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UDK 616.24-002.636.4.09

ISPITIVANJE ZASTUPLJENOSTI POJEDINIH VRSTA
BAKTERIJA U PLU]IMA SVINJA SA PNEUMONIJOM*

INVESTIGATIONS OF REPRESENTATION OF CERTAIN BACTERIA

STRAINS IN LUNGS OF PIGS WITH PNEUMONIA

M. @uti}, V. Iveti}, O. Radanovi}, Jadranka @uti}, Dobrila Jaki}-Dimi},
B. Savi}, I. Pavlovi}, S. Stanojevi}**

Cilj istra`ivanja u ovom radu bio je da se izvr{i identifikacija i us-
tanovi incidencija pojedinih vrsta bakterija koje u~estvuju u etiopatoge-
nezi respiratornih infekcija svinja. Ukupno je ispitivanjem obuhva}eno
237 patoanatomski promenjenih plu}a uginulih svinja. Uzorkovanje je
vr{eno tokom poseta svinjarskim farmama, naj~e{}e u situacijama
kada je bilo neophodno re{iti nastale respiratorne infekcije. Uzorci su u
laboratoriji ispitivani na prisustvo bakterijskih uzro~nika primenom stan-
dardnih i komercijalnih metoda mikrobiolo{ke dijagnostike. U ove
svrhe uzorci su zasejavani na odgovaraju}e hranjive podloge (krvni
agar, MacConkey gara, hranjivi agar, BHI agar, Baird Parker agar). Za
primoizolaciju Actinobacillus pleuropneumoniae i Haemophilus para-
suis, kori{}eni su agar sa 5-10% ov~ije krvi i kultura soja Staphylococ-
cus aureus koja slu`i kao izvor V faktora, a za supkultivisanje ovih
uzro~nika kori{}en je ~okoladni agar sa PolyVitex-om. Kod izolovanih
bakterija nakon ispitivanja morfolo{kih i kulturelnih karakteristika iz-
vr{ena je biohemijska identifikacija primenom komercijalnih testova
BBL Crystal GP ID Kit, E/N ID Kit, Api 20 Strep i Slidex Staph Plus.

Od ukupno 237 pregledanih uzoraka plu}a iz 193 (81,43 %)
izolovano je 13 vrsta bakterija. Iz odgoja je pregledano 112 uzoraka
plu}a svinja od kojih je u 92 (82,14 %) ustanovljeno prisustvo bakterija,
dok je iz tova od 125 pregledanih plu}a, u 101 (80,8 %) uzorku us-
tanovljeno prisustvo bakterija. U spektru mikroorganizama iz plu}a do-
minirale su dve vrste bakterija: Pasteurella multocida (32,64%) i Actino-
bacillus pleuropneumoniae (29,02 %). Ukupno ove dve vrste bakterija
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~ine 61,66 % svih sojeva izolovanih u ~istoj kulturi. U~e{}e ostalih 11
vrsta bakterija kretalo se od 0,52 % do 9,84 %. Posmatrano po proizvod-
nim kategorijama, iz plu}a prasadi u odgoju naj~e{}e je izolovan Acti-
nobacillus pleuropneumoniae (26 izolata), a iz plu}a tovljenika Pas-
teurella multocida (43 izolata). Od ukupno identifikovanih 13 vrsta bak-
terija samo je njih 5 ustanovljeno u tovu, ali u istoj kategoriji i 4 od ukup-
no 5 otkrivenih slu~ajeva me{ane infekcije. U 16 (8,29 %) uzoraka
plu}a ustanovljena je me{ana infekcija bakterijama. U svakom od 5
slu~ajeva me{ane infekcije ustanovljeno je prisustvo Pasteurella mul-
tocida i/ili Actinobacillus pleuropneumoniae.

Klju~ne re~i: svinje, plu}a, bakterije

Najzna~ajniji problemi savremene svinjarske proizvodnje, vezani su
za oboljenja respiratornog sistema. Respiratorne infekcije svinja ra{irene su u ce-
lom svetu i nanose ogromne gubitke ovoj grani sto~arske proizvodnje (Gemus,
1996; Baker, 2000; Bochev, 2007; @uti} i sar., 2008). Karakteristika savremenog
na~ina proizvodnje je formiranje aglomeracija sa koncentracijom velikog broja
jedinki na malom prostoru. Posledica toga je svakodnevna produkcija velike
koli~ine gasova, vodene pare, toplote i ~estica bioaerosola, koji direktno uti~u na
promenu fizi~kog i hemijskog sastava vazduha u unutra{njosti objekta, a time i na
organizam `ivotinja (\or|evi} i sar., 2007). Posebno, takvi uslovi pogoduju respi-
ratornim patogenima i njihovom kontinuiranom odr`avanju visokog stepena viru-
lencije in vivo (Woeste i Grosse, 2007). Neizbe`no je ovde pomenuti i niz predis-
poniraju}ih faktora koji u~estvuju u pojavi i razvoju respiratornih infekcija. Obi~no
su to zna~ajne promene uslova sredine kao {to su zahla|enje, nagle promene
temperature, pove}ana vla`nost, prenaseljenost objekta, lo{i higijenski uslovi,
invadiranost parazitima i drugo, {to sve ukupno doprinosi razvoju bolesti. Rezultat
toga je ~e{}a pojava respiratornih infekcija ~ije je suzbijanje ote`ano, a na koje
uslovi dr`anja u velikim aglomeracijama imaju izrazito nepovoljan uticaj. Teh-
nolo{ki sistemi koji ne uklju~uju postupke sve unutra sve napolje (all-in/all-out), a
uklju~uju svinje sa raznih lokaliteta, uvode nazimice u uzgoj bez prethodne
zdravstvene kontrole i na taj na~in formiraju grupe razli~itog imunolo{kog statusa
~ime omogu}avaju inficiranje grla u zapatu brojnim patogenima (Gemus,1996).
Promene uslova sredine dovode do stresa, koji, isto kao i razli~iti infektivni agensi,
mogu zna~ajno da suprimiraju respiratorne odbrambene mehanizme kod svinja.
Tome svakako treba dodati i ~injenicu da na{e farme retko sprovode postupak
"odmor objekta", {to bi omogu}ilo minimalnu ekspoziciju endemski prisutnim pa-
togenima i time dovelo do razvoja i ujedna~avanja imunog statusa svih jedinki u
grupi.
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U savremenim sistemima uzgoja svinja, respiratorna bolest danas
predstavlja kompleks respiratornih bolesti svinja -PRDC ( Porcine respiratory dis-
ease complex, Baker, 2005). Navedenim nazivom, danas ~esto kori{tenim u
popularnim i nau~nim tekstovima, izra`ava se kompleksnost oboljenja nastalog
istovremenim delovanjem infektivnih agenasa i faktora sredine (Battrel, 2000; Bru-
guera i sar., 2006). Kompleks obuhvata vi{e bolesti koje se mogu javiti nezavisno
jedna od druge ili, {to se ~e{}e de{ava, da se razvija kombinovana infekcija u
~ijem nastanku u~estvuju 2, 3 ili vi{e infektivnih agenasa. Naj~e{}e PRDC nastaje
zajedni~kim delovanjem virusnih i bakterijskih patogena. Od virusnih patogena
naj~e{}e se pominju virus reproduktivnog i respiratornog sindroma svinja
(PRRSV), virus influence svinja (SIV), respiratorni korona virus (PRCV), virus Auje-
skijeve bolesti (PRV), citomegalo virus (PCMV) i cirko virus svinja tip 2 (PCV-2)
(Halbur, 1997; Battrel, 2000; Yamamoto, 2001; Iveti} i sar., 2005; Papatsiros i sar.,
2007). Patogene bakterije koje u~estvuju u nastanku PRDC su Mycoplasma hyo-
pneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Pas-
teurella multocida, Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, Actinobacillus
suis, Arcanobacterium pyogenes i Salmonella enterica subspecies enterica sero-
var Choleraesuis (Halbur, 1997; Honnold, 1999; Iveti} i sar., 2003; Baker, 2005;
@uti} i sar., 2007). Smatralo se, da neki od ovih mikroorganizama imaju primarnu,
a drugi sekundarnu ulogu u nastanku respiratornih infekcija svinja. Shodno tome,
izvr{ena je njihova podela na primarne virusne, primarne, oportunisti~ne i sep-
tikemi~ne bakterijske patogene (Halbur,1997) ili na primarne i sekundarne bak-
terijske uzro~nike (Honnold, 1999). Uvo|enjem novih metoda dijagnostike dolazi i
do promene u listi redosleda respiratornih patogena (Battrel, 2000; Baker, 2005).
Tako se u poselednje vreme navodi da od infektivnih agenasa, izrazito zna~ajna
uloga u etiopatogenezi respiratornih infekcija pripada virusu reproduktivnog i res-
piratornog sindroma svinja i M. hyopneumoniae (Yamamoto, 2001; Baker, 2005;
Bochev, 2007; Papatsiros i sar., 2007). O posebnom zna~aju ovih patogena
svedo~e rezultati sprovedenih istra`ivanja i u na{im zapatima svinja (Radoji~i} i
sar., 2007; @uti} i sar., 2008; Lupulovi} i sar., 2008). Karakteristi~no je da se mnogi
od respiratornih patogena mogu pojaviti kao samostalni uzro~nici, ili {to je ~e{}a
pojava, me|usobno udru`eni u sinergisti~kom delovanju. Njihova ra{irenost i
u~estalost pojavljivanja varira, kako od zapata do zapata tako i unutar samog za-
pata zavisno od tehnolo{ko-proizvodne grupe. Mnogi od navedenih patogena
mogu se na}i istovremeno i uzastopno u istim uzgojima svinja. To je pored nave-
denog i razlog da njihova klasi~na podela na primarne (oni koji su sposobni da
sami izazovu bolest ) i sekundarne (koji izazivaju bolest udru`eni sa drugim pato-
genima ili predisponiraju}im faktorima) respiratorne patogene nije uvek potpuno
prihvatljiva (Gagr~in i Do{en, 2004). Tim pre, ako se zna da neki ranije ozna~eni
kao sekundarni patogeni, kao {to je Pasteurella multocida, mogu samostalno da
izazovu oboljenje i tada se smatraju primarnim patogenom (Meeuwse i sar., 2002;
Davies i sar., 2003). Va`no je radi dijagnostike napomenuti da je interakcija pato-
gena veoma kompleksna i da svaki od njih samostalno, u sinergizmu ili kompeti-
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ciji izaziva odre|enu manifestaciju PRDC. Sve pomenuto ~ini kontrolu respirator-
nih infekcija vrlo slo`enom, ~esto u na{im uslovima i te{ko re{ivom.

Kao materijal za ispitivanje kori{}ena su makroskopski promenjena
plu}a uginulih svinja poreklom sa 4 farme. Ukupno je bakteriolo{ki pregledano
237 uzoraka plu}a svinja iz kategorija odgoja i tova. Uzorkovanje je izvr{eno
vi{ekratnim posetama svinjarskim farmama, u situacijama kada je bilo neo-
phodno re{iti postoje}e zdravstvene probleme. Naj~e{}e je ta problematika bila
vezana upravo za infekcije respiratornog sistema. Pored klini~kih opservacija re-
dovno je vr{ena obdukcija uginulih jedinki, a plu}a su uzorkovana za laborato-
rijske analize radi postavljanja etiolo{ke dijagnoze i odre|ivanja osetljivosti na
antibiotike izolovanih sojeva u uslovima in vitro.

Uzorci plu}a su uzimani od sve`ih le{eva, pakovani u obele`ene ste-
rilne kesice i u ru~nom fri`ideru transportovani do laboratorije. Uzorci su po
prijemu u laboratoriju zasejavani na agar sa 5–10 % ov~ije krvi, MacConkey agar i
hranjivi agar. Zasejane podloge inkubisane su na temperaturi od 37o C u aerob-
nim uslovima tokom 24–48 sati.

Izrasle kolonije su dalje kontrolisane mikro- i makroskopski i prema
suspektnosti na odre|enu vrstu, rekultivisane na odgovaraju}e hranjive podloge,
krvni agar, MacConkey agar, Baird Parker agar i BHI agar (BioMedics, HiMedia).
Za primoizolaciju Actinobacillus pleuropneumoniae i Haemophilus parasuis ko-
ri{}en je agar sa 5-10 % ov~ije krvi i soj Staphylococcus aureus kao izvor V faktora.
Zasejane podloge, po dve plo~e krvnog agara za svaki uzorak, inkubisane su na
temperaturi od 37o C, jedna plo~a u aerobnim uslovima, a druga u atmosferi 5-
10% CO2, tokom 24-48h. Kolonije suspektne na Actinobacillus pleuropneumoniae
i Haemophilus parasuis presejavane su na ~okoladni agar sa dodatkom PolyVitex-
a (bioMerieux). Za odre|ivanje biohemijske aktivnosti kori{}eni su komercijalni
testovi (bioMerieux, HiMedia). Identifikacija bakterija izvr{ena je na osnovu mor-
folo{kih, fiziolo{kih i kulturelnih osobina i biohemijske aktivnosti (Holt, 1994; Qi-
unn, 2002). Potvrda identifikacije izvr{ena je primenom BBL Crystal GP ID Kit, E/N
ID Kit, (Becton Dickinson), Api 20 Strep, Slidex Staph Plus (bioMerieux).

Iz 193 (81,43 %) od ukupno 237 bakteriolo{ki obra|enih uzoraka
plu}a svinja izolovano je 13 razli~itih vrsta bakterja. Od 237 bakteriolo{ki pre-
gledanih plu}a 112 uzoraka je bilo poreklom od svinja iz odgoja, a preostalih 125
od svinja iz tova. Od 112 ispitanih uzoraka iz odgoja, 92 (82,14%) su bila pozitivna,
dok je od 125 uzoraka iz tova 101 uzorak (80,8 %) dao pozitivan rezultat. Ovako vi-
sok procenat (81,43 %) pozitivnih nalaza rezultat je ~injenice da su za laborato-
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rijski pregled uzorkovana samo patoanatomski promenjena plu}a, ali istovre-
meno i potvrda o zna~ajnom u~e{}u bakterija u nastanku pneumonija svinja. U ta-
belama 1 i 2 prikazani su rezultati mikrobiolo{kih ispitivanja.

Tabela 1. U~estalost pojedinih vrsta bakterija izolovanih iz 193 uzorka plu}a svinja
Table 1. Incidence of certain bacteria strains isolated from 193 samples of pig lungs

Vrsta bakterija Broj Procenat

Pasteurella multocida 63 32,64

Actinobacillus pleuropneumoniae 56 29,02

Streptococcus spp. 19 9,84

Haemophilus parasuis 19 9,84

Arcanobacterium pyogenes 5 2,59

Actinobacillus suis 3 1,55

Bordetella bronchiseptica 3 1,55

Streptococcus suis 3 1,55

Mannheimia haemolytica 2 1,04

Staphylococcus aureus 1 0,52

Staphylococcus hyicus 1 0,52

Pseudomonas aeruginosa 1 0,52

Alysiella filiformis 1 0,52

Pasteurella multocida + Actinobacillus pleuropneumoniae 5 2,59

Pasteurella multocida +
Streptococcus spp. 4 2,07

Actinobacillus pleuropneumoniae + Arcanobacterium pyogenes 3 1,55

Pasteurella multocida + Arcanobacterium pyogenes 2 1,04

Pasteurella multocida + Haemophilus parasuis 2 1,04

Ukupno: 193 100

U tabeli 1 prikazani su rezultati bakteriolo{kog pregleda plu}a, vrste i
u~estalost pojavljivanja bakterija u nastanku pneumonija svinja. U spektru mikro-
organizama koji su izolovani iz plu}a, dominirale su dve vrste bakterija: Pas-
teurella multocida sa 32,64 % koja daje karakteristi~an konfluentan rast kolonija
(slika 1) i Actinobacillus pleuropneumoniae sa 29,02 % kod koga je karakteristi~an
fenomen satelitizma (slika 2).
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Njihovo zajedni~ko u~e{}e u monogenim infekcijama iznosi 61,66%,
ako se tome doda i u~e{}e u me{anim infekcijama onda njihov udeo iznosi
69,95%. Visok procenat izolacije ove dve bakterijske vrste pokazuje da su one
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Slika 1. Pasteurella multocida – konfluentan rast kolonija na krvnom agaru /
Figure 1. Pasteurella multocida – confluent growth of colonies on blood agar

Slika 2. Actinobacillus pleuropneumoniae – rast kolonija uz liniju Staphylococcus aureus
(fenomen satelitizma) na krvnom agaru /

Figure 2. Actinobacillus pleuropneumoniae – colony growth along Staphylococcus aureus line
(satellite phenomenon) on blood agar



zna~ajni bakterijski patogeni u etiologiji pneumonija svinja, {to potvr|uju rezultati
Holka i saradnika (2004), koji su Pasteurella multocida izolovali u 44 %, a Actino-
bacillus pleuropneumoniae u 40,8 % slu~ajeva. Sli~ne rezultate o u~estalosti izola-
cije Pasteurella multocida od 31,16% bele`e Radanovi} i sar. (2008). Iste godine
Savi} i sar., (2008) izve{tavaju o incidenciji Pasteurella multocida u 32 %, Actino-
bacillus pleuropneumoniae u 28,5 %, Streptococcus spp u 12 % i Haemophilus
parasuis u 10 % slu~ajeva. Do{en i sar., (2007) tako|e konstatuju da je Pasteurella
multocida naj~e{}e izolovana bakterija iz respiratornog sistema svinja. Procenat
izolacije u njihovim istra`ivanjima bio je ne{to ni`i u odnosu na na{e rezultate i
iznosio je 24,47, dok je Mannheimia haemolytica izolovana u 2,10 % slu~ajeva, a u
na{im istra`ivanjima iz svega dva uzorka plu}a ili 1,04 %.

U na{im ispitivanjima identi~an procenat zastupljenosti od 9,84%
imale su vrste Streptococcus spp. i Haemphilus parasuis. Ni`i procenat zastuplje-
nosti od 2,59 % ustanovljen je za Arcanobacterium pyogenes. U~estalost od
1,55% ustanovljena je za Actinobacillus suis, Bordetella bronchiseptica i Strepto-
coccus suis, zatim sledi Manheimia haemolytica sa 1,04 %, a sa 0,52% zastuplje-
nosti su: Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Pseudomonas aerugi-
nosa i Alysiella filiformis. U 8,29% slu~ajeva ustanovljena je me{ana infekcija i to
slede}im redosledom: Pasteurella multocida/Actinobacillus pleuropneumoniae
2,59%, Pasteurella multocida/Streptococcus spp 2,07%, Actinobacillus pleuro-
pneumoniae/ Arcanobacterium pyogenes 1,55% i u istom procentu Pasteurella
multocida/Arcanobacterium pyogenes i Pasteurella multocida/Haemphilus para-
suis sa po 1,04 % zastupljenosti. Istra`uju}i slu~ajeve koinfekcije Choi i sar (2003)
su ustanovili da je pored infekcije virusom reproduktivnog i respiratornog sin-
droma, Pasteurella multocida utvr|ena u 10,4 %, Mycoplasma hyopneumoniae u
7% i Actinobacillus pleuropneumoniae u 6,2 % slu~ajeva. O u~estalosti izolovanih
bakterija iz plu}a zaklanih svinja izve{tavaju Kim i saradnici (1999). Prema njiho-
vim nalazima Pasteurella multocida je izolovana u 16,9 %, Streptococcus spp u
15,9 %, Arcanobacterium pyogenes u 6,0%, Actinobacillus pleuropneumoniae u
1,4%, Haemophilus parasuis u 1,0 % i Klebsiella pneumoniae u 0,5 % slu~ajeva. S
obzirom na podatak da je Streptococcus suis izolovan iz 7,5 % uzoraka, zna~ajno
je da se naglasi potencijalna opasnost od infekcije za ljude zaposlene u klanici.
Del Arco i saradnici (2008) su ustanovili Streptococcus suis i u klini~kim materi-
jalima poreklom od svinja u kojima je dominirao serovar 2 (61 %). Autori su Strep-
tococcus suis izolovali u najve}em procentu iz mozga (60,1 %), a zatim iz plu}a
(10,4 %). O prevalenciji infekcija koje izaziva Streptococcus suis izve{tavaju Mac-
Innes i saradnici (2008). Analiziraju}i nosne i briseve tonzila svinja od 50 pre-
gledanih uzgoja, u 49 uzgoja ustanovljene su infekcije u kojima je u~estvovao
Streptococcus suis, u 48 uzgoja Haemophilus parasuis i u 39 uzgoja Actinobacil-
lis pleuropneumoniae. Samo 3 izolata (1,55 %) Streptococcus suis u na{im is-
tra`ivanjima verovatno su rezultat niske zastupljenosti ovog uzro~nika u nastanku
respiratornih infekcija ovom bakterijom u na{im zapatima svinja.
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Tabela 2. U~estalost pojedinih vrsta bakterija izolovanih iz 193 uzorka plu}a svinja po
proizvodnim kategorijama svinja /

Table 2. Incidence of certain bacteria strains isolated from 193 samples of pig lungs according to
production categories of pigs

Vrsta bakterija Odgoj
broj

Tov
broj

Ukupno
broj

Pasteurella multocida 20 43 63

Actinobacillus pleuropneumoniae 26 30 56

Streptococcus spp. 12 7 19

Haemophilus parasuis 14 5 19

Arcanobacterium pyogenes 3 2 5

Actinobacillus suis 3 – 3

Bordetella bronchiseptica 3 – 3

Streptococcus suis 3 – 3

Mannheimia haemolytica 2 – 2

Staphylococcus aureus 1 – 1

Staphylococcus hyicus 1 – 1

Pseudomonas aeruginosa 1 – 1

Alysiella filiformis 1 – 1

Pasteurella multocida +
Actinobacillus pleuropneumoniae – 5 5

Pasteurella multocida + Streptococcus spp – 4 4

Actinobacillus pleuropneumoniae +
Arcanobacterium pyogenes – 3 3

Pasteurella multocida +
Arcanobacterium pyogenes – 2 2

Pasteurella multocida + Haemophilus parasuis 2 – 2

Ukupno: 92 101 193

U tabeli 2 prikazani su rezultati o u~estalosti izolacije pojedinih vrsta
bakterija po proizvodnim kategorijama. Prema navedenim rezultatima, naj~e{}e
izolovana bakterija iz plu}a prasadi iz odgoja je Actinobacillus pleuropneumoniae
(26 izolata), zatim sledi Pasteurella multocida (20), Haemophilus parasuis (14) i
Streptococcus spp (12). Iz plu}a tovljenika naj~e{}e je izolovana Pasteurella mul-
tocida (43 izolata), zatim Actinobacillus pleuropneumoniae (30 izolata), Strepto-
coccus spp (7 izolata) i Haemophilus parasuis (5 izolata). Od 13 vrsta izolovanih
bakterija iz plu}a svinja u odgoju, 4 vrste bakterija bile su zastupljene sa po jednim
izolatom: Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Pseudomonas aerugi-
nosa i Alysiella filiformis.

