential risk for further dissemination of infection and
underscore the need to introduce systematic surveillance together with diagnostic
and control measures consistent with international guidelines.

Key words: Taylorella equigenitalis; contagious equine metritis; horses;
PCR diagnostics

uvoD

Kontagiozni metritis kobila (engl. contagious equine metritis, CEM) je ve-
oma zarazno bakterijsko oboljenje konja koje izaziva nepokretni Gram-negativ-
ni kokobacil Taylorella equigenitalis iz familije Alcaligenaceae. Infekcija kobila
navedenim uzronikom rezultuje zapaljenjem endometrijuma i cerviksa pri Ce-
mu pastuvi najéeS¢e predstavljaju asimptomatske kliconoSe, a kobile izlu€uju
uzroCnika u akutnoj fazi i dugotrajno tokom perioda rekonvalescencije (WOAH,
2022; Grabatin i sar. 2025). Bolest se klini¢ki manifestuje isklju€ivo kod kobila uz
pojavu obilnog vaginalnog sekreta i posledi€nim razvojem privremenog steriliteta,
a rede pojavom pobacaja tokom prvog trimestra (Perhari¢ i sar. 2013). Navedeni
mikroorganizam kolonizuje tkiva genitalnog trakta kobila (klitoralni sinusi, klitoralna
jama i endometrijum) i pastuva (uretra i prepucijum) dok se transmisija izmedu
jedinki odigrava koitalnim putem, pomocu opreme koja se koristi za veStacko
osemenjavanje kao i semenom zaraZenih pastuva (Schulman i sar. 2013).
Zdrebad zarazenih kobila takode moZe biti asimptomatski inficirana pri éemu na-
kon dostizanja polne zrelosti i sama predstavljaju izvor infekcije u prijemdivoj po-
pulaciji (Perhari¢ i sar. 2013). Imajuéi u vidu ekonomski znacaj kontagioznog me-
tritisa za konjarstvo kroz uticaj na reproduktivno zdravlje i ograni€enja u kretanju
Zivotinja, navedeno oboljenje podleZze medunarodnim regulativama, odnosno de-
finisane su mere njegovog suzbijanja i preporucene validirane dijagnosti¢ke pro-
cedure (WOAH, 2022). Konje kod kojih je potvrdeno prisustvo ovog uzrocnika je
neophodno izolovati uz obustavljanje svih aktivnosti vezanih za parenje ili vestac-
ko osemenjavanje. Zatim se pristupa terapiji i rigoroznoj primeni biosigurnosnih
mera (WOAH, 2024). Terapija kobila i pastuva je u najve¢em broju slu€ajeva za-
snovana na lokalnoj primeni antiseptickih sredstava i antibiotika, a nakon njenog
sprovodenja Zivotinje je potrebno testirati na prisustvo uzro¢nika uzastopno tri
puta u razmacima od najmanje 7 dana (Perhari¢ i sar. 2013). Jedna od metoda
suzbijanja kontagioznog metritisa je primena vestackog osemenjavanja pri ¢emu
je neophodno koriS¢enje semena poreklom od pastuva negativnih na prisustvo T.
equigenitalis (Erdman i sar. 2011; WOAH, 2024). Infekcija se dokazuje mikrobio-
lo8kim ispitivanjem briseva genitalnog trakta kobila i pastuva (klitoralna jama i si-
nusi, endometrijum tokom akutne infekcije, uretra, prepucijum) koji se uz postova-
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nje principa hladnog lanca u laboratoriju Salju uronjeni u Amies transportni medi-
jum i zasejavaju na hranljive podloge u roku od 48 &asova (AAEP 2021; WOAH,
2022). Ukoliko se dijagnostika oslanja na real-time PCR, vijabilnost bakterija nije
od znacaja i brisevi se mogu dostaviti bez transportnog medijuma ili uronjeni u fo-
sfatni slani puffer (PBS) (Mawhinney i Bollard, 2023; WOAH, 2022;). Uprkos po-
stojanju standardnih laboratorijskih protokola za izolaciju T. equigenitalis, postav-
ljanje pravovremene dijagnoze je oteZano imajucéi u vidu spori rast ovog uzro¢nika
na hranljivim podlogama koji zahteva mikroaerofilne uslove kao i ¢esto prisustvo
komensalnih mikroorganizama koji dodatno oteZavaju dobijanje Ciste kulture prili-
kom izolacije (Schulman i sar. 2013; Nadin-Davis i sar. 2015; WOAH, 2022). Osim
toga, identifikaciju primenom standardnih bakterioloSkih metoda dodatno kompli-
kuje mogucnost detekcije srodnog uzro€nika T. asinigenitalis, primarno izolova-
nog iz genitalnog trakta magaraca, a koji uglavhom poseduje nizak patogeni po-
tencijal za konje (Jang i sar. 2001; Baverud i sar. 2006; Wilsher i sar. 2021; Dorre-
go i sar. 2023). U danasnje vreme, molekularne metode zasnovane na lantanoj
reakciji polimeraze (PCR) su sve zastupljenije u mikrobiolo$koj dijagnostici gde
uz svoju visoku specifi€nost i osetljivost obezbeduju dobijanje validnih rezultata, a
narocito su pogodne za simultano ispitivanje veéeg broja uzoraka za kratko vreme
(Schulman i sar. 2013; Wakeley i sar. 2006). U praksi se najéeSc¢e upotrebljavaju
real-time PCR testovi koji zbog svoje visoke specifinosti obezbeduju razlikovanje
T. equigenitalis od T. asinigenitalis u ispitivanom materijalu (Wakeley i sar. 2006;
Duquesne i sar. 2007). U okviru priru€nika svetske organizacije za zastitu zdravlja
Zivotinja (engl. World Organization for Animal Health, WOAH), izolacija T.equige-
nitalis na hranljivim podlogama se i dalje preporucuje kao metoda izbora, medu-
tim, opisano je i nekoliko specifi¢nih real-time PCR protokola za koje je dokazana
viSa osetljivost i specifi€énost u odnosu na standardnu proceduru kultivacije bakte-
rija (WOAH, 2022). Osim toga, komparativne studije ukazuju da odredeni real-ti-
me PCR protokoli koji podrazumevaju kori§éenje adekvatnih prajmera i proba po-
seduju izrazito niske limite detekcije nukleinske kiseline T. equigenitalis u porede-
nju sa drugim molekularnim metodama, $to ih ¢ini metodama izbora pod uslovom
da je izvrSena adekvatna validacija u okviru dijagnosti¢ke laboratorije (Kinoshita i
sar. 2022, WOAH, 2022). Pored toga, molekularne metode imaju sve veci prakti¢-
ni znacaj kako u mikrobioloSkim tako i u epizootioloskim ispitivanjima pri Eemu se
sekvenciranjem i analizom celog genoma ili odredenih gena T. equigenitalis stie
uvid u osobine sojeva koji cirkuliSu na terenu kao i njihovu osetljivost na antimi-
krobne lekove (Hrala i sar. 2025). Najnoviji podaci iz Evrope ukazuju na vaznost
sprovodenja ciljanog ispitivanja prisustva ove bakterije kod Zivotinja u razli€itim
sistemima uzgoja koji mogu uticati na prevalenciju ovog oboljenja (Grabatin i sar.
2025). Imajuci u vidu da studije koje se bave detekcijom T. equigenitalis u popula-
ciji konja u Srbiji do sada nisu bile sprovodene, cilj nadeg ispitivanja bio je skrining
populacija kliniCki zdravih kobila primenom real-time PCR metode preporuene
od strane WOAH. Dobijeni podaci predstavljaju osnovu za dalja ispitivanja i uka-
zuju na potrebu razvoja programa nadzora kontagioznog metritisa kobila u Srbiji.
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MATERIJAL | METODE