Od ukupno 13 vrsta identifikovanih bakterija samo je njih 5 ustanov-
ljeno kod tovljenika ali u istoj kategoriji i 4 od 5 slu~ajeva me{ane kulture bakterija.
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U 16 uzoraka plu}a (8,29 %) ustanovljeno je prisustvo po dva uzro~nika, od-
nosno me{ana kultura bakterija. U svakoj od me{anih infekcija ustanovljeno je
prisustvo Pasteurella multocida i/ili Actinobacillus pleuropneumoniae. Na osnovu
dobijenih rezultata mi{ljenja smo da je veoma zna~ajno identifikovati u~e{}e poje-
dinih patogena u etiopatogenezi respiratornih infekcija svinja, najpre radi sagle-
davanja postoje}e infekcije, a zatim i zbog preduzimanja mera i programa za
sprovo|enje terapije i preventive. U tom cilju, danas velika grupa eksperata u ce-
lom svetu posve}uje veliku pa`nju optimiziranju zdravstvenih mera i programa,
radi proizvodnje zdravih `ivotinja i njihovih proizvoda, ~ime se istovremeno osigu-
rava i za{tita zdravlja ljudi.

Analizom rezultata prikazanih u ovom radu mo`e se zaklju~iti:
1. Bakteriolo{kim ispitivanjima makroskopski promenjenih plu}a ug-

inulih svinja u 81,43% uzoraka ustanovljene su razli~ite vrste bakterija, {to ukazuje
na njihov zna~aj u etiopatogenezi respiratornih infekcija svinja.

2. Procenat pozitivnih uzoraka iznosio je u odgoju 82,14%, a u tovu
80,8 %.

3. Identifikovano je ukupno 13 vrsta bakterija, me|u kojima su domini-
rale Pasteurella multocida sa 32,64 % i Actinobacillus pleuropneumoniae sa
29,02% u~e{}a.

4. Incidencija preostalih 11 vrsta bakterija kretala se od 0,52 % do
9,84%.

5. Ustanovljena je razli~ita zastupljenost pojedinih vrsta bakterija u
proizvodnim fazama uzgoja. Iz 112 uzoraka plu}a prasadi iz odgoja, naj~e{}e je
izolovan Actinobacillus pleuropneumoniae (26 izolata), dok je iz 125 plu}a
tovljenika naj~e{}e izolovana Pasteurella multocida (43 izolata).

6. U 8,29 % uzoraka plu}a ustanovljene su me{ane kulture bakterija i
to prema vrstama bakterija u 5 razli~itih kombinacija. U svakoj od njih 5, us-
tanovljeno je prisustvo Pasteurella multocida i/ili Actinobacillus pleuropneumo-
niae.
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INVESTIGATIONS OF REPRESENTATION OF CERTAIN BACTERIA STRAINS IN
LUNGS OF PIGS WITH PNEUMONIA

M. @uti}, V. Iveti}, O. Radovanovi}, Jadranka @uti}, Dobrila Jaki}-Dimi}, B. Savi},
I. Pavlovi}, S. Stanojevi}

The objective of the investigations described in this paper was to carry out the
identification and to establish the incidence of certain strains of bacteria that take part in the
etiopathogenesis of pig infections. The investigations covered a total of 237 pathoanatomi-
cally altered lungs of expired pigs. Sampling was done during visits to pig farms, most often
in situations when it had been necessary to resolve occurring respiratory infections. The
samples were examined in a laboratory for the presence of bacterial causes using standard
and commercial methods of microbiological diagnostics. For this purpose, the samples
were sown on corresponding nutritive bases (blood agar, MacConkey agar, nutritive agar,
BHI agar, Baird Parker agar). For the primary isolation of Actinobacillus pleuropneumoniae
and Haemophilus parasuis, agar with 5-10% sheep’s blood was used and the culture of the
strain Staphylococcus aureus which serves as a source of V factor, and for subcultivation of
these causes, chocolate agar was used with PolyVitex. In the isolated bacteria, following in-
vestigations of morphological and culture characteristics, biochemical identification was
performed using the commercial tests BBL Crystal GP ID Kit, E/N ID Kit, Api 20 Strep and
Slidex Staph Plus.

From the total of 237 examined lung samples, 13 bacteria strains were iso-
lated from 193 samples (81.43%). Among breeding pigs, 112 lung samples were examined
and the presence of bacteria was established in 92 (82.14%), while the presence of bacte-
ria was established in 101 samples (80.8%) of 125 examined lung samples from fattening
pigs. Two bacteria strains were dominant among the spectrum of lung microorganisms:
Pasteurella multocida (32.64%) and Actinobacillus pleuropneumoniae (29.02%), or, these
two bacteria strains in total accounted for 61.66% of all strains isolated in pure culture. The
participation of the other 11 bacteria strains ranged from 0.52-9.84%. Observed according
to production categories, Actinobacillus pleuropneumoniae was most often isolated from
lungs of breeding pigs (26 isolates), while Pasteurella multocida was most often isolated
from the lungs of fattening pigs (43 isolates). Out of the totally identified 13 bacteria spe-
cies, only 5 were established in fattening pigs, but these animals were also found to have 4
of the total of 5 detected cases of mixed infection. Infection with mixed bacteria was estab-
lished in 16 lung samples (8.29%). The presence of Pasteurella multocida and/or Actinoba-
cillus pleuropneumoniae was established in each of the 5 cases of mixed infection.

Key words: pigs, lungs, bacteria
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ISPÀTANIE PREDSTAVLENNOSTI NEKOTORÀH VIDOV BAKTERIY V
L¥GKIH SVINEY S PNEVMONIEY

M. @uti~, V. Evti~, O. Radanovi~, Âdranka @uti~, Dobrila Âki~-Dimi~,
B. Savi~

CelÝ issledovaniÔ v Ìtoy rabote bìla, sover{itÝ idnetifikaciÓ i
ustanovitÝ incidenciÓ nekotorìh vidov bakteriy, u~astvuÓçie v Ìtiopatogeneze
respiratornìh infekciy sviney. Sovokupno ispìtaniem ohva~eno 237 patoana-
tomi~eski izmenënnìh lëgkih okoletìh sviney. Obraz~ikovanie sover{eno v
te~enie poseçeniy svinovod~eskim fermam, ~açe vsego v situaciÔh, kogda bìlo
neobhodimo re{itÝ voznik{ie respiratornìe infekcii. Obraz~iki v laborato-
rii ispìtanì na prisutstvie bakterialÝnìh vozbuditeley primeneniem standart-
nìh i kommer~eskih metodov mikrobiologi~eskoy diagnostiki. V Ìti celi obraz~i-
ki zaseivanì na sootvetstvuÓçie pitatelÝnìe sredì (kovÔnoy agar, MacConkey
agar, pitatelÝnìy agar, BHI agar, Baird Parker agar). DlÔ primoizolÔcii Actinobacil-
lus pleuropneumoniae i Haemophilus parasuis, polÝzovanì agar s 5-10% ove~Ýey
krovi i kulÝtura {tamma Staphylococcus aureus, slu`açaÔ kak isto~nik V faktora,
a dlÔ subkulÝtivirovaniÔ Ìtih vozbuditeley polÝzovan {okoladnìy agar s
PolyViteh-om. U izolirovannìh bakteriy posle ispìtaniÔ morfologi~eskih i kulÝ-
turalÝnìh harakteristik sover{ena biohimi~eskaÔ identifikaciÔ primeneniem
kommer~eskih testov BBL Crystal GP ID Kit, E/N ID Kit, Api 20 Strep i Slideh Staph Plus.

Iz sovokupno 237 osmotrennìh obraz~ikov lëgkih iz 193 (81,43%)
izolirovano 13 vidov bakteriy. Iz vìraçivaniÔ osmotreno 112 obraz~ikov lëgkih
sviney iz kotorìh v 92 (82,14%) ustanovleno prisutstvie bakteriy, poka iz ot-
korma ot 125 osmotrennìh lëgkih, v 101 (80,8%) obraz~ike ustanovleno prisut-
stvie bakteriy. V spektre mikroorganizmov iz lëgkih dominirovali dva vida bak-
teriy: Pasteurella multocida (32,64%) i Actinobacillus pleuropneumoniae (29,02%), ili
sovokupno Ìti dva vida bakteriy sostavlÔÓt 61,66% vseh {tammov, izolirovan-
nìh v ~istoy kulÝture. U~astie ostalÝnìh 11 vidov bakteriy dvigalosÝ ot 0,52%
do 9,84%. Smotreno po proizvoditelÝnìm kategoriÔm, iz lëgkih porosÔt v vìraçi-
vanii ~a{e vsego izlirovan Actinobacillus pleuropneumoniae (26 izolÔtov), a iz lëg-
kih otkormlennìh sviney Pasteurella multocida (43 izolÔta). Ot sovokupno identi-
ficirovannìh 13 vidov bakteriy tolÝko ih 5 ustanovleno v otkorme, no v takoy `e
kategorii i 4 iz sovokupno 5 otkrìtìh slu~aev sme{annoy infekcii. V 16 (8,29%)
obraz~ikov lëgkih ustanovlena sme{annaÔ infekciÔ bakteriÔmi. V ka`dom iz 5
slu~aev sme{annoy infekcii ustanovleno prisutstvie Pasteurella multocida i/ili
Actinobacillus pleuropneumoniae.

KlÓ~evìe slov: svinÝi, lëgkie, bakterii
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ANTIBAKTERIJSKO DELOVANJE I CITOTOKSI^NI EFEKAT
NATKRITI^NOG EKSTRAKTA TIMIJANA I EKSTRAKTA
TIMIJANA DOBIJENOG PROCESOM HIDRODESTILACIJE*

ANTIBACTERIAL EFFECT AND CYTOTOXIC EFFECT OF

SUPERCRITICAL EXTRACTION OF THYME AND THYME EXTRACT

OBTAINED THROUGH HYDRODISTILLATION PROCESS

D. Mi{i}, J. Ni{avi}, Irena @i`ovi}, Jasna Ivanovi}**

Ispitivanjem antibakterijskog delovanja natkriti~nog ekstrakta timi-
jana (TNKE) i ekstrakta timijana dobijenog hidrodestilacijom (THD) je
obuhva}eno 18 sojeva bakterija iz rodova Staphylococcus, Streptococ-
cus i Enterococus, uklju~uju}i sojeve MRSA, sojeve VRE kao i referen-
tne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959, S.au-
reus ATCC 11632 i S.aureus ATCC 25923. Antibakterijsko delovanje ek-
strakata timijana ispitivano je primenom mikrodilucione metode u bu-
jonu, a citotoksi~ni efekat ekstrakata timijana ispitivan je na }elijskoj
liniji VERO. Dobijene vrednosti MIC THD ekstrakta kretale su se od
160 �g/mL do 1280 �g/mL za sve sojeve bakterija obuhva}ene ispitiva-
njem. Dobijene vrednost MIC TNKE ekstrakta iznosile su 1280 �g/mL
do >2560 �g/mL za sve ispitivane sojeve osim za 1 soj S. intermedius
od 320 �g/mL. Citotoksi~ni efekat na }elijskoj liniji VERO ispitivani ek-
strakti su ispolji u koncentracijama vi{im od 40 �g/mL.

Klju~ne re~i: ekstrakti, timijan, antibakterijsko delovanje, citotoksi~ni
efekat

Iako se danas na tr`i{tu lekova u svetu na raspolaganju nalazi preko
200 vrsta antibiotika i hemioterapeutika uklju~uju}i 50 vrsta penicilina, 70 vrsta ce-
falosporina i 20 vrsta hinolona, problem multirezistencije bakterija na antibiotike je

17

Uvod / Introduction

ORIGINALNI RAD – ORIGINAL PAPER

* Rad primljen za {tampu 24. 04. 2009. godine
** Dr sci. med. vet. Du{an Mi{i}, docent, dr sci. med. vet. Jakov Ni{avi}, asistent, Katedra za

mikrobiologiju, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu; dr sci. Irena @i`ovi},
docent, mr sci. Jasna Ivanovi}, istra`iva~ saradnik, Katedra za organsku hemijsku tehnolo-
giju, Tehnolo{ko-metalur{ki fakultet, Univerzitet u Beogradu



na vrhuncu aktuelnosti. Tokom 2001. godine samo u SAD je proizvedeno 24,6
miliona kilograma antibiotika za upotrebu u sto~arskoj proizvodnji i veterini i pri-
bli`no 3 miliona kilograma za upotrebu kod ljudi (Aarestrup, 2005). Ovako obimna
proizvodnja i potro{nja antibiotika dovela je do pogor{anja problema rezistencije
bakterija i pojave sojeva patogenih bakterija koji su rezistentni na gotovo sve anti-
biotike. Takvi, multirezistentni sojevi svakodnevno se umno`avaju i naseljavaju
farme, bolnice i druge ekolo{ke ni{e i {irom sveta dovode do te{kih infekcija kod
`ivotinja i ljudi, sa smrtnim ishodom. Sa druge strane, farmaceutska industrija u
poslednjih 20 godina nije proizvela nijedan novi takozvani blockbuster antibiotik
{irokog spektra delovanja koji bi bio namenjen za {iroku upotrebu u humanoj i
veterinarskoj medicini (Nordmann, 2007). Postoji nekoliko razloga za krizu u pro-
izvodnji novih klasa antibiotika. Najpre, nisu otkrivene nove supstancije koje imaju
visoku selektivnu toksi~nost i stoga se, uprkos dobrom antibakterijskom de-
lovanju, mnogi novi antibakterijski lekovi ne mogu upotrebiti u klini~koj praksi jer
deluju toksi~no na }elije doma}ina. Zatim, pretklini~ka i klini~ka ispitivanja novih
antibiotika traju nekoliko godina, pa ~ak i decenija, veoma su skupa i neizvesna
pa se postavlja pitanje isplativosti proizvodnje novih antibiotika. I na posletku, da
bi se novi antibiotik plasirao na tr`i{te potrebno je pokrenuti ogromnu vi{e-
godi{nju marketin{ku kampanju kako bi novi preparat do{ao do potro{a~a. Stoga
su u poslednjih deset godina u svetu sve aktuelnija ispitivanja antibakterijskog de-
lovanja neantibiotskih supstancija uklju~uju}i i biljne ekstrakte, a u cilju pron-
ala`enja novih sredstava u borbi protiv infekcija izazvanih multirezistentnim soje-
vima bakterija.

Ekstrakcija aktivnih supstanci iz biljnog materijala uz primenu nat-
kriti~nih fluida (NKE) je metod razvijen poslednjih decenija dvadesetog veka koji
ima brojne prednosti u odnosu na tzv. konvencionalne metode. Natkriti~na ek-
strakcija se vr{i fluidima koji se nalaze u ugu{}enom stanju na temperaturi iznad
svoje kriti~ne temperature i pod pritiskom iznad svog kriti~nog pritiska. U ovom
stanju fluid se odlikuje velikom gustinom koja je bliska gustini te~nosti dok mu di-
fuzivnost ostaje velika i bliska difuzivnosti gasova. Ovakve osobine omogu}avaju
da natkriti~ni fluid lako prodire u biljni materijal i omogu}i ekstrakciju sekundarnih
biljnih metabolita. Nakon ekstrakcije vr{i se separacija fluida od ekstrakta tako {to
se sni`ava pritisak pri kome fluid prelazi u gasovito stanje. Na taj na~in se dobija
ekstrakt potpuno slobodan od tragova rastvara~a. Naj}e{}e primenljivan rast-
vara~ jeste ugljen-dioksid zbog povoljnih vrednosti temperature i pritiska kao nje-
govih kriti~nih parametara (31,8oC, 7,38 MPa) ali i zato {to je jeftin, lako dostupan i
nije toksi~an. Sa ugljen-dioksidom je mogu}e izvesti ekstrakciju na temperaturi
oko 40oC, ~ime se izbegava degradacija termolabilnih aktivnih komponenti.
Izborom pritiska (odnosno gustinom natkriti~nog fluida) menja se ekstrakciona
mo} natkriti~nog rastvara~a. Ni`i pritisci pogoduju izolaciji komponenata manje
molekulske mase, dok ekstrakcijom pri vi{im pritiscima u ekstraktu dominiraju
komponente ve}e molekulske mase. Na taj na~in je biranjem uslova ekstrakcije
(pritisak i temperatura) mogu}e dobiti ekstrakt sa maksimalnim sadr`ajem `elje-
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nih aktivnih supstanci. Jedini nedostatak primene NKE u industrijskim uslovima, u
odnosu na konvencionalne metode, jesu ve}a investiciona ulaganja u opremu
zbog rada na povi{enim pritiscima. Me|utim, sami tro{kovi proizvodnje su znatno
manji, proces je jednostavniji i energetski isplativiji, a dobijeni proizvod je kvalitet-
niji i ima ve}u cenu na tr`i{tu.

Stoga u poslednjih nekoliko godina u nau~noj i stru~noj javnosti vlada
veliko interesovanje za mogu}nost primene natkriti~nih ekstrakata biljaka kao no-
vih antimikrobnih sredstava ili kao aditiva hrani koji bi svojim prisustvom spre~ili
razmno`avanje prisutnih mikroorganizama, a time i kvar hrane (Burt, 2004). Osim
toga, smatra se da natkriti~ni ekstrakati nekih biljaka spre~avaju {irenje gena
rezistencije putem plazmida izme|u bakterija (Schelz, 2006). Najve}a prednost
primene NKE dobijenih natkriti~nom ekstrakcijom u odnosu na ekstrakte biljaka
dobijene drugim tehnolo{kim procesima jeste upravo odsustvo primesa organ-
skih rastvara~a (alkohola, etra, hloroforma, acetona, itd) koji su toksi~ni za
doma}ina i onemogu}avaju {iru primenu samih ekstrakata (Dorman i Deans,
2000). Sa druge strane, bez obzira na sve prednosti i kompleksniji sastav ek-
strakata dobijenih natkriti~nom ekstrakcijom kao i njihovu veliku tehni~ku ~isto}u,
rezultati jednog broja istra`ivanja su pokazali da navedeni ekstrakti mogu imati
slabije antibakterijsko delovanje u odnosu na ekstrakte dobijene drugim teh-
nolo{kim procesima.

S obzriom na to da je u prethodnim ispitivanjima antibakterijske aktiv-
nosti natkriti~nih ekstrakata nekih biljaka u na{oj zemlji otkriveno solidno antibak-
terijsko delovanje tih ekstrakata na gram-pozitivne bakterije (Mi{i} i sar., 2008;
Gli{i} i sar., 2007) i u ovo ispitivanje uklju~ene su gram-pozitivne bakterije i to stafi-
lokoke, streptokoke i enterokoke kao ~esti uzro~nici lokalnih i sistemskih gnojnih
infekcija ljudi i `ivotinja koji lako sti~u rezistenciju na antibiotike.

Danas najve}u zabrinutost u humanoj i veterinarskoj medicini izazi-
vaju takozvani MRSA sojevi stafilokoka (meticilin rezistentni Staphylococcus au-
reus) i sojevi VRE (vankomicin-rezistentne Enterococcus vrste) koje su rezistentne
na ve}inu postoje}ih antibiotika i dovode do izrazito te{kih i ~esto smrtonosnih in-
fekcija kod ljudi (Duquette, 2004; Vengust, 2006). Prisustvo MRSA i VRE sojeva
predstavlja gotovo nere{iv problem u humanoj medicini ali i ozbiljnu pretnju u ve-
terinarskoj medicini zbog mogu}nosti nastajanja i preno{enja sojeva MRSA i VRE
sa `ivotinja na ljude. Sojevi MRSA prevashodno nastaju u bolnicama s obzirom na
to da su bolnice specifi~ne ekolo{ke ni{e u kojima su bakterije konstantno
izlo`ene delovanju velikog broja antibiotika. Po~etkom 2000. godne do{lo je do
pro{irivanja sojeva MRSA iz bolnica na civilno stanovni{tvo zahvaljuju}i takozva-
nim asimptomatskim nosiocima sojeva MRSA. Za razliku od toga, sojevi VRE nas-
tajali su prevashodno kod `ivotinja na farmama, jer su farme, sli~no bolnicama,
tako|e ekolo{ke ni{e u kojima se bakterije intenzivno izla`u delovanju antibiotika.
Ta~nije, u istra`ivanjima 1997. godine na jednoj farmi `ivine u Danskoj, prvi put je
otkrivena direktna veza izme|u avoparcina – glikopeptidnog antibiotika kori{}e-
nog kao promotera rasta i pojave vankomicin rezistentih sojeva Enterococcus
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vrsta (VRE) (Aarstrup, 2000). U tom istra`ivanju, ne samo {to je otkriven ovaj oblik
ukr{tene rezistencije nego je ustanovljeno i da se bez prethodnog {irenja gena
rezistencije, sojevi VRE poreklom iz creva svinja i `ivine tretiranih avoparcinom di-
rektno prenose na ljude, pse, ma~ke, mi{eve, ~ak i insekte i tako raznose na velike
udaljenosti da bi u direktnom kontaktu sa prijem~ivim ljudima izazivali ozbiljne in-
fekcije. Interesantno je da sojevi VRE kod `ivotinja kod kojih su nastali, kao i
uop{te u veterinarskoj medicini, za sada, ne dovode do zdravstvenih problema.
Ovi sojevi predstavljaju zdravstevnu opasnost samo u humanoj medicini, ali su `i-
votinje, kako je ve} re~eno, potencijalno opasni izvor ovih sojeva bakterija za
populaciju ljudi.

Materijal
Za ispitivanje antibakterijskog i citotoksi~nog delovanja kori{}eni su

ekstrakti timijana sa podru~ja ju`nog Balkana (berba 2006.) dobijeni procesom
natkriti~ne ekstrakcije (TNKE) i hidrodestilacije (THD).

Ispitivanjem je obuhva}eno 18 sojeva bakterija iz rodova Staphylococ-
cus, Streptococcus i Enterococus, uklju~uju}i sojeve MRSA, sojeve VRE i referen-
tne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959, S.aureus ATCC
11632 i S.aureus ATCC 25923. Svi ispitivani sojevi bakterija izolovani su iz uzoraka
briseva ko`e, o~iju i u{iju poreklom od pasa, ma~aka i ljudi obolelih od infekcije
ko`e i konjunktivitisa, osim jednog soja VRE koji je izolovan iz uzorka mozga ug-
inulog psa i jednog soja E.faecalis koji je izolovan iz uzorka jetre uginulog labora-
torijskog mi{a . Uzorci briseva dostavljani su na rutinsku mikrobiolo{ku analizu u
laboratoriju za bakteriologiju i mikologiju Katedre za mikrobiologiju Fakulteta ve-
terinarske medicine u Beogradu tokom 2007. i 2008. godine.

Za izolaciju i identifikaciju bakterija kori{}eni su krvni agar sa 6%
ov~ije krvi (bioMerieux), Columbia agar sa kolistinom i nalidiksi~nom kiselinom
(Becton Dickinson) i hranljivi bujon (BioLab). Za tipizaciju sojeva bakterija do vrste
upotrebljen je BBL Crystal gram positive id kit (Becton Dickinson). U cilju ot-
krivanja sojeva MRSA kori{}eni su antibiogram diskovi oksacilina koncentracije
1 �g i cefoksitina koncentracije 30 �g, a ispitivanje je vr{eno na Mueller Hinton
agaru (bioMerieux). Sli~no tome, u cilju otkrivanja sojeva VRE kori{}eni su antibio-
gram diskovi vankomicina koncentracije 30 �g (Becton Dickinson), tako|e na
Mueller Hinton agaru.

Antibakterijsko delovanje ekstrakata timijana ispitivano je u mikrotitra-
cionim plo~ama sa "U" dnom (Spektar) uz upotrebu Mueller Hinton bujona sa
korigovanom koli~inom jona kalcijuma i magnezijuma (Becton Dickinson) uz do-
datak indikatora 1,6% brom krezol ljubi~astog (Merck) u finalnoj koli~ini od
100 �L/100 mL podloge. Pre upotrebe ekstrakti TNKE i THD rastvarani su direktno
u DMSO (dimetilsulfoksid, Sigma). Suspenzija bakterija za inokulaciju pripemana
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je u sterilnom 0,85% rastvoru NaCl (Zorka), a finalna gustina inokuluma iznosila je
pribli`no 5 x 105 CFU/mL.

Citotoksi~ni efekat ekstrakata timijana (TNKE i THD) timijana u kon-
centracijama od 1280, 640, 320, 160, 80, 40, 20 i 10 �g/mL ispitivan je na }elijskoj
liniji VERO (}elije bubrega velikog zelenog afri~kog majmuna) u mikrotitracionim
plo~ama sa ravnim dnom (Spektar). Za ispitivanje citotoksi~nog delovanja ek-
strakti timijana su rastvarani u DMSO ~ija je koncentracija iznosila 16 �g/mL. ]e-
lijska linija VERO je odr`avana standardnom metodom tripsinizacije i subpasa`a-
ma. Kao hranljiva podloga za njihov rast kori{}ena je Eagle - MEM (Sigma) sa do-
datkom 10% fetalnog tele}eg seruma (Sigma) kao i 100 IU/ml penicilina (Sigma),
100 �g/ml streptomicina (Sigma) i 25 IU/ml nistatina (Sigma) radi spre~avanja
kontaminacije }elijskih linija bakterijama i gljivicama. Radi dobijanja subpasa`a,
}elijske linije su tripsinizirane kombinacijom tripsin-versena (Becton Dickinson).
Suspenzija tripsiniziranih }elija je razlivana u mikrotitracione plo~e sa ravnim
dnom i inkubisana na temperaturi od 36oC u atmosferi sa 5-10%CO2. Nakon do-
bijanja kontinuiranog rasta }elija na dnu mikrotitracione plo~e, vr{ena su dalja is-
pitivanja CTE ekstrakata.

Metode
Natkriti~na ekstrakcija timijana izvedena je na temperaturi od 40oC i

pritisku od 11,5 Mpa u prethodno opisanom (Zizovic i sar., 2007) laboratorijskom
postrojenju za NKE Autoclave Engineers SCE Screening System, sa ugljen-
dioksidom kao natkriti~nim fluidom. Hidrodestilacija timijana izvedena je u labora-
torijskoj aparaturi za hidrodestilaciju po Klevend`eru u trajanju od 4 sata.

Izolacija i identifikacija bakterija vr{ena je primenom konvencionalnih
mikrobiolo{kih metoda. Ispitivanje osetljivosti izolovanih sojeva Staphylococcus
vrsta na oksacilin u cilju otkrivanja sojeva MRSA, kao i Enterococcus vrsta na van-
komicin u cilju otkrivanja sojeva VRE, vr{eno je primenom disk difuzione metode
prema preporukama CLSI iz 2008. godine (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute, USA). Antibakterijsko delovanje ekstrakata timijana ispitivano je primenom
mikrodilucione metode u bujonu, tako|e na osnovu CLSI standarda iz 2008. go-
dine.

Citotoksi~ni efekat ekstrakata timijana u razli~itim koncentracijama
pra}en je pomo}u invertnog mikroskopa (Karl Zeiss) u razli~itim vremenskim in-
tervalima (2h, 4h i 24 h).

Rezultati ispitivanja antibakterijskog delovanja ekstrakata timijana pri-
kazani su u tabeli 1. Mo`e se uo~iti da je ekstrakt timijana dobijen procesom hidro-
destilacije (THD) imao zna~ajno ja~e antibakterijsko delovanje od natkriti~nog ek-
strakta timijana (TNKE).
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Dobijene vrednosti MIC THD ekstrakta kretale su se od 160 �g/mL do
1280 �g/mL za sve sojeve bakterija obuhva}ene ispitivanjem. Najja~e antibak-
terijsko delovanje sa vrednosti MIC od 160 �g/mL ispoljio je ekstrakt THD na 4
soja Staphylococcus vrsta i to Staphylococcus aureus ATCC 11632, dva soja
Staphylococcus intermedius poreklom od psa i ma~ke i 1 soj Staphylococcus epi-
dermidis poreklom od ma~ke. Ekstrakt THD je ispoljio i dobro antibakterijsko de-
lovanje sa vredno{}u MIC od 320 �g/mL za sve stafilokoke iz kategorije MRSA
obuhva}ene ovim ispitivanjem i to na 1 soj S.capitis poreklom od psa, na 2 soja
S.haemolyticus poreklom od psa i ma~ke i na 1 soj S.epidermdis tako|e porekom
od ma~ke. Ekstrakt timijana THD ispoljio je umereno jako antibakterijsko de-
lovanje na sojeve Enterococcus vrsta (uklju~uju}i i sojeve VRE) sa vrednostima
MIC od 640 �g/mL. Identi~nu vrednost MIC ekstrakt THD ispoljio je i na dva soja
Stahylococcus vrsta i to S.aureus ATCC 25923 i S.epidermidis poreklom sa ko`e
psa. Ekstrakt nije delovao na Streptococcus vrste uklju~ene u ovo ispitivanje, od-
nosno vrednosti MIC ekstrakata su iznosile >2560 �g/mL za ove sojeve bakterija.

Tabela 1. Rezultati antibakterijskog delovanja ekstrakta timijana dobijenih procesom
hidrodestilacije (THD) i natkriti~ne ekstrakcije (NKE)

Table 1. Results of antibacterial effect of thyme extract obtained by hydrodistillation process (THD) and
supercritical extraction (NKE)

Ispitivani soj i njegovo poreklo /
Examined strain and its origin

Vrednosti MIC u mg/mL /
MIC VALUE in µg/mL

Timijan HD /
Thyme HD

Timijan NKE /
Thyme NKE

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 1280 2560

Streptococcus agalactiae ATCC 27959 1280 2560

Streptococcus uberis – ko`a zamorca / guinea pig skin 1280 2560

S. equi ssp. Zooepidermicus – ko`a psa / dog skin 1280 2560

Enterococcus faecalis (VRE) – prepucijum psa / dog prepuce 640 2560

Enterococcus faecalis (VRE) – mozak psa / dog brain 640 2560

Enterococcus faecalis (VRE) – humani urin / human urine 640 1280

Enterococcus faecalis – jetra mi{a / mouse liver 640 2560

Staphylococcus aureus ATCC 11632 160 >2560

Staphylococcus aureus ATCC 25923 640 >2560

Staphylococcus intermedius – uho psa / dog ear 160 1280

Staphylococcus capitis (MRSA) – uho psa / dog ear 320 >2560

Staphylococcus haemolyticus (MRSA) – oko psa / dog eye 320 2560

Staphylococcus haemolyticus (MRSA) – nos psa / dog nose 320 2560

Staphylococcus epidermidis (MRSA) – ko`a ma~ke / cat skin 320 2560

Staphylococcus epidermidis – oko ma~ke / cat eye 160 1280

Staphylococcus intermedius – oko psa / dog eye 160 320

Staphylococcus epidermidis – ko`a psa / dog skin 640 1280
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Natkriti~ni ekstrakt timijana (TNKE) pokazao je dobro antibakterijsko
delovanje samo na 1 soj od svih sojeva uklju~enih u ispitivanje i to na soj S.inter-
medius izolovan iz oka psa sa dobijenom vredno{}u MIC od 320 �g/mL. Nat-
kriti~ni ekstrakt timijana (TNKE) nije pokazao antibaterijsko delovanje u primen-
jenim koncentracijama za ostale sojeve bakterija obuhva}ene ispitivanjem, jer su
dobijene vrednost MIC ovog ekstrakta iznosile 1280 �g/mL do >2560 �g/mL za
sve ostale ispitivane sojeve.

Rezultati citotoksi~nog delovanja ekstrakata timijana prikazani su u ta-
belama 2 i 3 kao i na slikama 1, 2 i 3. Najpre je ispitivan citotoksi~ni efekat rast-
vara~a za ekstrakte dimetilsulfoksida (DMSO) u koncentracijama od 1 �g/mL do
2560 �g/mL. Ispitivanjem je dobijena grani~na koncentracija DMSO od 16 �g/mL
koja nije ispoljila citotoksi~no delovanje na }elije VERO. Pre ispitivanja citotok-
si~nosti, ekstrakti timijana su rastvarani u podlozi za kulturu }elija Eagle MEM uz
dodatak 16 �g/mL DMSO. Interesantno je da je DMSO u koncentracijama ve}im
od 16 �g/mL pokazao citotoksi~ni efekat ve} posle 2 ~asa inkubacije na 37oC, dok
u koncentracijama od 16 �g/mL i ni`im nije ispoljio citotoksi~ni efekat ni posle
48 ~asova inkubacije.

Pra}enje pojave citotoksi~nog efekta ekstrakata timijana na VERO
}elijama vr{eno je mikroskopski posle 2, 4 i 24 ~asa. U prva 4 ~asa inkubacije nisu
se pojavile promene na VERO }elijama, a nakon 24 ~asa inkubacije ustanovljen je
jak citotoksi~ni efekat oba ispitivana ekstrakta (THD i TNKE) u koncentracijama od
80 �g/mL do 2560 �g/mL. Ispitivani ekstrakti u koncentracijama od 40 �g/mL i
ni`im nisu ispoljili citotoksi~no delovanje, odnosno }elije VERO ostale su nepro-
menjene i identi~nog izgleda kao i kontrole.

Tabela 2. Pra}enje citotoksi~nog efekta ekstrakta timijana THD na }elije VERO /
Table 2. Following cytotoxic effect of thyme extract THD on VERO cells

Vreme
o~itavanja /

Time of
reading

Ispitivane koncentracije u �g/mL /
Examined concentrations in µg/mL

2560 1280 640 320 160 80 40 20 10

2 h – – – – – – – – –

4 h – – – – – – – – –

24 h + + + + + + – – –

Tabela 3. Pra}enje citotoksi~nog efekta ekstrakta timijana TNKE na }elije VERO /
Table 3. Following cytotoxic effect of thyme extract TNKE on VERO cells.

Vreme
o~itavanja /

Time of
reading

Ispitivane koncentracije u �g/mL /
Examined concentrations in µg/gL

2560 1280 640 320 160 80 40 20 10

2 h – – – – – – – – –

4 h – – – – – – – – –

24 h + + + + + + – – –
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Slika 2. Izgled }elija VERO (citotoksi~ni efekat) u prisustvu ekstrakta timijana dobijenog
procesom natkriti~ne ekstrakcije (TNKE) u koncentraciji od 1280 �g/mL /

Figure 2. Appearance of VERO cells (cytotoxic effect) in presence of thyme extract obtained by supercritical
extraction process (TNKE) in concentration of 1280 µg/mL

Slika 1. Izgled }elija VERO (citotoksi~ni efekat) u prisustvu ekstrakta timijana dobijenog
procesom hidrodestlacije (THD) u koncentraciji od 1280 �g/mL /

Figure 1. Appearance of VERO cells (cytotoxic effect) in presence of thyme extract obtained by hydrodistil-
lation process (THD) in concentration of 1280 µg/mL

Slika 3. Izgled }elija VERO u kontrolama bez prisustva ekstrakata timijana /
Figure 3. Appearance of VERO cells in controls without presence of thyme extract



U ovom ispitivanju kori{~ena je mikrodiluciona metoda u bujonu za
odre|ivanje vrednosti MIC antibiotika prema preskripciji CLSI, 2008. Jedina modi-
fikacija metode odnosila se na to da su umesto antibiotika kori{}eni biljni ekstrak-
ti, ali procedura, princip metode kao i na~in pripremanja i vrste hranljivih podloga
nisu promenjeni.

Koekstrakcija smola i masnih ulja je jedna od ote`avaju}ih okolnosti u
ispitivanjima antimikrobnog delovanja natkriti~nih ekstrakata jer se oni ne rast-
varaju u vodi, a metode za odre|ivanje vrednosti MIC baziraju se na rastvaranju
supstancija ~ija se vrednost MIC ispituje u vodenim (te~nim) rastvorima odnosno
hranljivim podlogama. Pojedini autori preporu~uju zagrevanje hranljive podloge i
samih ekstrakata radi lak{eg rastvaranja, ali ta metoda rada nije primenjena s ob-
zirom na to da su mnogi sastojci ekstrakata termolabilni pa se raspadaju ili deak-
tiviraju na vi{im temperaturama. Stoga je kao rastvara~ bio kori{}en DMSO koji
nema antibakterijsko delovanje. Za potrebe ispitivanja antibakterijskog delovanja
ekstrakata timijana (THD i TNKE) kori{}en je nerazbla`eni DMSO.

Nije isklju~eno da su DMSO i ekstrakti timijana imali sinergisti~ko cito-
toksi~no delovanje na }elije VERO, tj postoji mogu}nost da bi ~isti, nerastvoreni
ektrakti imali slabiji citotoksi~ni efekat bez prisustva DMSO, me|utim, za sada se
ova pretpostavka ne mo`e proveriti jer ekstrakte timijana, kako THD tako i TNKE
nije mogu}e razbla`ivati do ispitivanih koncentracija ukoliko se prethodno ne rast-
vore u DMSO.

Iz prikazanih rezultata mo`e se uo~iti da su ekstrakti timijana imali cito-
toksi~ni efekat na }elijama VERO u koncentracijama od 80 �g/mL i vi{e dok je u
antibakterijskim ispitivanjima najmanja dobijena vrednost MIC ovih ekstrakata
iznosila 160 �g/mL. Druga~ije re~eno, ekstrati timijana u koncentracijama
160 �g/mL i vi{im ne mogu biti primenjeni u klini~koj terapiji infekcija izazvanih
stafilokokama, streptokokama i enterokokama iako su pokazali dobro antibak-
terijsko delovanje naro~ito na stafilokoke, upravo iz razloga {to ovi ekstrakti imaju
citotoksi~ni efekat u svim koncentracijama koje odgovaraju dobijenim vredno-
stima MIC.