Ispitani su uzorci briseva klitoralne jame poreklom od 47 kobila prikupljeni
sa teritorija op$tina Sabac, Kragujevac, Obrenovac, PoZarevac i jedan bris endo-
metrijuma sa teritorije Sombora. Sve Zivotinje su bile dobrog opsteg stanja i bez
vidljivih klinickih simptoma oboljenja reproduktivnog trakta izuzev jedne jedinke iz
Sombora kod koje su zabelezeni problemi sa sterilitetom. Ispitivanjem su obuhva-
¢ene kobile uzrasta od 1 do 27 godina sledecih rasa: engleski punokrvnjak, lipica-
ner, holandski toplokrvni konj i frizijski konj. Nakon uzorkovanja, brisevi su uronje-
ni u sterilni fosfatni slani pufer (PBS) i transportovani do laboratorije uz poStovanje
principa hladnog lanca. U laboratoriji su uzorci vorteksirani, a zatim centrifugova-
ni tokom 10 minuta na 1,677 x g, pri ¢emu je dobijeni talog koriS¢en u postup-
ku ekstrakcije DNK primenom GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Scientific, SAD) prema protokolu opisanom u uputstvu proizvodaca. Pripremljeni
ekstrakti DNK su zatim ispitani primenom metode real-time PCR preporu€ene od
strane WOAH uz upotrebu prethodno opisanog para prajmera specificnog za se-
gmente 16S rDNA T. equigenitalis i T. asinigenitalis i proba TEquiFAM i TAsiniHEX
koje obezbeduju razlikovanje ova dva uzro€nika na osnovu detektovane fluores-
cencije (Wakeley i sar. 2006). Termalni protokol za izvodenje PCR je adaptiran
prema uslovima, odnosno reagensima koji se koriste na Katedri za mikrobiologiju
(Tabela 1). Sve analize su izvedene primenom aparata Gentier mini—Portable Re-
al-Time PCR System (Tianlong, Kina), a kao kontrole koriS¢eni su DNK ekstrakt
interne laboratorijske kontrole T. equigenitalis Katedre za mikrobiologiju prethod-
no potvrden primenom sekvenciranja genoma i voda za PCR.

Tabela 1. Modifikovani protokol, prajmeri i probe za detekciju i diferencijaciju Taylorella
equigenitalis i T. asinigenitalis

Termalni protokol Pra,\jme:ri Probe
(5°-3)
B6FAM-AAA-GGT-TTG-TGT-
Tay37 CCG-CGT-GTG- Tequi
-TAA-TAC-CAT-GGA-CTG-
95°C (60 s); 7 for: CGA-TTG-A FAM
40 ciklusa: -CTG-ACG-G-BHQ1
95°C (15s) i HEX-AAA-GTT-TTA-GGA-
60 °C (30 s) Tay48 | TTT-GCC-GGT-GCT- | Tasini
-TAA-TAC-CCT-AGG-ATG-
8 rev: -TAT-TCT-TCA HEX
-CTG-ACG-G-BHQ1

REZULTATI

Primenom prethodno opisanog real-time PCR protokola u uzorcima pore-
klom od 5 kobila (10,4%) zabelezeno je prisustvo Taylorella vrsta, i to T. equi-
genitalis u Cetiri uzorka i T. asinigenitalis u jednom uzorku. U odnosu na ukupan
broj ispitanih uzoraka, T. equigenitalis je detektovana kod kobila rasa engleski pu-
nokrvnjak i lipicaner u ukupno 8,3% uzoraka, dok je T. asinigenitalis detektovan
kod kobile rase holandski toplokrvnjak. Pozitivne jedinke su bile uzrasta od 7 do 9
godina i poreklom sa razligitih lokaliteta u okviru op$tine Sabac.
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DISKUSIJA

Sprovedeno ispitivanje zasnivalo se na analizi uzoraka primenom real-time
PCR protokola propisanog od strane WOAH koji obezbeduje specifi¢nu diferen-
cijaciju T. equigenitalis i T. asinigenitalis u ispitivanim uzorcima (Wakeley i sar.
2006; WOAH, 2022). Dostupna ispitivanja pokazuju da u rutinskoj dijagnostici
kontagioznog metritisa kobila real-time PCR poseduje izvesne prednosti u odno-
su na standardnu metodu izolacije kao $to su visoka specifi¢nost i osetljivost kao
i brzina dobijanja rezultata (Nadin-Davis i sar. 2015; Kinoshita i sar. 2022; WOAH,
2022). Ispitivanje sprovedeno u Sloveniji potvrduje visoku osetljivost molekular-
nih metoda cCijom primenom se moze identifikovati veci broj pozitivnih uzoraka, a
naroCito je znacajna eliminacija uticaja potencijalne kontaminacije uzoraka koja
Cesto onemogucuje izolaciju uzro€nika (Zdovc i sar. 2005). Osim toga, dijagno-
stiku primenom PCR olak$ava i mogucnost grupisanja uzoraka poreklom od vise
jedinki kao i upotreba standardnih briseva bez transportne podloge. Skoriji litera-
turni podaci ukazuju da se stabilnost DNK u uzorcima genitalnih briseva pospesSu-
je uranjanjem suvih briseva u PBS neposredno pre izvodenja ekstrakcije (Stritof i
sar. 2017; Mawhinney i sar. 2019; Mawhinney i Bollard, 2023). Sli¢an protokol se
pokazao kao uspesan u nasem ispitivanju, pri ¢emu su brisevi neposredno nakon
uzorkovanja uranjani u PBS i tako transportovani do laboratorije. Poslednjih go-
dina se u rutinskoj dijagnostici kontagioznog metritisa kobila pribegava isklju¢ivo
izvodenju real-time PCR protokola koji zahvaljuju¢i oligonukleotidnim probama
umanjuju rizik od nespecificne amplifikacije moguc¢e primenom standardne PCR
metode (Moore i sar. 2001; Wakeley i sar. 2006). Prikazani rezultati ispitivanja
uzoraka poreklom od kobila iz 5 opstina u Srbiji ukazuju na prisustvo T. equige-
nitalis kod jedinki razli¢itog uzrasta i rase (engleski punokrvnjak i lipicaner) pore-
klom iz razli¢itih gazdinstava sa podrugja Sapca. Navedeni nalaz je neophodno
pazljivo interpretirati imajuci u vidu da se radi o preliminarnom ispitivanju relativho
malog broja uzoraka. Medutim, dobijeni podaci ukazuju na prisustvo asimptomat-
ski inficiranih jedinki u populaciji konja u Srbiji kao i na znacaj primene molekular-
nih metoda prilikom vr§enja skrininga reproduktivnog zdravlja konja (Petry i sar.
2023; WOAH, 2022; Grabatin i sar. 2025). Nalazi dobijeni u okviru pilot studije iz
Hrvatske pokazuju sli¢ne podatke. Naime, izolacija uzro¢nika iz ukupno 12 uzora-
ka dala je negativne rezultate pri cemu su primenom PCR detektovane tri pozitiv-
ne jedinke (Stritof i sar. 2017). Imajuéi u vidu da je u sprovedenoj studiji kori§éen
standardni PCR protokol koji ne obezbeduje diferencijaciju Taylorella vrsta, na-
knadnom primenom sekvenciranja PCR produkata detektovana je jedna jedinka
pozitivna na prisustvo T. equigenitalis. U navedenom pogledu se upotrebom re-
al-time PCR metode skracuje vreme do dobijanja tacne dijagnoze i znac¢ajno olak-
Sava interpretacija rezultata. T. equigenitalis perzistira u genitalnom traktu asimp-
tomatski inficiranih zivotinja pri €emu narocito prilikom parenja dolazi do efikasne
transmisije izmedu jedinki (Perhari¢ i sar. 2013). U tom smislu, pastuvi predstav-
ljaju vazan rezervoar ovog uzroc¢nika sto je potrebno uzeti u obzir prilikom sprovo-