Zna~ajno je da se istakne da kao rastvara~ za biljne ekstrakte (uljane
supstancije) mo`e da se koristi i 1,2-propanediol (propilen glikol). Ova susptan-
cija tako|e pokazuje citotoksi~no delovanje na }elije VERO u odre|enim, manjim
koncentracijama, ali se uprkos tome u farmaceutskoj industriji koristi za rastvara-
nje uljanih lekovitih supstancija za primenu u veterinarskoj i humanoj medicini.
Me|utim, u preliminarnim ispitivanjima je ustanovljeno da se ekstrakti timijana
THD i TNKE zna~ajno bolje rastvaraju u DMSO nego u 1,2-propanediolu pa je
stoga u ovom ispitivanju kori{}en samo DMSO.
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Diskusija / Discussion



Ekstrakt timijana dobijen procesom hidrodestilacije (THD) ima jako do
umereno jako antibakterijsko delovanje na neke sojeve Stahylococcus i Entero-
coccus vrsta uklju~uju}i i sojeve MRSA i VRE. Ekstrakt timijana dobijen procesom
natkriti~ne ekstrakcije (TNKE) nije pokazao dobro antibakterijsko delovanje na
ve}inu ispitivanih sojeva bakterija osim na 1 soj Stahylococcus intermedius. Ispiti-
vani ekstrakti timijana nisu pokazali antibakterijsko delovanje na Streptococcus
vrste uklju~ene u ovo ispitivanje. Ispitivani ekstrakti timijana pokazali su jak cito-
toksi~ni efekat na }elije VERO u relativno niskoj koncentraciji od 80 �g/mL.
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ANTIBACTERIAL EFFECT AND CYTOTOXIC EFFECT OF SUPERCRITICAL
EXTRACTION OF THYME AND THYME EXTRACT OBTAINED THROUGH

HYDRODISTILLATION PROCESS

D. Mi{i}, J. Ni{avi}, Irena @i`ovi}, Jasna Ivanovi}

Investigations of antibacterial effect of supercritical extraction of thyme
(TNKE) and thyme extract obtained by hydrodistillation (THD) covered 18 bacteria strains
from the genuses Staphylococcus, Streptococcus and Enterococcus, including the strains
MRSA, the strains VRE, as well as the reference strains S.pyogenes ATCC 19615, S. agalac-
tiae ATCC 27959, S. aureus ATCC 11632, and S.aureus ATCC 25923. The anibacterial effect
of thyme extracts was examined using the microdillution method in bouillon, and the cyto-
toxic effect of thyme extract was examined on the VERO cell line. The obtained values for
MIC THD extract ranged from 160µg/mL to 1280µg/mL for all bacteria strains covered by
the investigations. The obtained values for MIC TNKE extract were 1280 µg/mL to
2560 µg/mL for all examined strains except for 1 strain of S. intermedius of 32 0 µg/mL. The
examined extracts revealed a cytotoxic effect on the VERO cell line in concentrations higher
than 40 µg/mL.

Key words: extracts, thyme, antibacterial effect, cytotoxic effect

ANTIBAKTERIALÃNOE DEYSTVIE I CITOTOKSI^ESKIY ÕFFEKT
NADKRITI^ESKOGO ÕKSTRAKTA TIMÃÂNA I ÕKSTRAKTA TIMÃÂNA,

POLU^ENNOGO PROCESSOM GIDRODISTILLÂCII

D. Mi{i~, Y. Ni{avi~, Irena @i`ovi~, Âsna Ivanovi~

Ispìtaniem antibakterialÝnogo deystviÔ nadkriti~eskogo Ìkstrakta
(TNKE) i Ìkstrakta timÝÔna, polu~ennogo gidrodistillÔciey (TGD) ohva~eno 18
{tammov bakteriy iz rodov Staphylococcus, Streptococcus i Enterococcus, vklÓ~aÔ
{tammì MRSA, {tammì VRE slovno i referentnìe {tammì S. pyogenes ATCC
19615, S. agalactiae ATCC 27959, S. aureus ATCC 11632 i S. aureus ATCC 25923. Anti-
bakterialÝnoe deystvie Ìkstraktov timÝÔna ispìtìvano primeneniem mikrodi-
lucionnogo metoda v bulÝone, a citotoksi~eskiy Ìffekt Ìkstraktov timÝÔna
ispìtìvan na kleto~noy linii VERO. Polu~ennìe stoimosti MIK TGD Ìkstrakta
dviglaisÝ ot 160 �g/ml do 1280 �g/ml dlÔ vseh {tammov bakteriy, ohva~ennìe
ispìtniem. Polu~ennìe stoimosti MIK TNKE Ìkstrakta sostavlÔli (v summe)
1280 �g/ml do >2560 �g/ml dlÔ vseh ispìtannìh {tammov krome za 1 {tamm S. inter-
medius ot 320 �g/ml. Citotoksi~eskiy Ìffekt na kleto~noy linii VERO ispì-
tìvanì Ìkstraktì proÔvili v koncentraciÔh vìs{im ot 40 �g/ml.

KlÓ~evìe slova: Ìkstraktì, timÝÔn, antibakterialÝnoe deystvie, citotoksi-
~eskiy Ìffekt
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HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS OF CHRONIC EXPOSURE
TO LEAD ON KIDNEYS OF BROWN TROUT

(SALMO TRUTTA M. FARIO) *

HISTOPATOLO[KI EFEKTI HRONI^NOG IZLAGANJA OLOVU NA

BUBREGE POTO^NE PASTRMKE (Salmo trutta m. Fario)

H. Be{irovi}, A. Ali}, S. Pra{ovi}, W. Drommer**

The aim of the present study was to investigate the histopathologi-
cal changes on the kidneys of the brown trout (Salmo trutta m. Fario) in-
flicted by per os lead poisoning in the 46-week experimental period.
The fish were kept in well-oxygenated freshwater basins. Approxi-
mately calculated toxic doses of lead-acetate for fish were 550 mg/kg.
Following the experimental period, fish organs, in particular kidneys,
were examined by light microscopy. Only fish with lesions observed in
kidneys were further examined by electron microscopy.

An accumulation of proteinaceous material in the glomeruli of the
kidneys, and thickening of the basal membrane were observed histopa-
thologically. This proteinaceous material was also observed in the lu-
mina of the kidney tubules. Electron microscopic examination com-
pletely supported this finding. Furthermore, to the authors' previous
knowledge, undocumented damage of the brush borders of the proxi-
mal kidney tubules was also observed.

Key words: Salmo trutta m. Fario, lead, poisoning, per os,
histopathology, kidneys

Lead is considered one of the most toxic heavy metals. Lead is pres-
ent everywhere and is used in industry, in almost all products, and through history
is one of the most commonly used materials. It is used in wine production for re-
duction of aroma and color. Today, this use is discontinued because of the health
risk. However, lead is still commonly used in the producution of many things, and
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lead-related contamination is a widespread issue. About 50% of lead today is
used as a major constituent of lead-acid batteries, as shielding material in the
electrical and phone industry, and as a pigment in the industry of paints for differ-
ent colors (Haschek et al., 2002b).

Lead levels in fresh waters are about 5 mg/L, and these levels have
greatly increased in the last 20 years. Major sources of lead are water distribution
systems, waste waters from different industrial facilities, automobile air emission
etc. Lead poisoning in fish is very rare. However, if it does occur it causes ischemia
and so called, erythrocytes basophilic granulation, that may be used in diagnos-
tics as the hematopoietic system is the primary site of lead toxicity. Furthermore,
lead may slow down or prevent the normal development of skeletal muscle stria-
tion, and provoke incoordination of muscular movements and colics (Kühnert,
1991).

Lead poisoning primarily causes changes in three organ systems: the
hematopoietic, the central nervous system and the urinary system. Ischemia
caused by inadequate hemoglobin synthesis, and increased erythrocyte hemoly-
sis is present evenly in acute and in chronic lead poisoning. Inadequate hemoglo-
bin synthesis results from damaged function of delta aminolevulin acid (ALK) early
in heme synthesis. The cause of increased hemolysis is less clear. It is assumed to
be the rupture of erythrocytes membranes related to accumulation of lead salts on
the erythrocytes. Appearance of spots in the erythrocytes is the characateristic of
lead poisoning (Robbinson, 1989).

Toxic effects of lead are connected with histopathologic and bioche-
mical changes due to its accumulation in the body. Lesions characterized with
disorders in neuron function are found in the brain. Lead causes changes in the
glia cells, and in the capillary walls as well. Also, changes can be found in kidneys
and liver where intracytoplasmic and intranuclear changes occur. Studies have
shown that no changes in the brain have been found in trouts exposed to lead
concentration of 200 mg/L, in a 32-week period. However, enlargement of the
nucleus, intracytoplasmic inclusions are possible changes in the liver of primarily
younger fish. These intracytoplasmic inclusions accumulate unevenly in the
apical portions of the kidney epithelial cells. Lead complexes with proteins are
also visible in the epithelial cells of the kidneys (Klobu~ar, 1993).

The early stage of the chronic lead poisoning is characterized by inter-
stitial fibrosis of kidney along with tubular atrophy without changes in the glom-
eruli. Later, glomerular hyalinization, tubular atrophy and thickening of the basal
membrane occur. Changes in the interstitium are first seen as edema and later
progress to chronic fibrosis and tubular atrophy. The kidneys appear smaller. Prin-
cipal changes in the tubular cells take place in mitochondria. Blood perfusion of
the kidney is also diminished (Cheville, 1994).

High concentration of lead results in the formation of intranuclear in-
clusions in the proximal tubular epithelial cells of the kidney, inhibits dehydratase
of delta aminolevulinic acid and causes renal edema (Ware, 1991).
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Experimental fish / Eksperimentalne ribe

Thirty specimens of one-year-old brown trout (Salmo trutta m. Fario) of
the average weight of 15 g, were put in a freshwater (hard water) with a water tem-
perature of 9 oC. The fish were kept in basins during a 46-week period and fed with
food pellets (at the beginning of the experiment with 2 mm Biomare granules later
to be changed to 3 mm granules). The fish were fed in compliance with the re-
quirements of a food ration of 2 % body weight/ day. The fish that had survived af-
ter 46 weeks were sacrificed and used in further investigation.

Lead analysis / Analiza olova

Following the extraction of the kidneys we used the standard atomic
absorption spectrophotometry (AAS) method (Perkin Elmer 3003 spectrometer),
to detect the content of lead (Pb).

Light microscopic study / Istra`ivanja svetlosnom mikroskopijom

Toluidine blue staining / Bojenje toluidin plavim

For the staining of semi-thin sections embedded in wax we used the
0.25 % toluidine blue solution. The sections stained with toluidine blue solution
were kept on a warm plate at a temperature of 70 to 80 oC. The duration of the
staining procedure, dependent on the material, ranged between 1/2 to 2 minutes.
Afterwards the sections were washed in distilled water, and dried on the micro-
scopic slides which were placed on a dry plate at a temperature of 70 to 80 oC.

Transmission Electron Microscopic Study /

Istra`ivanja transmisionom elektronskom mikroskopijom

The fish that had survived the experiment were quickly anesthetized
by triciane methane sulfonate for 2-3 min. The kidneys were rapidly removed and
routinely processed for transmission electron microscopic study.

The kidneys were cut into 1 mm pieces and fixed in 4% glutaraldehide
solution for 24 hours. One hour after initial fixation, rinsing in Cacodylated puffer
with a pH value of 7.2 was performed. After that the fixation was carried out again
in 1 % osmiumtetraoxide solution for 2 hours. Postfixed tissues were rinsed in
filtered water and dehydrated through a graded series of ethanol. Then they were
infiltrated with propylene oxide and embedded in Epon 812. Ultrathin sections
(0.5 - 1 �m) were cut by using a glass knife on an "Ultracut E Reichart – Jung" with
a thickness of 70 nm, collected on naked copper-meshed grids, and stained with
uranyl acetate and lead citrate. The sections were examined and viewed using a
Zeiss 10 C electron microscope operating at 50 kV.

31

Vet. glasnik 63 (1-2) 29 - 36 (2009) H. Be{irovi} et al.: Histopathological effects of chronic
exposure to lead on kidneys of brown trout (Salmo trutta m. Fario)

Materials and methods / Materijal i metode rada



Scanning electron microscopic study /

Istra`ivanja skening elektronskom mikroskopijom

The kidney fragments were fixed in 4% glutaraldehyde solution for 24
hours. One hour after fixation, multiple rinsing in Cacodylated puffer (pH 7.2) was
performed. After being fixed in 1% osmiumtetraoxide solution for 2 hours, the sec-
tions were dehydrated in a graded series of ethanol. Then the tissue pieces were
dried by the Critical Point method (model E 3000). Prior to final drying of sections
by the Critical Point method, it is necessary to keep them in acetic acid - amylace-
tate solution for two days. The coated specimens were examined by the scanning
electron microscope Zeiss under 15 kV.

Chronic Exposure / Hroni~no izlaganje

Fish in the control basin swam normally without any signs of abnor-
mality. Fish in the experimental basins did not show any abnormality either except
in the 23rd week when their swimming movements decreased, along with a
reduced feeding activity. Fish that died before the end of the experiment were also
investigated.

At the end of the experiment the average lead concentration in proxi-
mal kidney tubules was analyzed by the atomic absorption spectrophotometer,
and it amounted to 51 �g/g wet weight.

Histopathological observation / Histopatolo{ki nalaz

Transmission electron mycroscopy of epithelial cells did not show
degenerative changes, but round osmophilic particles of different size were
clearly visible in the apical portion in the cytoplasm of the epithelial cells of kydney
tubules. Single vacuoles were also noticable. The microvilli of epithelial cells sho-
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Rezultati / Results

Figure 1. TEM micrograph of the kidney tubule.
Epithelial cells contain single vacuoles (V)
in the apical sections and abundancy of os-
mophilic bodies (white arrow). There is a
great number of microvilli (MV) with tennis
racquet shaped tips (arrow) at the luminal
side (Tl) of the epithelial cells. 3150 X

Slika 1. TEM mikrofotografija bubre`nog kanali}a. Epitelne
}elije sadr`e pojedina~ne vakuole (V) u apikalnom delu
i dobro zastupljena osmiofilna tela{ca (bela stre-
lica).Vidi se veliki broj mikrovila (MV) sa vrhovima u
obliku teniskog reketa (strelica) na lumenskoj strani
(TI) epitelnih }elija. 3150 X



wed minor degenerative changes in the form of the tips' intumescence and
widening that looks like a tennis racquet (Figure 1. and 2.). Clear thickening of the
glomerular membrane caused by the lead ingestion is one of the characteristic
changes on the kidneys that we confirmed by electron microscopic examination.
Morphologicaly abnormal and immature erythrocytes were observed after
examination of the blood smears under the light microscope (Figure 4).
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Figure 4. Finding of immature and abnor
mal erythrocytes in the blood smear of
fish poisoned with lead. 400 X /

Slika 4. Nalaz nezrelih i abnormalnih eritrocita u
razmazu krvi ribe trovane olovom. 400 X

Figure 2. TEM micrograph of trans-section of the
tubule with abundancy of osmophilic gran-
ules (white arrow) and single vacuoles (V).
Widening of the tip of microvilli (MV) in the
form of tennis racquet is also visible (arrow).
Epithelial cells with prominent nucleus (N)
and thickened basal membrane (Bm). Tubu-
lar lumen (TL) contains vesicle like formation
(Sm). 5000 X

Slika 2. TEM mikrofotografija popre~nog preseka kanali}a sa
dobro zastupljenim osmiofilnim granulama (bela stre-
lica) i pojedina~nim vakuolama (V). [irenje vrha mik-
rovila (MV) u obliku teniskog reketa je takodje vidljivo
(strelica). Epitelne }elije sa jasno izra`enim jedrom (N)
i zadebljanom bazalnom membranom (Bm). Lumen
kanali}a (TL) sadr`i strukture sli~ne vezikulama (Sm).
5000 X

Figure 3. Normal blood smear of
the Salmon Trout. 400 X /

Slika 3. Normalan razmaz krvi pastrmke. 400 X



Clear thickening of the glomerular membrane caused by lead inges-
tion is one of the characteristic changes on the kidneys that we confirmed by elec-
tron microscopic examination (figure 1). Glomerular membrane thickening can
consequently progress to the hyalinization of the glomerular basal membranes,
also characteristic for the chronic lead poisoning. Haschek et al., (2002b) re-
ported that lead, above all, accumulates in the kidneys, ie. in the cytoplasm of api-
cal regions of the epithelial cells of kidney tubules, and these findings were also
confirmed by the results of our investigation, by means of a great number of vacu-
oles and osmophilic granules (Figures 1 and 2). We assume that these granules
might be lead in origin and that they are not transparent to electron rays.

Furthermore, in our investigation of experimental lead poisoning, we
found damages of the microvilli of proximal tubules epithelium in the form of a
confined widening that looks like the end of a tennis racquet. This change has not
yet been reported in literature (Figure 1). No definitive conclusion can be made in
regard of the mechanisms of development of these findings. Also, we could not
notice the degenerative changes in the epithelial cells of the kidney by electron
microscopic examination. Reports of Robbinson (1989), Franchini (1991) and
Cheville (1994), that lead causes changes in blood count such as appearance of
immature, abnormal erythrocytes, by influence on the enzymes that catalyze the
process of erythropoiesis, could also be confirmed by the results of our investiga-
tions (Figure 4).

Experimental lead poisoning of fish caused degenerative changes on
the microvilli of the epithelial cells of kidney tubules in the form of a tip confined
edema that looks like a tennis racquet. To our knowledge and available literature
this finding has not been reported so far.
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HISTOPATOLO[KI EFEKTI HRONI^NOG IZLAGANJA OLOVU NA BUBREGE
POTO^NE PASTRMKE (Salmo trutta m. Fario)

H. Be{irovi}, A. Ali}, S. Pra{ovi}, W. Drommer

Istra`ivane su patohistolo{ke promjene na bubrezima poto~ne pastrmke
(Salmo trutta m. Fario), koje su trovane eksperimentalno per os 46 sedmica olovom u
bazenima sa proto~nom vodom i slobodnim dotokom kiseonika. Orjentaciono izra~unate
toksi~ne doze za ribe olovo-acetata su 550 mg/kg. Nakon navedenog perioda organi riba,
naro~ito bubrezi bili su istra`ivani svjetlosno-mikroskopski i samo one ribe koje su svjet-
losno-mikroskopski pokazivale promjene na bubrezima bile su dalje elektronsko-mikro-
skopski istra`ivane.

Histopatolo{kom pretragom uo~eno je nakupljanje bjelan~evinastog materi-
jala u glomerulima bubrega i zadebljanje glomerularne membrane. Ovaj bjelan~evinasti
materijal ustanovljen je i u lumenu bubre`nih tubula. Elektronskomikroskopska istra`ivanja
su u potpunosti podr`ala ovaj nalaz, a pored toga na|eno je o{te}enje mikrovila epitela
proksimalnih tubula {to do sada nije bilo prikazano u literaturi.

Klju~ne rije~i: Salmo trutta m. Fario, olovo, trovanje, per os, histopatologija, bubrezi

GISTOPATOLOGI^ESKIE IZMENENIÂ NA PO^KAH RU^ÃEVOY FORELI
(Salmo trutta m. Fario) U HRONI^ESKOGO OTRAVLENIÂ SVINCOM

H. Be{irovi~, A. Ali~, S. Pra{ovi~, W. Drommer

Issledovanì patogistologi~eskie izmeneniÔ na po~kah ru~Ýevoy fo-
reli (Salmo trutta m. Fario), otravlivannìe ÌksperimentalÝno per os 46 nedelÝ svin-
com v basseynah s protekaÓçey vodoy i svobodnìm dote~eniem kisloroda. Orieti-
rovo~no vì~islennìe toksi~eskie dozì dlÔ rìb svinca acetat 550 mg/kg. Posle
privedÒnnogo perioda organì rìb, osobenno po~ki bìli issledovanì svetovo-
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mikroskopi~eski i tolÝko te rìbì, kotorìe svetovo-mikroskopi~eski pokazìvali
izmeneniÔ na po~kah bìli dalÝ{e Ìlektronno-mikroskopi~eski isledovanì.

Gistopatologi~ekim obsledovaniem zame~eno nakoplenie belkvogo
materiala v glomerulah po~ek i utolçenie glomerulÔrnoy membranì. Õtot belko-
vìy material ustanovlen i v lÓmene p~e~nìh trubo~ek. Õlektronnomikroskopi~e-
skie issledovaniÔ polnostÝÓ podder`ali Ìti rezulÝtatì, a pri Ìtom naydeno po-
vre`denie mikrovil ÌpiteliÔ proksimalÝnìh trubo~ek, ~to do sih por ne bìlo po-
kazano v literature.

KlÓ~evìe slova: Salmo trutta m. Fario, svinec, otravlenie, per os, gistopatologiÔ,
po~ki
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UPOREDNO ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI I SPECIFI^NOSTI
IMUNOENZIMSKE PROBE I TESTA INHIBICIJE

HEMAGLUTINACIJE U SEROLO[KOJ DIJAGNOSTICI
NEWCASTLE BOLESTI @IVINE*

COMPARATIVE INVESTIGATIONS OF SENSITIVITY AND SPECIFICITY

OF IMMUNOENZYME PROBE AND INHIBITION HEMAGGLUTINATION

TEST IN SEROLOGICAL DIAGNOSTICS OF NEWCASTLE DISEASE IN

POULTRY

N. Mili}, J. Ni{avi}, Marina Radoji~i}, M. [ekler, K. Matovi},
D. Vidanovi}**

Uporedno ispitivanje osetljivosti i specifi~nosti indirektne imu-
noenzimske probe - iELISA i testa inhibicije hemaglutinacije (HI testa) u
serolo{koj dijagnostici Newcastle bolesti `ivine vr{eno je kori{}enjem
uzoraka krvnog seruma nevakcinisane i vakcinisane `ivine. Primenom
imunoenzimske probe – iELISA ukupno je ispitano ~etrnaest uzoraka
krvnog seruma nevakcinisane `ivine, od kojih je devet bilo pozitivno na
prisustvo specifi~nih antitela protiv virusa Newcastle bolesti, dok su
dva uzorka bila sumnjiva, a kod tri uzorka nije ustanovljeno prisustvo
specifi~nih antitela. Ispitivanjem 82 uzorka krvnog seruma vakcinisane
`ivine na prisustvo specifi~nih antitela protiv virusa Newcastle bolesti,
utvr|eno je njihovo prisustvo kod 80 uzoraka seruma, dok je jedan uzo-
rak bio sumnjiv, a jedan negativan. Vrednosti titra specifi~nih antitela u
uzorcima krvnog seruma vakcinisane i nevakcinisane `ivine ustanov-
ljene primenom testa inhibicije hemaglutinacije (HI testa), kretale su
se od 1:2 do 1:32.

Klju~ne re~i: virus Newcastle bolesti, imunoenzimska proba - iELISA,
test inhibicije hemaglutinacije (HI test)
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Virus Newcastle bolesti pripada familiji Paramyxoviridae, podfamiliji
Paramyxovirinae i rodu Rubulavirus. Poseduje jednolan~ani molekul RNK koji je
sme{ten u nukleokapsidu ikosaedri~ne simetrije. Spolja{nji virusni omota~ –
peplos ima u svom sastavu dva glikoproteinska antigena, hemaglutininsko-neu-
raminidazni (HN) antigen i fuzioni. Hemaglutininsko – neuraminidazni antigen
omogu}ava vezivanje virusa za receptore na povr{ini }elije doma}ina, dok fuzioni
antigen omogu}ava pokretanje procesa fuzije spolja{njeg omota~a virusne ~es-
tice i citoplazmati~ne membrane }elije doma}ina. Virus Newcastle bolesti se od-
likuje znatnom varijabilno{}u u pogledu virulencije na osnovu ~ega je izvr{ena
klasifikacija sojeva virusa na velogene, mezogene i lentogene.

Virus Newcastle bolesti izaziva atipi~nu kugu `ivine. @ivina se inficira
preko kontaminirane hrane, vode i opreme koja se koristi za njen uzgoj. Inkuba-
cija traje prose~no oko pet dana. Virus Newcastle bolesti se veoma brzo {iri kroz
prijem~ivu `ivinu. U zavisnosti od vrste `ivine, imunolo{kog statusa jedinki, viru-
lencije i tropizma pojedinih sojeva virusa Newcastle bolesti, kod inficiranih `ivoti-
nja dolazi do razvoja razli~itih klini~kih simptoma (respiratornih, cirkulatornih, gas-
trointestinalnih i nervnih) atipi~ne kuge `ivine. Bolest mo`e da proti~e u perakut-
nom, akutnom, subakutnom i hroni~nom toku. U akutnom i subakutnom toku kod
obolele `ivine javlja se povi{ena temperatura, apati~nost, nakostre{enost perja,
ka{alj, ote`ano disanje i proliv sivozelene boje da bi posle 2 do 4 dana do{lo do
uginu}a obolelih jedinki. Kod hroni~nog toka bolesti, koji se uglavnom javlja kod
mladih ptica, javlja se apati~nost, ote`ano disanje i proliv sivozelene boje. Posle
dve do tri nedelje se kod obolele `ivine ispoljavaju znaci oboljenja nervnog
sistema u vidu manje`nog kretanja, a neke obolele `ivotinje le`e postrance, {to je
~esto pra}eno i povremenom pojavom konvulzija. U hroni~nom toku bolesti
smrtnost `ivine se kre}e od 10% do 60%.

Patoanatomskim nalazom kod ptica uginulih u akutnom toku boleti,
utvr|eno je prisustvo naslaga fibrina na tonzilama, otok sluzoko`e `lezdanog dela
`eluca, petehijalna krvavljenja na prelazu `lezdanog u mi{i}ni deo `eluca i pojava
difuznih difteroidnih naslaga na sluznici creva. Na sr~anom mi{i}u i to na peri-
kardu i epikardu uo~avaju su petehijalna krvavljenja. Promene na plu}ima su u
vidu plu}nog edema i kataralne pneumonije, dok se na jetri i bubrezima uo~avaju
znaci degenerativnih promena. Kod ptica uginulih nakon hroni~nog toka bolesti,
patoanatomskim nalazom su na mozgu i ki~menoj mo`dini ustanovljene hipere-
mi~ne promene, a na mo`danim ovojnicama petehijalna krvavljenja. Kod ljudi se
bolest ispoljava u vidu konjunktivitisa.

U cilju otkrivanja prisustva virusa Newcastle bolesti u ispitivanom ma-
terijalu, u laboratorijskim uslovima, koriste se testovi hemaglutinacije, inhibicije
hemaglutinacije i virus-neutralizacije, imunoenzimska proba - ELISA, test imuno-
fluorescencije i drugi. Imunoprofilaksa infekcije `ivine virusom Newcastle bolesti
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se sprovodi primenom `ivih vakcina pripremljenih od lentogenih ili mezogenih so-
jeva virusa i inaktivisanih vakcina.

Materijal / Material

Uzorci krvnog seruma `ivine / Poultry blood serum samples

Ukupno je ispitano 96 uzoraka krvnog seruma nevakcinisane i vakcini-
sane `ivine razli~itih starosnih i proizvodnih kategorija.

Dijagnosti~ki komercijalni kit za izvo|enje imunoenzimske probe – iELISA /
Diagnostic commercial kit for performing immunoenzyme probe – iELISA

U ispitivanjima je za izvo|enje imunoenzimske probe iELISA, kori{}en
komercijalni dijagnosti~ki antigenski ELISA kit – Newcastle Disease Virus (NDV-
Ab), Svanovir (Article number 10-1500-02), Svanova Biotech AB, Uppsala, [ved-
ska.

Referentni La Sota soj virusa Newcastle bolesti /

Reference La Sota strain of Newcastle disease virus

Za izvo|enje testa inhibicije hemaglutinacije (HI testa) kori{}en je ref-
erentni soj virusa Newcastle bolesti – La Sota, razre|en tako da sadr`i 4HJ/0,1mL.

Metode / Methods

Imunoenzimska proba - iELISA / Immunoenzyme probe – iELISA

Ispitivanje uzoraka krvnog seruma `ivine na prisustvo specifi~nih an-
titela protiv virusa Newcastle bolesti vr{eno je primenom indirektne imunoenzim-
ske probe – iELISA uz kori{}enje dijagnosti~kog komercijalnog antigenskog kita –
Newcastle Disease Virus (NDV-Ab), Svanovir (Article number 10-1500-02), Sva-
nova Biotech AB, Uppsala, [vedska, po proceduri propisanoj od strane pro-
izvo|a~a.

Test inhibicije hemaglutinacije (HI test) / Hemagglutination inhibition test (HI test)

U sve bazen~i}e mikrotitracione plo~e sipano je po 25 �L PBS-a, po-
sle ~ega je u prve bazen~i}e mikroplo~e pojedina~no dodavano po 25 �L ispitiva-
nih uzoraka krvnog seruma `ivine koji su prvo izme{ani sa rastvara~em PBS-om,
a zatim su u koli~ini od 25 �L preneti kroz naredna udubljenja mikroplo~e sa PBS-
om ~ime su dobijena razre|enja seruma od po~etnog 1:2 do 1:512. U sva udub-
ljenja je zatim dodato po 25 �L referentnog La Sota soja virusa Newcastle bolesti.
Poslednja tri bazen~i}a mikrotitracione plo~e slu`ila su kao kontrola virusa, kon-
trola eritrocita i kontrola seruma. Ovako pripremljene mikrotitracione plo~e su za-
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tim inkubisane u vremenskom periodu od 30 minuta na sobnoj temperaturi posle
~ega je u sve bazen~i}e mikrotitracione plo~e sipano po 50 �L 0,5% suspenzije
eritrocita koko{i. Posle 45 minuta inkubisanja uzoraka na sobnoj temperaturi,
o~itavani su rezultati.

Rezultati / Results

Ispitivanjem uzoraka krvnog seruma `ivine na prisustvo specifi~nih
antitela protiv virusa Newcastle bolesti primenom imunoenzimske probe – iELISA
(Tabela 1) i testa inhibicije hemaglutinacije (Tabela 2) dobijeni su slede}i rezultati:

Rezultati indirektne imunoenzimske probe – iELISA /
Results of indirect immunoenzyme probe – iELISA

1. Uzorci krvnog seruma doma}e nevakcinisane `ivine /
Blood serum samples of domestic non-vaccinated poultry

Od ukupno 14 (od 1 do 14) uzoraka krvnog seruma `ivine – devet uzo-
raka je bilo pozitivno na prisustvo specifi~nih antitela protiv virusa NDV, dva
uzorka su ozna~ena kao sumnjiva, dok su tri uzorka bila negativna (Tabela 1).

2. Uzorci krvnog seruma vakcinisanih brojlera /
Blood serum samples of vaccinated broilers

Od ukupno 82 uzorka krvnog seruma `ivine (od 15 do 96), 80 uzoraka
je bilo pozitivno na prisustvo specifi~nih antitela protiv virusa Newcastle bolesti, je-
dan uzorak je bio sumnjiv, a jedan negativan (Tabela 1).

Tabela 1. Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma na prisustvo specifi~nih antitela
protiv virusa Newcastle bolesti dobijeni primenom imunoenzimske probe - iELISA /

Table 1. Results of examinations of blood serum samples for the presence of specific antibodies against the
Newcastle disease virus obtained using the immunoenzyme probe – iELISA

1
+

9
+ -

17
+

25
+

33
+ -

41
-

49
+

57
+

65
+

73
+

81
+

89
+

2
+

10
+

18
+

26
+

34
+

42
+

50
+

58
+

66
+

74
+

82
+

90
+

3
-

11
+

19
+

27
+

35
+

43
+

51
+

59
+

67
+

75
+

83
+

91
+

4
+

12
+

20
+

28
+

36
+

44
+

52
+

60
+

68
+

76
+

84
+

92
+

5
-

13
+

21
+

29
+

37
+

45
+

53
+

61
+

69
+

77
+

85
+

93
+

6
-

14
+

22
+

30
+

38
+

46
+

54
+

62
+

70
+

78
+

86
+

94
+

7
+

15
+

23
+

31
+

39
+

47
+

55
+

63
+

71
+

79
+

87
+

95
+

8
+ -

16
+

24
+

32
+

40
+

48
+

56
+

64
+

72
+

80
+

88
+

96
+
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Rezultati testa inhibicije hemaglutinacije (HI testa) /

Results of hemagglutination inhibition test (HI test)

Tabela 2. Rezultati ispitivanja uzoraka krvnog seruma `ivine na prisustvo specifi~nih
antitela protiv virusa Newcastle bolesti dobijeni primenom testa inhibicije hemaglutinacije/

Table 2. Results of examinations of poultry blood serum samples for the presence of specific antibodies
against the Newcastle disease virus obtained using the hemagglutination inhibition test

1
1:4

9
1:2

17
1:32

25
1:2

33
1:8

41
1:2

49
1:2

57
1:2

65
1:16

73
1:2

81
1:4

89
1:8

2
1:8

10
1:2

18
1:8

25
1:16

34
1:8

42
1:2

50
1:2

58
1:4

66
1:8

74
1:8

82
1:2

90
1:16

3
1:4

11
1:2

19
1:8

27
1:8

35
1:2

43
1:2

51
1:2

59
1:32

67
1:8

75
1:2

83
1:4

91
1:16

4
1:2

12
1:2

20
1:2

28
1:2

36
1:4

44
1:2

52
1:4

60
1:16

68
1:4

76
1:2

84
1:2

92
1:8

5
1:2

13
1:2

21
1:4

29
1:2

37
1:2

45
1:2

53
1:2

61
1:32

69
1:8

77
1:2

85
1:2

93
1:4

6
1:2

14
1:4

22
1:2

30
1:2

38
1:2

46
1:4

54
1:4

62
1:2

70
1:16

78
1:2

86
1:4

94
1:2

7
1:4

15
1:2

23
1:2

31
1:8

39
1:2

47
1:2

55
1:2

63
1:32

71
1:16

79
1:2

87
1:8

95
1:2

8
1:2

16
1:2

24
1:4

32
1:4

40
1:2

48
1:2

56
1:2

64
1:4

72
1:16

81
1:2

88
1:2

96
1:8

Sahle i sar. (2002) su potvrdili mogu}nost kori{}enja imunoenzimske
probe – ELISA radi otkrivanja prisustva i titra specifi~nih antitela protiv virusa New-
castle bolesti u ranim stadijumima infekcije `ivine ve{ta~ki inficirane navedenim
virusom, dok su Mohan i sar. (2006) pripremili antigenski kit za izvo|enje indirek-
tne imunoenzimske probe – iELISA u cilju odre|ivanja visine titra specifi~nih an-
titela u ispitivanim uzorcima krvnog seruma `ivine. Isti uzorci krvnog seruma su is-
pitivani na prisustvo specifi~nih antitela i primenom testa inhibicije hemaglutina-
cije. Rezultati navedenih ispitivanja su potvrdili opravdanost {ire primene imu-
noenzimske probe – iELISA za brzu detekciji specifi~nih antitela protiv virusa New-
castle bolesti kao veoma osetljive i specifi~ne metode. Maas i sar. (2003) su pri-
menom vi{e metoda me|u kojima i imunoenzimske probe i testa inhibicije hema-
glutinacije, ispitivali korelaciju izme|u koncentracije antigena u inaktivisanoj ul-
janoj vakcini protiv virusa Newcastle bolesti i intenziteta imunolo{kog odgovora
imunizovanih jedinki. Rezultati ispitivanja su pokazali da je intenzitet za{titnog
imunog odgovora `ivine vakcinisane inaktivisanom uljanom vakcinom bio u vi-
sokoj korelaciji sa koncentracijom vakcinalnih antigena kori{}enih za imunizaciju.
Raghul i sar. (2006) su primenom testa inhibicije hemaglutinacije ispitivali koje
vrednosti titra specifi~nih antitela postignuti u krvnom serumu `ivine pru`aju efi-
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kasnu za{titu vakcinisanim `ivotinjama od infekcije reproduktivnog trakta virusom
Newcastle bolesti i ustanovili da visina titra specifi~nih antitela treba da iznosi
1:128 i vi{e, dok ni`e vrednosti vakcinalnog titra antitela od 1:32 i 1:64 imaju
za{titni karakter kod revakcinisanih jedinki.

Dobijeni rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost uporedne pri-
mene indirektne imunoenzimske probe – iELISA i testa inhibicije hemaglutinacije
(HI testa) kao veoma brzih, osetljivih i specifi~nih dijagnosti~kih metoda za ot-
krivanje prisustva i visine titra specifi~nih antitela protiv virusa Newcastle bolesti
kako u uzorcima krvnog seruma `ivine vakcinisane protiv virusa atipi~ne kuge
`ivine, tako i u uzorcima poreklom od nevakcinisanih `ivotinja.
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COMPARATIVE INVESTIGATIONS OF SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF IMMU-
NOENZYME PROBE AND INHIBITION HEMAGGLUTINATION TEST IN SEROLOGI-

CAL DIAGNOSTICS OF NEWCASTLE DISEASE IN POULTRY

N. Mili}, J. Ni{avi}, Marina Radoji~i}, M. [ekler, K. Matovi}, D. Vidanovi}

Comparative investigations of the sensitivity and specificity of the indirect im-
munoenzyme probe – iELISA and the hemagglutination inhibition test (HI test) in serologi-
cal diagnostics of the Newcastle disease in poultry were carried out using samples of blood
serum taken from non-vaccinated and vaccinated poultry. A total of 14 samples of blood
serum from non-vaccinated poultry were examined using the immunoenzyme probe –
iELISA, and nine of these were found to be positive to the presence of specific antigen
against the Newcastle disease virus, while two samples were suspect, and no presence of
specific antibodies was established in three samples. Examinations of 82 samples of blood
serum from vaccinated poultry for the presence of specific antibodies against the Newcas-
tle disease virus established their presence in 80 serum samples, while one sample was
suspect and one sample was negative. The values of the titer of specific antibodies in blood
serum samples of vaccinated and non-vaccinated poultry established using the hemagglu-
tination inhibition test (HI test) ranged from 1:2 to 1:32.

Key words: Newcastle disease virus, immunoenzyme probe – iELISA, hemagglutination
inhibition test (HI test).

43

Vet. glasnik 63 (1-2) 37 - 44 (2009) N. Mili} i sar.: Uporedno ispitivanje osetljivosti i
specifi~nosti imunoenzimske probe i testa inhibicije hemaglutinacije u serolo{koj...

ENGLISH



SRAVNITELÃNOE ISPÀTANIE ^UVSTVITELÃNOSTI I SPECIFI^NOSTI
IMMUNOÕNZIMNOY PROBÀ I TESTA TORMO@ENIÂ GEMAGGLÁTINACII V
SEROLOGI^ESKOY DIAGNOSTIKE NÃÁKASLA BOLEZNI DOMA[NIH PTIC

N. Mili~, Y. Ni{avi~, Marina Radoi~i~, M. [ekler, K. Matovi~,
D. Vidanovi~

SravnitelÝnoe ispìtanie ~uvstvitelÝnosti i specifi~nosti kosven-
noy immunoÌnzimnoy probì iELISA testa tormo`eniÔ gemagglÓtinacii (GT testa) v
serologi~eskoy diagnostike NÝÓkasla bolezni doma{nih ptic sover{eno polÝzo-
vaniem obraz~ikov krovÔnogo seruma nevakcinirovannìh i vakcinirovannìh do-
ma{nih ptic. Primeneniem immunoÌnzimnoy probì - iElisa sovokupno ispìtano
~etìrnadcatÝ obraz~ikov krovÔnogo seruma nevakcinirovannìh doma{nih ptic, iz
kotorìh devÔtÝ bìli polo`itelÝnìe na prisutstvie specifi~eskih antitel pro-
tiv virusa NÝÓkasla bolezni, poka dva obraz~ika bìli somnevatelÝnì, a u trëh
obraz~ikov ne ustanovleno prisutstvie specifi~eskih antitel. Ispìtaniem 82
obraz~ika krovÔnogo seruma vakcinirovannìh doma{nih ptic na prisutstvie spe-
cifi~eskih antitel protiv virusa NÝÓkasla bolezni, utver`deno ih prisutstvie
u 80 obraz~ikov seruma, poka odin obraz~ik bìl somnevatelÝnìm, a odin otri-
catelÝnìm. Stoimosti titra specifi~eskih antitel v obraz~ikah krovÔnogo se-
ruma vakcinirovannìh i nevakcinirovannìh doma{nih ptic ustanovlennìe prime-
neniem testa tormo`eniÔ gemagglÓtinacii (GT testa) dvigalisÝ ot 1:2 do 1:32.

KlÓ~evìe slova: virus NÝkasla bolezni, immunoÌnzimnaÔ proba - iELISA,
test tormo`eniÔ gemagglÓtinacii (GT test)
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UDK 57.083.3:612.63.03:636.2.09

PRIMENA ENZIMSKOG IMUNOTESTA ZA ODRE\IVANJE
KONCENTRACIJE PROGESTERONA U PUNOM KRAVLJEM

MLEKU*

APPLYING ENZYME IMMUNOTEST FOR DETERMINATION OF

PROGESTERONE CONCENTRATION IN WHOLE COW ’S MILK

A. Milovanovi}, M. Jovi~in, T. Barna, Sne`ana Golubovi}, V. Resanovi},
V. Rodi}, Smiljka Kitanovi}, M. Lazarevi}**

U ovom radu prikazani su rezultati primene na{eg novog enzim-
skog imunosorbent testa (EIA) za direktno odre|ivanje koncentracije
progesterona u punom mleku krava.

Testom su potvr|ene visoke koncentracije u mleku kod steonih
krava (13,16±13,29 ng/ml; n=10) i niske koncentracije kod nesteonih
krava (1,35±0,98 ng/ml; n=8).

Ovim progesteronskim testom se u uzorcima mleka mogu pouz-
dano pratiti variranja u koncentraciji progesterona po danima ciklusa
krava, ako se uzorci uzimaju svakog drugog dana. U radu su prikazani i
progesteronski profili steonih i nesteonih krava, kao i profili onih sa
poreme}enim ciklusom i sa gre{kom u osemenjavanju. Rezultati do-
bijeni EIA testom su upore|ivani sa rezultatima dobijenim komercijal-
nim RIA-progesteronskim setom iz uzoraka krvnog seruma.