denja ispitivanja ¢ak i kada u populaciji ne postoji sumnja na ovo oboljenje (Zdovc
i sar. 2005; Stritof i sar. 2017; Grabatin i sar. 2025). Imajuéi u vidu da se testiranje
zivotinja na prisustvo uzro¢nika kontagioznog metritisa pre parenja u nasoj zemlji
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rutinski ne sprovodi, sistematsko ispitivanje briseva poreklom od pastuva bi dopri-
nelo boljem poznavanju epizootiolodke situacije i predstavljalo dobru osnovu za
kontrolu ovog oboljenja (Zdovc i sar. 2005; WOAH, 2022; Grabatin i sar. 2025).
Rezultati prikazani u naSem ispitivanju ne ukazuju direktno na visoku prevalenciju
T. equigenitalis u populacijama konja u Srbiji, ali opravdavaju sprovodenje studije
Sirih razmera zasnovane na primeni molekularnih metoda uz tipizaciju pozitivnih
uzoraka (Wasinski i sar. 2025). Uz to, literaturni izvori iz drugih evropskih zema-
lja prikazuju sporadi¢ne nalaze malog broja inficiranih jedinki i pojavu oboljenja
povezanu sa uvozom zivotinja (Zdovc i sar. 2005; Rocha, 2016; Wasinski i sar.
2025). Osim toga, podaci iz Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava pokazuju kako vestac-
ko osemenjavanje bez prethodne kontrole i transport jedinki imaju znacajan uticaj
na Sirenje kontagioznog metritisa Sirom zemlje (Erdman i sar. 2011). Imajuci u vi-
du preliminarne podatke dobijene u ovom ispitivanju, trebalo bi razmotriti sprovo-
denje programa testiranja konja pre parenja zasnovanog na real time PCR proto-
kolu koji obezbeduje diferencijaciju Taylorella vrsta uz molekularnu tipizaciju pozi-
tivnih uzoraka u cilju dobijanja detaljnije epizootioloSke slike (Wakeley i sar. 2006;
May i sar. 2016; May i sar. 2019; Kinoshita i sar. 2022; Mawhinney i Bollard, 2023;
Petry i sar. 2023; Grabatin i sar. 2025). Navedene aktivnosti obuhvataju potvrdu
pozitivnih nalaza i procenu perzistencije uzro&nika u ispitivanoj populaciji ponov-
lienim uzorkovanjem, uz strogu kontrolu preanaliticke faze (suvi brisevi, odrzava-
nje hladnog lanca tokom transporta, kratka elucija u PBS-u neposredno pre ek-
strakcije). Laboratorijska ispitivanja neophodno je sprovoditi validiranim metoda-
ma, uz odgovarajuce pozitivne i negativne kontrole, kako bi se smanijila verovat-
noca detekcije rezidualne DNK (Wakeley i sar. 2006; Mawhinney i Bollard, 2023;
WOAH, 2024). Pored toga, kada je izvodljivo, uz molekularnu dijagnostiku treba
primeniti i standardnu izolaciju uzro€nika, kako bi se potvrdila njegova vijabilnost
u ispitivanom materijalu (WOAH, 2022). Rezultati svih ispitivanja moraju biti izve-
Stavani do nivoa vrste u cilju razlikovanja T. equigenitalis i T. asinigenitalis, $to je
naroc€ito vazno za tumacenje rezultata ukoliko se vrSe ispitivanja u me$anim po-
pulacijama magaraca i konja (Wakeley i sar. 2006; Dorrego i sar. 2023).

ZAKLJUCAK

Nasi rezultati su u saglasnosti sa podacima drugih studija iz neposrednog
okruzenja ukazujuci da obe vrste roda Taylorella cirkuliSu u asimptomatski infi-
ciranim populacijama konja. Osim toga, potvrdena je i praktiCna primenljivost re-
al-time PCR metode za detekciju pozitivnih jedinki, Sto ide u prilog standardizaci-
ji dijagnostickog protokola koji se moze implementirati u program nadzora ovog
znacajnog oboljenja.
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