Razlike u koncentraciji progesterona u 15 uzoraka mleka krava no-
voproizvedenim EIA testom i koncentraciji odre|ivanoj komercijalnim
EIA testom nisu bile statisti~ki zna~ajne (t-test: t-0,1144; p-0,9097).

U uzorcima mleka ~uvanim na temperaturi fri`idera (+4oC) konz-
ervisanim kalijum bihromatom (do 28. dana nakon mu`e) ustanovljene
su ni`e koncentracije progesterona za 25,90±15,47% (4,69±
2,90 ng/ml) u odnosu na koncentraciju na dan mu`e, {to u krajnjem is-
hodu ipak nije uticalo na dobijene klini~ke rezultate. Za primenu u EIA
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testu uzorci mleka sa konzervansom mogu se skladi{titi ~etiri nedelje u
fri`ideru.

Klju~ne re~i: progesteron, EIA, mleko, krave

Uspeh u reprodukciji zavisi od niza ~inilaca koji, na kraju mogu da
imaju dva mogu}a izlazna rezultata: uspeh – steona ili neuspeh – nesteona plot-
kinja. Reprodukcija u stadu zavisi od niza ~inilaca, kao {to su koli~ine proizvede-
nog mleka, ocene telesne kondicije, ishrane, uslova sme{taja, na~ina dr`anja,
postupaka u otkrivanju estrusa i poreme}enih ciklusa, gre{aka u rukovanju seme-
nom, tehnike osemenjavanja, vo|enja puerpuerijuma, stepena anga`ovanosti
radne snage itd. Pri tome, svaka, pa ~ak i mala gre{ka, mo`e da ima kumulativni
efekat na celokupnu reprodukciju stada. Zbog toga, {to ranija, pouzdana dijag-
noza steonosti, mo`e znatno da doprinese pobolj{anju reproduktivnih poka-
zatelja (Braun, 1986; Butler, 2001; Jovi~in i sar., 2003; Shresta i sar., 2004).

Odre|ivanje koncentracije progesterona u krvnoj plazmi ljudi i `ivoti-
nja zapo~eli su 1957. godine Short i saradnici (1957), a Robertson i Sarda (1971)
su detaljno analizirali promene u koncentaciji ovog hormona kod vi{e vrsta do-
ma}ih `ivotinja. Iste godine, Laing i Heap (1971) su dokazali da koncentracija pro-
gesterona u mleku proporcionalno sledi njegovu koncentraciju u krvnoj plazmi.
Od tada, brojni autori ukazuju na prednosti merenja koncentracije progesterona u
mleku u cilju monitoringa reproduktivnog statusa krava (Nakao i sar., 1983;
Wimpy i sar., 1986; Shrestha i sar., 2004).

Kontrola plodnosti krava i junica EIA testom za direktno odre|ivanje
koncentracije progesterona iz punog mleka i krvnog seruma je vrlo osetljiv i
prakti~an na~in monitoringa reprodukcije krava. Kontrola plodnosti krava na ovaj
na~in je privilegija samo malog broja razvijenih zemalja, upravo zbog pote{ko}a u
proizvodnji komponenata EIA testa dovoljne specifi~nosti i osetljivosti. Prema
dosada{njim rezultatima, institucije koje su u prilici da organizuju ispitivanja ove
vrste, uspe{nije se nose sa problemima steriliteta, naro~ito na farmama sa velikim
brojem mle~nih krava.

Uslu`ne komercijalne laboratorije u kojima se odre|uje koncentracija
progesterona najpre su zapo~ele sa radom sedamdesetih godina u Zapadnoj
Nema~koj (Hoffman, 1976) i Velikoj Britaniji (Booth, 1979) formiranjem centralnih
laboratorija u koje su pristizale na desetine hiljada uzoraka mleka godi{nje.

U na{oj zemlji objavljeno je nekoliko radova o odre|ivanju koncentra-
cije progesterona kod krava. Uglavnom je kori{}en radioimunolo{ki test (RIA)
(Kuzmanov i sar., 1981; Kova~evi} i sar., 1988; Vu~ko i Poto~njak, 1988; \ur|evi} i
sar., 1990), a u manjoj meri enzimski test (EIA) (\ur|evi} i sar., 1990; Vukovi} i sar.,
1991). Iako je RIA metod pouzdan i ta~an, postoji niz ograni~enja usled kori{}enja
radioaktivnih izotopa, cene ure|aja i problema odlaganja radioaktivnog otpada.
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Zbog toga se RIA metod koristi samo u institucijama koje ispunjavaju stroge nor-
mative bezbednosti, opremljenosti i kadrova.

Kvantitativni testov bazirani na EIA metodi pokazali su razli~ite i neko-
herentne rezultate (\ur|evi} i sar., 1990). U na{im uslovima, njihova upotreba je
ostala u domenu kontrole kvaliteta drugih komercijalnih semikvantitativnih testova
ili u sklopu kratkoro~nih projekata, bez tendencije da se progesteronski test
uvede kao redovna mera kontrole u reprodukciji krava. Komercijalno odre|ivanje
koncentracije progesterona u mleku krava uz formiranje centralne laboratorije u
koju bi se usmeravao ve}i broj uzoraka do sada nije za`ivelo u na{oj zemlji.

Cilj na{eg rada je bio ispitivanje mogu}nosti proizvodnje, uvo|enja i
komercijalng kori{}enja EIA testa (u daljem tekstu EIA-PRG) za direktno odre|i-
vanje koncentracije progesterona u punom mleku krava. Tehnika proizvodnje pro-
gesteronsog testa je savladavana u saradnji sa istra`iva~ima iz Japana (Depart-
man veterinarske medicine, Laboratorija za reprodukciju Poljoprivrednog fakul-
teta, Jamagu~i Univerzitet, Japan). Istra`ivanja su izvr{ena u dve faze u periodu
od januara 2005. godine do decembra 2007. godine.

I faza – terenski rad
1. Jednokratno uzorkovanje mleka i krvi krava od definisanih grupa

plotkinja (pouzdano steone i pouzdano nesteone krave u estrusu) (farme A i B).
2. Uzorkovanje mleka i krvi svakog drugog dana (13 uzoraka) u cilju

pra}enja polnog ciklusa i utvr|ivanja rezultata osemenjavanja – od 0. do 25. dana
ciklusa i definisanje grupa (steona/nesteona) (farma B).

II faza – laboratorijski rad
1. Formiranje EIA-PRG testa.
2. Merenje koncentracije progesterona u uzorcima mleka i seruma de-

finisanih grupa krava (pouzdano steone i pouzdano nesteone).
3. Provera EIA-PRG testa u uzorcima mleka i seruma krava uzetih sva-

kog drugog dana u cilju pra}enja polnog ciklusa i rezultata osemenjavanja. Rezul-
tati su upore|ivani sa rezultatima dobijenim RIA-PRG (RIA-progesteronskim tes-
tom proizvedenim u INEP-u, Zemun) iz uzoraka krvnog seruma.

Kontrola stabilnosti progesterona u mleku konzervisanog kalijum bi-
hromatom nakon 28 dana od uzimanja uzoraka, testiranjem sa EIA-PRG i kon-
trolom komercijalnim EIA OvuCheck® Milk testom (Biovet Inc., Kanada).
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Ogledne `ivotinje / Experimental animals

Ogled je sproveden na dve komercijalne farme u okolini Novog Sada
(farma A sa 200 krava na mu`i; farma B sa 150 krava na mu`i). Krave u ogledu su
dr`ane u vezanom sistemu i hranjene senom lucerke, sila`om kukuruza uz doda-
tak 5-7 kg koncentrata sa 16% sirovih proteina. Krave su bile u laktaciji od 60 do
180. dana i mu`ene su dva puta dnevno. Prose~na proizvodnja mleka na obe
farme, obra~unata na 305 dana laktacije, iznosila je oko 6500 kg. Na farmi A es-
trus je detektovan na osnovu spolja{njih znakova estrusa, dok je na farmi B estrus
otkrivan i rektalnim pregledom.

Klini~ka ispitivanja krava / Clinical examinations of cows

Pre uzimanja uzoraka krave u estrusu su rektalno pregledane radi
eliminacije plotkinja sa klini~kim znacima endometritisa. Provera steonosti izvr{e-
na je ultrazvu~nim aparatom Siui, Shantou, Kina upotrebom rektalne sonde od
7,5 MHz, 27-35. dana nakon osemenjavanja. Ovaj nalaz je ponovo potvr|en rek-
talnim pregledom 60. dana posle osemenjavanja.

Prikupljanje uzoraka mleka i krvnog seruma / Collecting samples of milk and blood serum

Na farmi A uzeto je 18 uzoraka punog mleka, pri ~emu je 10 krava bilo
steono (potvr|eno rektalnim pregledom sa � 60 dana steonosti), a od 8 krava
uzorci su uzimani na dan osemenjavanja (1. dan ciklusa), pre ve~ernje mu`e.
Uzorkovano je oko 8 ml mleka iz klini~ki zdravih ~etvrti u plasti~ne epruvete zapre-
mine 10 ml (Spektar, ^a~ak). Kao konzervans kori{}ene su tablete sa 3,3 mg kali-
jum-bihromata (Merck, Darmstadt, Nema~ka). Prvi mlazevi mleka iz svake ~etvrti
su odba~eni, a potom je namu`ena pribli`no jednaka koli~ina mleka iz svake
zdrave ~etvrti. Uzorci su ~uvani u fri`ideru na +4oC do momenta izvo|enja anali-
za.

Na farmi B, uzorci punog mleka uzimani su na po~etku ve~ernje mu`e
od 10 krava na dan osemenjavanja (1. dan ciklusa), a zatim svaki drugi dan jo{ 12
puta. Tako je poslednji uzorak uzet 25. dana od osemenjavanja. Uzorkovanje
mleka, njegovo konzervisanje i skladi{tenje je bilo istovetno kao sa uzorcima sa
farme A.

Uzorci krvi za odre|ivanje koncentracije progesterona tako|e su uzi-
mani 13 puta i to svaki drugi dan, zajedno sa uzimanjem mleka (neposredno po-
sle jutarnje mu`e) punkcijom v. coccigealis u vakutajnere zapremine 10 ml (BD
Vacutainer, Plymouth, UK). Sutradan, nakon izdvajanja seruma, odlivano je po
1 ml krvnog seruma u plasti~ne ependorf epruvete zapremine 1,5 ml, a uzorci su
~uvani na -20 oC do momenta izvo|enja analiza.

U drugom delu ogleda na farmi B, koncentracije progesterona u 15
uzoraka mleka paralelno je odre|ena sa EIA-PRG testom i komercijalnim EIA
OvuCheck® Milk testom (Kanada).
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Nakon 28 dana od prvog merenja, ura|ena je ponovna analiza istih
uzoraka istim testovima radi utvr|ivanja stabilnosti progesterona u uzorcima
mleka konzervisanih na temperaturi od +4 oC.

Izvo|enje enzimskog testa / Applying enzyme test

Priprema uzoraka: Uzorci mleka su zagrevani na temperaturi od 45oC
tokom 20 minuta u suvom termostatu, a zatim su homogenizovani pomo}u vor-
teks me{alice (EV-102, Tehtnica, @elezniki, Slovenija) tokom 30 sekundi. Iz tako
pripremljenih uzoraka, odlivano je po 20 µl u ependorf epruvete od 1,5 ml. Ova
koli~ina je razbla`ena sa po 780 µl fosfatnog pufera koji je sadr`avao 0,1%
gove|eg serum albumina, frakcija V (Sigma-Aldrich, Sent Louis, SAD). Na ovaj
na~in, uzorci mleka su bili ukupno razbla`eni 40 puta ~ime je neutralisan nepovo-
ljan uticaj mle~ne masti koja ote`ava o~itavanje reakcije. Ovim postupkom se
izbegava procedura obiranja mleka, test je tehni~ki jednostaviji i proceduralno
br`i, {to je bitno radi blagovremenog slanja rezultata na farmu.

Oblaganje plo~a: Mikrotitarske plo~e (Maxi-Sorb, Nunc, Roskilde,
Danska) su oblagane anti-kuni} IgG antitelima (MP Biomedicals Inc, Ohio, SAD) u
koncentraciji od 4 µg/ml sa po 100 µl po otvoru. Antitela su prethodno razbla`ena
u karbonatnom puferu (pH = 9,7). Mikrotitar plo~e pokrivene su lepljivom folijom i
inkubirane sa rastvorom antitela tokom 48 sati na sobnoj temperaturi, uz blago
me{anje na 300 obrtaja u minuti pomo}u termomiksera (Thermomixer comfort,
Eppendorf, Nema~ka).

Plo~e su zatim ispirane tri puta sa po 300 µl 0,9% rastvora NaCl po ot-
voru, pomo}u automatskog ispira~a plo~a (Assys Hitech, Austrija) i dobro su is-
tresene radi uklanjanja zaostale te~nosti iz otvora.

Blokiranje plo~a: Blokiranje nezasi}enih mesta na povr{ini otvora
plo~a je izvr{eno inkubiranjem sa 200µl rastvora za blokiranje po otvoru, tokom 2
sata na sobnoj temperaturi uz blago me{anje na 300 obrtaja u minuti.

Rastvor za blokiranje bio je 3% rastvor saharoze i 0,1% gove|eg se-
rum albumin u 0,05 M fosfatnom puferu pH 7,4. Zatim su plo~e ispirane 3 puta sa
po 300 �l fosfatnog pufera po komorici i ostavljene da se osu{e preko no}i. Uko-
liko plo~e nisu kori{}ene istog dana, bile su zapakovane u vakuumirane plasti~ne
folije i ~uvane u fri`ideru.

Testiranje uzoraka: U jedan niz otvora oblo`ene plo~e dodavano je po
50 µl rastvora standarda progesterona u koncentracijama od 0; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3
i 30 ng/ml. Rastvaranje je vr{eno u mleku krave koja je pouzdano bila u estrusu i
koje je imalo nisku koncentraciju progesterona.

U slede}e redove otvora dodavano je po 50 µl pripremljenih uzoraka
mleka. Zatim je u svaki kori{}eni otvor dodato po 50 µl razbla`en progesteron
obele`en peroksidazom HRP (HRP-P4), a zatim po 50 µl rastvorenih antipro-
gesteronskih antitela (kona~no razbla`enje HRP-obele`enog progesterona je bilo
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50.000 ×, a antiprogesteronskih antitela 100.000 × u odnosu na dobijene kon-
centrate*.

Plo~e su pokrivane lepljivom folijom da bi se spre~ilo isparavanje
sadr`aja i inkubirane su ~etiri sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, mik-
rotitarske plo~e su ispirane fosfatnim puferom 3 puta. Kao supstrat i hromogen za
razvijanje bojene reakcije kori{}eni su rastvori vodonik-peroksida i tetrametilben-
zidina – TMB (INEP, Zemun).

Inkubacija se odvijala u mraku, tokom 20 minuta i na sobnoj tempera-
turi. Reakcija je zaustavljana sa 50 µl prekida~a reakcije (2M rastvor H2SO4) po ot-
voru.

O~itavanje rezultata: opti~ka gustina je merena na ~ita~u plo~a
(Multiscan MCC/340, Finska), na 450 nm.

Za prera~unavanje dobijenih vrednosti opti~ke gustine u vrednosti
progesterona u punomasnom mleku (ng/ml) u odnosu na dobijenu standardnu
krivu kori{}en je softver GraphPad Prism, Verzija 3.02 (Graph Pad Software, Inc.,
SAD).

I Standardizacija / I Standardization

Na Grafikonima 1a i 1b prikazane su standardne krive za progesteron-
ski EIA-PRG test proizveden u laboratoriji NIV-NS i za komercijalni OvuCheck test.
Standardna kriva je izra|ena upotrebom standardnih rastvora progesterona
slede}ih koncentracija: 0; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 i 30 ng/ml.

Na Grafikonu 1a i 1b prikazane su standardne krive za EIA-PRG test i
OvuCheck EIA konstruisane sa poznatim koncentracijama progesterona. Na os-
novu vrednosti apsorbanci uzoraka progesterona prera~unavaju se dobijene
vrednosti koncentracija progesterona. Da bi u kompetitivnoj EIA bio merljiv {to
ve}i raspon koncentracija progesterona, neophodan je visok signal (apsorbanca
izme|u 1,5 i 2,0) za standardne rastvore, {to je i ostvareno na Grafikonima 1a i 1b.
Time se dobija dovoljno strma standardna kriva sa koje je mogu}e preciznije
odrediti koncentracije progesterona u uzorcima.

Za grani~nu vrednost koncentracije progesterona u mleku koja pred-
stavlja lutealnu fazu ciklusa, uzeta je koncentracija od 2,0 ng/ml progesterona
(Larson i sar., 1987; Samad i sar., 2004). Tako je za krave sa vi{e od 2 ng proges-
terona /ml mleka smatrano da se nalaze u lutealnoj fazi. Uzorci koji su uzeti od 19.
do 23. dana ciklusa, a koji su imali nivo progesterona ispod 2 ng/ml verovatno
poti~u od krava koje nisu steone, a oni sa 2 ng/ml i vi{e, od steonih plotkinja (od-
nosno plotkinja koje su u lutealnoj fazi).
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Rezultati i diskusija / Results and Discussion

* HRP-obele`en progesteron kao i antiprogesteronska antitela su u vidu koncentrata; dobijena su
ljubazno{}u prof. dr To{ihiko Nakao, sa Univeziteta u Jamagu~iju iz Japana.



II Farma A: Komparabilnost odre|ivanja progesterona u serumu i mleku /
II Farm A: Comparability of progesterone determination in serum and milk

Pore|enje koncentracija progesterona u punomasnom mleku iz-
merenih EIA testom sa odgovaraju}im koncentracijama progesterona u serumu
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Grafikon 1a. Ekstinkciona standardna kriva za progesteron (NIV-NS)
Graph 1a. Extinction standard curve for progesterone (NIV-NS)

Grafikon 1b. Ekstinkciona standardna kriva za progesteron (OvuCheck)
Graph 1b. Extinction standard curve for progesterone (OvuCheck)



izmerenih RIA testom pokazalo je relevantnost odre|ivanaja progesterona u
mleku kao uzorku. Istovremeno je pokazana i relevantnost EIA metode, koja je
kori{}ena za odre|ivanje progesterona u mleku.

U tabeli 1 su prikazane dobijene vrednosti (x, SD) u uzorcima mleka i
seruma steonih i nesteonih krava.

Tabela 1. Statisti~ke vrednosti koncentracija progesterona u mleku krava izmerenih
EIA-PRG testom i koncentracije progesterona u krvnom serumu izmerene RIA testom /
Table 1. Statistical values of progesterone concentration in cow s milk measured using the EIA-PRG test

and progesterone concentrations in blood serum measured using the RIA test

Reproduktivni status /
Reproductive status

n x (ng/ml) SD (ng/ml) Sx I.V. (ng/ml)

RIA Steone (krvni serum) /
RIA Gravid (blood serum)

10 13,16 13,30 4,21 2,70-40,20

EIA-PRG Steone (mleko) /
EIA-PRG Gravid (milk)

10 12,92 6,94 2,19 7,00-29,20

RIA Nesteone (krvni serum) /
RIA Non-gravid (blood serum)

8 1,35 0,98 0,35 0,30-2,80

EIA-PRG Nesteone (mleko) /
EIA-PRG Non-gravid (milk)

8 1,09 0,67 0,24 0,0-1,9

Razlika nije signifikantna kada se poredi koncentracija PRG u punomasnom mleku izmerenih EIA tes-
tom u gupi steonih krava sa odgovaraju}im koncentracijama PRG u serumu izmerenih RIA testom u
gupi steonih krava (p=0,9602). Sli~ni rezultati dobijeni su prilikom pore|enja grupa nesteonih krava
(p=0,5418). /
The difference is not significant when PRG concentrations in whole cow s milk measuring using the EIA test in
the group of gravid cows are compared with corresponding PRG concentrations in serum measured using the RIA
test in the group of gravid cows (p=0.9602). Similar results were obtained during a comparison of groups of non-
gravid cows (p=0.5418).

Dobijeni rezultati ukazuju da se merenjem progesterona pomo}u EIA-
PRG testa iz neobranog, punomasnog mleka krava pouzdano mogu otkriti ne-
steone krave i potvrditi visoke koncentracije progesterona kod steonih krava.

III Farma B: promene koncentracije progesterona po danima ciklusa /
III Farm B: Changes in progesterone concentration according to days of cycle

Progesteronskim testom se precizno mogu pratiti variranja u koncen-
traciji progesterona u uzorcima mleka po danima ciklusa kod krava od kojih su
uzimani uzorci krvi i mleka svaki drugi dan (ukupno 13 puta). Period aktivnosti
`utog tela (lutealna faza) traje od 3. dana od osemenjavanja i kod steonih krava
nivo progesterona ostaje visok i 16-17. dana ciklusa (Grafikoni 2a i 2b). Kod nes-
teonih krava sa pravilnim ciklusom, 16-17. dana dolazi do pada koncentracije pro-
gesterona (Grafikon 3). Osim toga, test omogu}ava otkrivanje poreme}enih cik-
lusa (Grafikon 4a) i gre{aka u osemenjavanju (Grafikon 4b). Istovremeno,
upore|ivanje rezultata dobijenih RIA iz uzoraka krvi sa EIA-PRG iz uzoraka mleka
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potvr|uju da koncentracija progesterona u mleku proporcionalno sledi koncen-
traciju progesterona u serumu.

Na grafikonima 2a i 2b su prikazane koncentracije progesterona u krvi
odre|ene RIA testom i u mleku odre|ene EIA-PRG testom kod steonih krava (teto-
vir broj 3619 i 3712). Krave su osemenjene 1. dana ciklusa; progesteron ostaje vi-
sok nakon 18. dana ciklusa.

Na grafikonu 3. su prikazane promene u koncentraciji progesterona u
krvnom serumu krave odre|ene RIA testom i koncentracije progesterona u mleku
odre|ene EIA-PRG testom kod nesteone krave (tetovir broj 4861) sa pravilnim cik-
lusom. Krava je osemenjena 1. i 21. dana ciklusa. Prema Opsomeru i sar. (1988),
normalni ciklusi nakon 50. dana od teljenja odvijaju se kod 53,5% slu~ajeva, a -
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Grafikon 2a. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 3619 koja je ostala
steona nakon v.o. /

Graph 2a. PRG concentration per days of cycle for cow t.no.3619 which became gravid following artificial
insemination
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Grafikon 2b. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 3752 koja je ostala
steona nakon v.o. /

Graph 2b. PRG concentrations per days of cycle for cow t.no.3752 which became gravid following artifical
insemination
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ciklusi sa kratkom lutealnom fazom (<10 dana) mogu se o~ekivati kod svega
0,5% slu~ajeva.

Na grafikonima 4a. i 4b. su ilustrovane mogu}nosti testa za otkrivanje
poreme}enih ciklusa. Krava tetovir broj 3258 ima niske koncentracije proges-
terona 1. dana, 9-13. i od 25. dana. Opsomer i sar. (1988) nalaze da se ciklusi sa
kratkom lutealnom fazom (<10 dana) mogu o~ekivati kod svega 0,5% slu~ajeva.

Na grafikonu 4b. je prikazano kori{}enje testa za utvr|ivanje nepra-
vovremenog ve{ta~kog osemenjavanja. Krava tetovir broj 4861 je osemenjena i 1.
i 21. dana, kada je nivo progesterona bio visok. Prema istra`ivanju Reimers i sar.
(1985), Sturmana i sar. (2000), od 5,1% do 19% krava se osemeni u lutealnoj fazi
ciklusa.
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Grafikon 3. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 4861 (krava nije steona) /
Graph 3. PRG concentration per days of cycle for cow t.no.4861 (cow is not gravid)

0

2

4

6

8

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Dani ciklusa

P
ro

g
e
s

te
r
o

n
(n

g
/m

l)

mleko

Grafikon 4a. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 3258 (krava sa
poreme}enim ciklusom) /

Graph 4a. PRG concentration per days of cycle for cow t.no.3258 (cow with irregular cycle)

Dani ciklusa / Days of cycle

/ serum

/ milk

P
ro

g
es

te
ro

n
/
P
ro
ge

st
er
on

e
(n

g
/m

l)

Dani ciklusa / Days of cycle

/ milk

P
ro

g
es

te
ro

n
/
P
ro
ge

st
er
on

e
(n

g
/m

l)



IV Upore|enje EIA-PRG testa proizvedenog u NIV-NS i komercijalnog Ovu Check®

testa / IV Comparison of EIA-PRG test produced by NIV-NS and commercial OvuCheck test

U drugom delu ogleda na farmi B merene su koncentracije proges-
terona u 15 uzoraka mleka krava EIA-PRG testom formiranim u NIV-NS i upore|e-
ne su sa vrednostima progesterona dobijenim komercijalnim testom (Ovu
Check® Milk test, Kanada). Rezultati merenja prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Deskriptivne statisti~ke vrednosti izmerenih koncentracija progesterona EIA-
PRG testom NIV-NS i komercijalnim testom /

Table 2. Descriptive statistical values of progesterone concentrations measured using the EIA-PRG test of
NIV-NS and the commercial test

Izmerene koncentracije progesterona (ng/ml) /
Measured progesterone concentrations (ng/ml)

Progesteronski test /
Progesterone test

Broj (n) /
Number

x SD SE CV% I.V.

NIV-NS 15 8,42 5,99 1,55 71,14 2,21-23,87

Ovu-Check 15 8,66 5,46 1,41 63,05 3,14-21,77

Razlika / Difference – -0,24 0,53 0,14 8,09 0,08-2,10

Razlike izme|u vrednosti koncentracija progesterona dobijenih tes-
tom pomo}u seta proizvedenog u NIV-NS i komercijalnim testom iznosila je
6,75±9,00% (0,24±0,68 ng/ml). Primenom t-testa nisu uo~ene statisti~ki zna~aj-
ne razlike (t = 0,1144; p = 0,9097).

U analizi istih 15 uzoraka mleka komercijalnim testom nakon 28. dana
skladi{tenja, koncentracija progesterona je bila smanjena za 25,90±15,47%
(4,69±2,90 ng/ml) u odnosu na koncentracije na dan mu`e, {to u krajnjem ishodu
nema zna~aja za procenu hormonskog statusa. To govori u prilog tome da se
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Grafikon 4b. Koncentracija PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 4862 (krava je oseme-
njena u lutealnoj fazi) /

Graph 4b. PRG concentration per days of cycle for cow t.no.4862 (cow inseminated in luteal phase)
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uzorci mleka konzervisani kalijum-bihromatom mogu skladi{titi ~etiri nedelje u
fri`ideru u slu~aju sprovo|enja ogleda koji ne zahtevaju brze povratne informacije
za korisnike rezultata.

Progesteronski kit proizveden u NIV-NS u saradnji sa istra`iva~ima iz
INEP-a i Japana ima osobine brzog, pouzdanog i visoko osetljivog testa za mere-
nje progesterona.

Testom su potvr|ene visoke koncentracije u mleku kod steonih krava
(13,16±13,29 ng/ml; n=10) i niske koncentracije kod nesteonih krava (1,35±
0,98 ng/ml; n = 8).

U uzorcima mleka koji su uzimani svakog drugog dana mogu se
pozdano pratiti variranja u koncentraciji progesterona po danima ciklusa krava.
Tako su prikazani profili progesterona steonih i nesteonih krava, kao i kod
poreme}enih ciklusa i gre{aka u osemenjavanju.

Razlike u koncentraciji progesterona u 15 uzoraka mleka krava novo-
proizvedenim EIA testom komercijalnim EIA testom nisu bile statisti~ki zna~ajne.

U uzorcima mleka ~uvanim na +4oC do 28. dana nakon mu`e kon-
centracija progesterona je za 25,90±15,47% (4,69±2,90 ng/ml) ni`a nego u
sve`e uzetim uzorcima.
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APPLYING ENZYME IMMUNOTEST FOR DETERMINATION OF PROGESTERONE
CONCENTRATION IN WHOLE COW’S MILK

A. Milovanovi}, M. Jovi~in, T. Barna, Sne`ana Golubovi}, V. Resanovi}, V. Rodi},
Smiljka Kitanovi}, M. Lazarevi}

In this work the possibility of producing and using our new EIA (enzyme immu-
nosorbent test) set for direct determination of progesterone concentration in whole milk
was analyzed.

The test confirmed high values in milk of confirmed gravid cows (13,16±
13,29 ng/ml; n=10) and confirmed non-gravid cows (1,35±0,98 ng/ml; n=8).

This progesterone test helps following variations of progesterone concentra-
tion in blood and milk cow samples taken every second day. The progesterone concentra-
tion of gravid and low values of non-gravid cows are displayed, as well as errors in cycles
and mistakes in insemination. The results were compared to the results obtained by the RIA
progesterone test done on blood sera samples.

Progesterone concentration measured with EIA test in 15 milk samples was
compared to the values of progesterone obtained by a commercial EIA test. The differen-
ces were not statistically significant (t-test, t-0.1144; p-0.9097).

After milking, the samples were stored for 28 days at 4oC, conserved by potas-
sium dichromate, and a loss of progesterone activity by 25,90±15,47% (4,69±2,90 ng/ml)
was noticed, but in the final outcome this did not influence the clinical results. Accordingly,
milk samples with preservative may be stored in a refrigerator for four weeks.

Key words: progesterone, EIA, milk, cows

PRIMENENIE ÕNZIMNOGO IMMUNOTESTA DLÂ OPREDELINIÂ
KONCENTRACII PROGESTRONA V CELÃNOM KOROVÃEM MOLOKE

A. Milovanovi~, M. Yovi~in, T. Barna, Sne`ana Golubovi~, V. Resanovi~,
V. Rodi~, SmilÝka Kitanovi~, M. Lazarevi~

V Ìtoy rabote pokazanì rezulÝtatì primeneniÔ na{ego novogo Ìnzim-
nogo immunosorbent testa (ÕIT) dlÔ prÔmogo operdelinÔ koncentracii proges-
terona v celÝnom moloke korov.

Testom podtver`denì vìsokie koncentracii v moloke u stelÝnìh
korov (13,16±13,29 ng/ml; n=10) i nizkie koncentracii u nestelÝnìh korov
(1,35±0,98 ng/ml; n=8).

Õtim testom progesterona, v obraz~ikah moloka, mogut nadÒ`no sle-
ditÝsÔ varÝirovaniÔ v koncentracii progesterona po dnÔm cikla korov, esli
obraz~iki berutsÔ ka`dogo vtorogo dnÔ. V rabote pokazanì profili progesterona
stelÝnìh i nestelÝnìh korov, slovno i profili u naru{ennìh ciklov i u o{ibok v
osemenenii. RezulÝtatì, polu~ennìe ÕIT testom sravnivanì s rezulÝtatami,
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polu~ennìmi kommer~eskimi RIA-setom progesterona iz obraz~ikov krovÔnogo se-
ruma.

Raznicì v koncentracii progesterona v 15 obraz~ikah moloka korov
novoproizvedÒnnìm ÕIT testom i koncentracii, opredelivannoy kommer~eskim
ÕIT testom ne bìli statisti~eski zna~itelÝnìe (t-test:t-0,1144; p-0,9097).

V obraz~ikah moloka, hranennìh na temperature holodilÝnika (+4oS),
konservirovannìm kaliÔ bihromat (do 28 dney posle doyki) ustanovlenì bolee
nizkie koncentracii progesterona za 25,90±15.47% (4,69±2,90 ng/ml) v otno{enii
koncentracii v denÝ doyki, ~to v kraynem ishode vsÒ taki ne vliÔlo na polu~e-
nnìe klini~eskie rezulÝtatì. DlÔ primeneniÔ v ÕIT teste obraz~iki moloka s
konservantom mogut skladirovatÝsÔ ~etìre nedeli v holodilÝnike.

KlÓ~evìe slova: progesteron, ÕIT, moloko, korovì
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ANALIZA KRETANJA TRENDA POJAVE TRIHINELOZE
SVINJA PRE I POSLE SISTEMATSKE DERATIZACIJE*

ANALYSIS OF TREND IN INCIDENCE OF TRICHINELLOSIS IN PIGS

BEFORE AND AFTER SYSTEMATIC DERATIZATION

M. Mirilovi}, Ivana Pejin, Radislava Teodorovi}, B. Velebit**

Na prostorima Srbije pojava tihineloze kod doma}ih svinja zapa`a
se du`i niz godina. U desetogodi{njem periodu u jednom naseljenom
mestu evidentirano je ukupno 1.224 grla svinja kod kojih je dijagnos-
tikovan larveni oblik parazita T. spiralis. Na polovini ispitivanog perioda
izvedena je sistematska deratizacija kompletnog naselja, okolnih de-
ponija sme}a i jame grobnice. Sistematska deratizacija u ispitivanom
naseljenom mestu obavljena je preparatom Brodisan. Ovaj preparat je
te~ni koncentrat za pripremu mamaka sa 0,25 % bromadiolona (3-(3-
/4-brombifenil-4-il/-3-hidroksi-1-fenilpropil)-4-hidroksikumarin). Ukup-
na upotrebljena koli~ina mamka za jednu sistematsku deratizaciju u
ovom naseljenom mestu je 4.840 kg. Analiziraju}i tendenciju pojave
pozitivnih grla svinja u periodu pre sistematske deratizacije ustanovili
smo da je prose~no godi{nje pove}anje iznosilo oko 70 svinja
(b=69,30). Najbolje prilago|ena linija kretanja broja pozitivnih svinja je
polinom tre}eg stepena (�=185,20-304,10x + 147,10x2-16,75x3), jer
je njegov koeficijent korelacije najve}i (rxy=0,96). Analizom trenda
broja inficiranih svinja nakon izvedene sistematske deratizacije ispitiva-
nog naseljenog mesta ustanovljeno je, na osnovu negativnog parame-
tra b iz pravolinijskog trenda, da prose~no godi{nje smanjenje broja in-
ficiranih svinja iznosi 39,80. Tendenciju kretanja smanjenja broja infici-
ranih svinja posle sistematske deratizacije najbolje opisuje polinom
drugog stepena (�=307,2-109,23x+11,57x2) jer je njegov koeficijent
korelacije rxy=0,98.

Klju~ne re~i: trend, trihineloza, svinja, deratizacija
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Trihineloza je kosmopolitska antropozoonoza, koja se ubraja u grupu
sistemskih bolesti, a prouzrokovana je larvenim oblicima valjkastog crva Tri-
chinella species. Ona je jedna od najstarijih i najupornijih parazitskih zoonoza
koja se ve} du`i niz godina nalazi u `i`i interesovanja veterinarskih, medicinskih i
biolo{kih nau~no-istra`iva~kih radnika (Pocio, 2000). U na{im krajevima naj~e{}e
se javlja Trichinella spiralis (\or|evi}, 1989). Paraziti iz roda Trichinella dijagnos-
tikovani su u vi{e od sto vrsta doma}ih i divljih sisara i ptica. Inficiranje `ivotinja i
ljudi nastaje kao rezultat konzumiranja mesa i proizvoda od mesa u kojima se na-
laze infektivne larve (Pocio, 1998). Infekcija `ivotinja prolazi gotovo neprimetno,
dok se kod ljudi pored povi{ene temperature, otoka lica i o~nih kapaka, javljaju
poreme}aji lokomotornog, kardiovaskularnog i respiratornog sistema. Uzro~nik
trihineloze se u prirodi odr`ava u dva osnovna ciklusa (Teodorovi} i sar., 1999).
Prvi ciklus je sinantropni ciklus (urbani) koji ~ine doma}e `ivotinje i glodari, pri
~emu glodari, a pre svih pacovi, predstavljaju stalni rezervoar za trihinelu. Drugi
ciklus je silvati~ni ciklus ({umski) i ~ine ga divlje `ivotinje i glodari. Posmatraju}i
ova dva ciklusa mo`e se ustanoviti da zajedni~ku kariku u njima ~ine mi{oliki glo-
dari, pre svih pacov (Pozio, 1998). Pacov pripada rodu Rattus, a on obuhvata
grupu glodara svrstanih u ve}i broj vrsta i podvrsta, koji su rasprostranjeni po svim
kontinentima. U preno{enju trihineloze najve}u ulogu ima sivi pacov (Rattus nor-
vegicus) koji je nastanjen na teritoriji gotovo cele Evrope. Obzirom da mi{oliki glo-
dari predstavljaju direktan izvor trihineloze, otuda je sistematska deratizacija
jedna od najzna~ajnijih mera za eradikaciju ove bolesti (Radenkovi} i sar., 1998).

Cilj ovog istra`ivanja bio je da se izvede kontrolisana sistematska
deratizacija u jednom naseljenom mestu u kome se trihineloza svinja javlja vrlo in-
tenzivno u du`em vremenskom periodu. Polazna hipoteza ovog istra`ivanja je da
se nakon izvedene deratizacije broj trihineloznih grla u odre|enom vremenskom
intervalu smanjuje. Na{a istra`ivanja trajala su ukupno deset godina (Mirilovi} i
sar., 1998). Sistematska deratizacija ispitivanog naseljenog mesta, ~ije se sta-
novni{tvo prete`no bavi poljoprivredom, a proizvodnja svinjskog mesa najzas-
tupljenija grana poljoprivrede (Mirilovi}, 2006), izvedena je ta~no na polovini ispiti-
vanog perioda, pa shodno tome i ukupni ispitivani period podelili smo u dva dela.
Tako je prvi petogodi{nji period obuhvatao godine pre izvedene sistematske
deratizacije, a drugi petogodi{nji period obuhvatao je godine nakon sistematske
deratizacije.

Za pravilno sprovo|enje sistematske deratizacije neophodno je spro-
vesti slede}e radnje:
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1. Odre|ivanje povr{ine terena i objekata koji }e biti tretirani: Ispitivano
naseljeno mesto ima ukupno 1.121 doma}instvo. Ukupna povr{ina doma}instva
na kojoj je vr{ena sistematska deratizacija predstavlja povr{inu koju obuhvata
ku}a sa vrtom, povr{ina ekonomskog dvori{ta, pomo}ni objekti za sme{taj
sto~ne hrane i mehanizacije, kao i objekti za sme{taj stoke. Obra~unavaju}i sve
ove elemente ustanovili smo da je ukupna povr{ina doma}instava 12.779,40 ari,
odnosno prose~na veli~ina doma}instva za izvo|enje sistematske deratizacije
iznosi 11,40 ari.

2. Odre|ivanje potreba u hranivima i rodenticidima za pripremu ma-
maka: Na osnovu konsultacija sa eminentnim stru~njacima i na osnovu sop-
stvenih iskustava odlu~ili smo se za upotrebu, kao sredstva za sprovo|enje siste-
matske deratizacije, antikoagulanta druge generacije. Sistematska deratizacija u
ispitivanom naseljenom mestu obavljena je preparatom Brodisan. Ovaj preparat
je te~ni koncentrat za pripremu mamaka sa 0,25 % bromadiolona (3-(3-/4-brom-
bifenil-4-il/-3-hidroksi-1-fenilpropil)-4-hidroksikumarin). Priprema mamake ura|e-
na je po slede}oj recepturi: 92,8 % kukuruzne prekrupe, 5 % {e}era, 2,2 % Brodi-
sana (Teodorovi} i sar., 1997).

Na osnovu prethodnih iskustva, prora~una i literaturnih podataka od-
redili smo da je optimalna koli~ina za prvo postavljanje mamka oko 200 grama po
aru dvori{ne povr{ine. Po planu deratizacije trebalo je deratizovati: jame grob-
nice, tri deponije sme}a, zemljoradni~ku zadrugu i ekonomiju, kao i {kolu sa
sportskim terenima. Ukupna potrebna koli~ina mamka za jednu sistematsku dera-
tizaciju u ovom naseljenom mestu je 4.840 kg, kao {to pokazuje tabela 1.

Tabela 1. Potrebne koli~ine mamka za sistematsku deratizaciju ispitivanog naselja
Table 1. Required quantities of bait for systematic deratization of examined settlement

Red. br /
Number

Lokacija / Location
Potrebe mamka /

Required bait
(kg)

1. Doma}instva / Households 4100

2. Jama grobnica / Pit grave 250

3.

Deponije sme}a / Garbage dumps

Prva / First 70

Druga / Second 50

Tre}a / Third 40

4. Zem. zadr. i poljopriv. ekonomija / Collective farm and agricultural firm 180

5. [kola i sportski tereni / School and sports fields 150

Ukupno / Total 4840

3. Odre|ivanje broja radne snage neophodne za blagovremeno i pra-
vilno sprovo|enje sistematske deratizacije: Na osnovu broja doma}instava u ispi-
tivanom naselju, prose~ne povr{ine gazdinstava ustanovili smo da je za sistemat-
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sku deratizaciju ovog naselja u roku od dva radna dana neophodno: 12 deratize-
ra, 2 snabdeva~a sa dostavnim vozilima i jedan rukovodilac koordinator.

4. Izra~unavanje potreba u pomo}nom materijalu: Za sprovo|enje
sistematske deratizacije u ispitivanom naselju je neophodno: 28.000 kartonskih
podmeta~a za postavljanje mamaka, 15 plasti~nih kofa od 10 kg, 15 plasti~nih
ka{ika kapaciteta 100 grama, 1.500 plasti~nih vre}ica koje se koriste za ostav-
ljanje mamaka a koje se dodaju u odre|enom vremenskom intervalu. Tako|e,
neophodno je bilo pribaviti i 100 plasti~nih vre}a u koje bi se prikupljali uginuli pa-
covi pre ne{kodljivog uklanjanja kao i za{titnu opremu za svakog deratizera.

5. Priprema kadrova, edukacija stanovni{tva i obave{tavanje gra|ana:
Za izvo|enje deratizacije anga`ovani su kadrovi koji su stalno zaposleni u Slu`bi
za dezinsekciju, dezinfekciju i deratizaciju u lokalnoj veterinarskoj stanici. Pored
ovih stru~njaka za sprovo|enje deratizacije anga`ovano je i 6 radnika sa Biroa za
zapo{ljavanje. U pripremi deratizacije u vremenu kada poljoprivrednici nemaju
preterano mnogo posla na poljima, u lokalnom domu kulture organizovano je
edukativno predavanje pod naslovom "Stop trihinelozi" gde je lokalno stanov-
ni{tvo upoznato sa vremenom, na~inom i postupkom sprovo|enja sistematske
deratizacije.

6. Sprovo|enje deratizacije, popuna postavljenih mamaka i ne{kodlji-
vo uklanjanje uginulih pacova: Sistematska deratizacija ispitivanog naselja spro-
vedena je u prvoj polovini oktobra meseca. Deratizacija je organizovana tako da je
postavljanje mamaka trajalo dva radna dana. Nakon postavljenih mamaka tre}eg
i osmog dana izvr{ena je kontrola i dopuna pojedenih koli~ina mamaka, a posle
toga deratizeri su kupili uginule pacove iz dvori{ta u posebno pripremljene vre}e
od najlona, specijalno za tu namenu napravljenim hvataljkama i odnosili u jamu
grobnicu gde su ih ne{kodljivo uklanjali.

7. Kontrola sprovedene deratizacije i obrada dobijenih rezultata: Na-
kon sprovedene prve sistematske deratizacije i u naredne tri godine redovno su
izvo|ene sistematske deratizacije u vremenskom intervalu mart – oktobar. Sve
vreme izme|u dve deratizacije u lokalnoj veterinarskoj ambulanti nalazila se
odre|ena koli~ina pripremljenog mamka koju su gra|ani po potrebi dobijali
besplatno. Rezultat ovih sistematskih deratizacije, pored smanjenja populacije
pacova i manjih ekonomskih {teta koje oni uzrokuju bio je i o~igledan pad broja
svinja pozitivnih na prisustvo parazita T. spiralis (Teodorovi} i sar., 1999).

Dobijeni rezultati analizirani su odgovaraju}im statisti~kim metodama:
deskriptivni statisti~ki parametri (aritmeti~ka sredina, standardna devijacija, stan-
dardna gre{ka, koeficijent varijacije i interval varijacije); analiza trenda (na osnovu
koeficijenta korelacije odre|ena je jedna~ina najbolje prilago|ene linije) (Pejin i
Mirilovi}, 2007). Svi dobijeni rezultati prikazani su odgovaraju}im tabelama i gra-
fikonima. Statisti~ka analiza izvedena je u statisti~kom paketu SPSS 8.0 for Win-
dows.
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Od ukupnog broja zaklanih svinja dijagnostikovano je 1.224 inficirane
svinje. Ovaj broj trihineloznih svinja predstavlja 1,28% u odnosu na broj zaklanih
svinja u ovom ispitivanom mestu Najve}i broj trihineloznih svinja evidentiran je u
~etvrtoj godini posmatranja 272 (3,00%) i petoj godini posmatranja 243 (2,81%)
(tabela 2) (Mirilovi} i sar., 2005). U vremenskom periodu od deset godina u ispiti-
vanom naselju prose~no je bilo 15.434±3.299 svinja. U istom periodu zaklano je
prose~no 9.550 ±748,80 svinja. Koeficijenti varijacija broja svinja i broja zaklanih
svinja iznosili su 21,37 i 7,84% {to pokazuje da postoji slaba elasti~nost promene
posmatranih parametara (tabela 3).

Nakon ustanovljavanja stanja u ispitivanom naselju, posle petogo-
di{njeg perioda izvedena je sistematska deratizacija.

Tabela 2. Ukupan broj, broj zaklanih i inficiranih svinja u ispitivanom naselju /
Table 2. Total number of slaughtered and infected pigs in examined settlement

Godina /
Year

Broj / Number of
% pozitivnih /

% positivesvinja /
pigs

pregledanih /
examined

pozitivnih /
positive

1. 21.328 8.334 6 0,07

2. 17.224 9.524 53 0,58

3. 11.682 9.489 112 1,18

4. 11.090 9.057 272 3,00

5. 19.842 8.652 243 2,81

6. 15.164 10.783 212 1,97

7. 16.066 9.776 133 1,36

8. 14.722 9.791 75 0,77

9. 13.638 10.489 69 0,66

10. 13.584 9.605 49 0,51

Ukupno /
Total

154.340 95.500 1.224 1,28

Tabela 3. Deskriptivni statisti~ki parametri /
Table 3. Descriptive statistical parameters

X SD Sy CV Xmax Xmin

Broj svinja /
Number of pigs

15.434 3.299 1.043 21,37 21.328 11.090

Zaklano svinja /
Slaughtered pigs

9.550 748,80 236,80 7,84 10.783 8.334

Pozitivno svinja /
Positive pigs

122,40 90,69 28,68 74,09 272 6
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U vremenskom periodu od pet godina pre sistematske deratizacije u-
kupno je pregledano 45.296 uzoraka zaklanih svinja poreklom iz ispitivanog
naselja. Od ukupnog broja zaklanih svinja kod 686 je dijagnostikovano prisustvo
parazita T. Spiralis. Ovaj broj predstavlja 1,52 % trihineloznih svinja u odnosu na
broj zaklanih. Najve}i broj inficiranih dijagnostikovan je ~etvrte godine (272) {to
predstavlja 39,65 % trihineloznih svinja u odnosu na ceo ispitivani period od pet
godina pre izvo|enja sistematske deratizacije. Najmanji broj inficiranih svinja
dijagnostikovan je prve godine (6), {to predstavlja 0,88 % od svih trihineloznih
svinja u ovom periodu, {to je prikazano u tabeli 4.

Tabela 4. Prikaz stanja trihineloze svinja pre izvedene sistematske deratizacije /
Table 4. Situation involving swine trichinellosis before systematic deratization

Godina /
Year

Broj / Number of
% pozitivnih /

% positivepregledanih /
examined

Pozitivnih /
positive

1. 8.946 6 0,07

2. 9.146 53 0,58

3. 9.489 112 1,18

4. 9.063 272 3,00

5. 8.652 243 2,81

Ukupno /
Total

45.296 686 1,52

Analiziraju}i tendenciju kretanja broja trihineloznih svinja u ovom pe-
togodi{njem periodu pomo}u jedna~ine prave zaklju~ujemo da je prose~no
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Grafikon 1. Tendencija kretanja inficiranih svinja pre sistematske deratizacije
Graph 1. Trend of pig infection before systematic deratization



godi{nje pove}anje broja trihineloznih svinja u ispitivanom naselju bilo oko 70
(69,30). Tendenciju ove pojave najbolje opisuje polinom tre}eg stepena �=
185,20-304,14x+147,11x2-16,75x3, jer je njegov koeficijent korelacije rxy=0,96
(grafikon 1).

U drugom petogodi{njem periodu ukupno je pregledano 50.444 uzo-
rka zaklanih svinja poreklom iz ispitivanog naseljenog mesta. Od tog broja dijag-
nostikovano je 538 inficiranih svinja, {to predstavlja 1,07 % od ukupnog broja zak-
lanih. Najve}i broj trihineloznih svinja dijagnostikovan je prve godine posle siste-
matske deratizacije 212 ili 1,97 % od ukupnog broja pregledanih (50.444), od-
nosno 39,41 % trihineloznih svinja u odnosu na broj inficiranih svinja u ovom peto-
godi{njem periodu. Najmanji broj inficiranih svinja dijagnostikovan je pete godine
(49) {to predstavlja 9,11 % od ukupnog broja trihineloznih svinja u ovom peto-
godi{njem period (tabela 5).

Tabela 5. Prikaz stanja trihineloze svinja posle izvedene sistematske deratizacije /
Table 5. Situation involving swine trichinellosis after systematic deratization.

Godina /
Year

Broj / Number of
% pozitivnih /

% positivepregledanih /
examined

pozitivnih /
positive

1. 10.783 212 1,97

2. 9.776 133 1,36

3. 9.791 75 0,77

4. 10.489 69 0,66

5. 9.605 49 0,51

Ukupno /
Total

50.444 538 1,07
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Grafikon 2. Tendencija kretanja trihineloze svinja posle sistematske deratizacije
Graph 2. Trend of swine trichinellosis following systematic deratization



Analizom trenda broja trihineloznih svinja nakon izvedene sistematske
deratizacije ispitivanog naseljenog mesta ustanovljeno je, na osnovu negativnog
parametra b iz pravolinijskog trenda, da prose~no godi{nje smanjenje broja
trihineloznih svinja iznosi oko 40 (39,80) i ovo smanjenje broja trihineloznih svinja
predstavlja 37,00% manje trihineloznih svinja u odnosu na prethodnu godinu.
Tendenciju kretanja najbolje opisuje polinom drugog stepena �=11,57x2-
109,23x+307,2 jer mu je koeficijent korelacije rxy=0,98 (grafikon 2).

1. Kontrolisana sistematska deratizacija je jedna od osnovnih vete-
rinarsko-sanitarnih mera pri kontroli i eradikaciji trihineloze na nekom podru~ju.

2. U ispitivanom naseljenom mestu u periodu od deset godina kod
1.224 grla svinja dijagnostikovano je prisustvo larvenih oblika parazita Trichinella
spiralis, {to predstavlja 1,28% u odnosu na broj zaklanih svinja u istom periodu.

3. Analiziraju}i tendenciju pojave trihineloznih grla svinja u periodu pre
sistematske deratizacije ustanovili smo da je prose~no godi{nje pove}anje izno-
silo oko 70 svinja (b=69,30).

4. Najbolje prilago|ena linija kretanja broja pozitivnih svinja pre siste-
matske deratizacije je polinom tre}eg stepena (�=185,20-304,10x+147,10x2-
16,75x3), jer je njegov koeficijent korelacije najve}i (rxy=0,96).

5. Analizom trenda broja inficiranih svinja nakon izvedene sistematske
deratizacije ispitivanog naseljenog mesta ustanovljeno je, na osnovu negativnog
parametra b iz pravolinijskog trenda, da prose~no godi{nje smanjenje broja infici-
ranih svinja iznosi 39,80.

6. Tendenciju kretanja smanjenja broja inficiranih svinja posle siste-
matske deratizacije najbolje opisuje polinom drugog stepena (�=307,2-
109,23x+11,57x2) jer je njegov koeficijent korelacije rxy=0,98.

7. Sistematska deratizacija direktno uti~e na smanjenje broja svinja
kod kojih je dijagnostikovano prisustvo T. Spiralis.
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ANALYSIS OF TREND IN INCIDENCE OF TRICHINELLOSIS IN PIGS BEFORE AND
AFTER SYSTEMATIC DERATIZATION

D. Mirilovi}, Ivana Peji}, Radislava Teodorovi}, B. Velebit

In the territory of Serbia, the occurrence of trichinellosis in domestic pigs has
been present for a long number of years. In a ten-year period, a total of 1,224 pigs were reg-
istered in one populated area with the diagnosis of a larval form of the parasite T.spiralis. In
the middle of the period of examination, a systematic deratization of the complete settle-
ment was carried out, the neighboring garbage dumps, and a pit grave. The systematic
deratization was performed using the preparation Brodisan. This preparation is a liquid
concentrate for the preparation of bait with 0.25% bromadiolone (3-(3-/-bromobiphenyl-4-
il/-3-hydroxy-1-phenylpropyl)-4-hydroxycoumarin). The total used quantity of bait for one
systematic deratization in this populated area was 4,840 kg. Analyzing the tendency of the
incidence of positive pigs in the period before the systematic deratization, we established
that the average annual increase was around 70 pigs (b=69.30). The best adapted line of
movement of the number of positive pigs was a third degree polynomial (�=185.20-
304.10x + 147.10x2-16.75x3), because its correlation coefficient is the biggest (rxy=0.96).
The analysis of the trend in the number of infected pigs after the systematic deratization
was performed in the examined area, it was established on the grounds of the negative pa-
rameter b of the straight line trend, that the average annual reduction in the number of in-
fected pigs was 39.80. The tendency of a reduction of the number of infected pigs following
the systematic deratization is best described by a second degree polynomial (�=307.2-
109.23x + 11.57x2) because its correlation coefficient is rxy=0.98.

Key words: trend, trichinellosis, pig, deratization

69

Vet. glasnik 63 (1-2) 61 - 70 (2009) M. Mirilovi} i sar.: Analiza kretanja trenda pojave
trihineloze svinja pre i posle sistematske deratizacije

ENGLISH



ANALIZ DVI@ENIÂ TENDENCII ÂVLENIÂ TRIHINELLËZA SVINEY DO I
POSLE SISTEMATI^ESKOY DERATIZACII

M. Mirilovi~, Ivana Pein, Radislava Teodorovi~, B. Velebit

Na prostorah Serbii Ôvlenie trihinellÒza u doma{nih sviney zame~a-
etsÔ bolee dolgiy rÔd let. V desÔtiletnem periode v odnom naselÒnnom meste
vzÔto ne u~Òt sovokupno 1.224 golov sviney u kotorìh diagnosticirovana li~i-
no~naÔ forma parazita T. spiralis. Na polovine ispìtìvannogo perioda provedena
sistemati~eskaÔ dertizaciÔ komplektnogo posÒlka, okrestnìh svalok musora i
Ômì grobnicì. Sistemati~eskaÔ deratizaciÔ v ispìtìvannom naselÒnnom meste
sdelana preparatom Brodisan. Õtot preparat `idkiy koncentrat dlÔ primeneniÔ
primanok s 0,25% bromadiolona (3-(3-/4-brombifenil-4il/-3-gidroksi-1-fenil-
propil)-4-gidroksikumarin). Sovokupnoe upotreblÒnnoe koli~estvo primanki dlÔ
odnoy sistemati~eskoy deratizacii v Ìtom naselÒnnom meste 4.840 kg. AnaliziruÔ
tendenciÓ ÔvleniÔ polo`itelÝnìh golov sviney v periode do sistemati~eskoy
deratizacii ustanovleno nami, ~to v srednem godovoe uveli~enie sostovlÔlo (v
summe) okolo 70 sviney (b=69,30). Naibolee vsego prisposoblena liniÔ dvi`eniÔ
~isla polo`itelÝnìh sviney polinom tretÝey stepeni (� = 185,20 - 304,10h +
147,10h2 - 16,75h3), ibo ego koÌfficient korrelÔcii samìy bolÝ{oy (rxy = 0,96).
Analizom tendencii ~isla inficirovannìh sviney posle provedÒnnoy siste-
mati~eskoy deratizacii ispìtìvannogo naselënnogo mesta ustanovleno, na osnove
otricatelÝnogo parametra b iz prÔmolineynoy tendencii, ~to v srednem godovoe
umenÝ{enie ~isla inficirovannìh sviney sostavlÔet (v summe) 39,80. TendenciÓ
dvi`eniÔ umenÝ{eniÔ ~isla inficirovannìh sviney posle sistemati~eskoy de-
ratizacii lu~{e vsego opisìvaet polinom vtoroy stepeni (� = 307,2 - 109,23h +
11,57h2) ibo ego koÌfficient korrelÔcii rxy = 0,98.

KlÓ~evìe slova: tendenciÔ, trihinellëz, svinÝÔ, deratizaciÔ
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DOBROBIT RIBA – MOGU]NOST OSE]ANJA BOLA*

FISH WELFARE – FISH CAPACITY TO EXPERIENCE PAIN

Marijana Vu~ini}, Katarina Radisavljevi}**

Teleoste ribe poseduju nociceptivni sistem sli~an nociceptivnom
sistemu kod terestrijalnih ki~menjaka. To zna~i da na potencijalno bol-
ne stimuluse reaguju sli~no sisarima i pticama. Me|utim, u odnosu na
sisare i ptice, dobrobit riba je zanemarena. ^ovek mo`e da ugrozi do-
brobit riba na vi{e na~ina, a izme|u ostalog ribarenjem, gajenjem u
akvakulturi i brojnim drugim aktivnostima. Danas je sve vi{e nau~nih do-
kaza da ribe poseduju funkcionalne nociceptore, endogene opioide i
opioidne receptore, mo`dane strukture koje u~estvuju u procesovanju
bolnih nadra`aja i nervne puteve koji povezuju nociceptore i ove
mo`dane strukture. Pojedini anestetici i analgetici redukuju aktivnost
nociceptora kod riba. Bihejvioralni indikatori bola kod riba su trljanje
usana o ~vrstu podlogu pri nadra`aju nociceptora u okolini usana i
pomeranje riba sa jedne na drugu stranu pri ~emu su oslonjene na dno
grudnim perajima. Ovaj rad predstavlja pregled odre|enih nau~nih do-
kaza o sposobnosti riba da osete bol.

Klju~ne re~i: ribe, dobrobit, bol

Pojam dobrobiti `ivotinja podrazumeva za{titu fizi~ke, psihi~ke i gen-
etske celovitosti `ivotinja koje ~ovek iskori{}ava i o kojima brine. Istovremeno,
ovaj pojam podrazumeva i stepen prilago|enosti `ivotinja uslovima `ivota koje im
je obezbedio ~ovek koji ih gaji i koji ih iskori{}ava. Zato je koncept dobrobiti, od-
nosno za{tite celovitosti `ivotinja jednak za sve ki~menjake za koje je dokazana
univerzalnost neprijatnih telesnih i emocionalnih iskustava, odnosno za sisare,
ptice, ribe i gmizavce (Lund i sar., 2007). Sa druge strane, pona{anje predstavlja
najbr`i na~in prilago|avanja promenama uslova `ivota, ~iji je cilj postizanje
ose}anja udobnosti (fizi~ka, termalna, psihi~ka udobnost), prijatnosti, sigurnosti i
zadovoljstva (Vu~ini} i Lazi}, 2008). Ova ose}anja su svojstvena svim ki~menja-
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cima, bez obzira na nivo razvoja njihove svesti. Razli~iti stimulusi iz `ivotnog
okru`enja mogu prouzrokovati kra}a ili du`a ose}anja fizi~ke i termalne udob-
nosti ili neudobosti. Fizi~ka i termalna neudobnost prouzrokuju ose}anje neprijat-
nosti i nesigurnosti, a neprijatnost i nesigurnost stvaraju ose}aj nezadovoljstva.
Bol predstavlja samo jedno od neprijatnih telesnih i emocionalnih iskustava, koje
prouzrokuje ose}anja neudobnosti i nesigurnosti. Brojni su kriterijumi na osnovu
kojih se procenjuje kapacitet `ivotinja, me|u njima i riba, da osete bol, a to su
(Sneddon, 2004): prisustvo funkcionalnih nociceptora, prisustvo i aktivnost en-
dogenih opioida i opioidnih receptora, aktivacija mo`danih struktura koje u~est-
vuju u procesovanju bolnih stimulusa, prisustvo nervnih puteva koji povezuju no-
ciceptore sa vi{im mo`danim strukturama, aktivnost analgetika u redukciji odgo-
vora nociceptora, ispoljenost averzivnih oblika pona{anja prema stimulusima koji
prouzrokuju ose}aj bola i promene pona{anja usled delovanja stimulusa koji
prouzrokuju bol (EFSA, 2009).

Kako je bol samo jedan od ~inilaca inkompatibilnih dobrobiti `ivotinja i
kako je dobrobit riba zanemarena u odnosu na sisare i ptice, cilj ovog rada je da
uka`e na novija nau~na saznanja koja idu u prilog tvrdnji o postojanju ose}aja
bola i za{tite dobrobiti riba.

Kao i kod sisara i ptica, tako i kod riba veliki broj ~inilaca naru{ava nji-
hovu dobrobit (Huntingford i sar., 2006). Pre svega su to mnogobrojni opti~ki (in-
tenzitet osvetljenja i kvalitet svetlosnog spektra akvati~ne sredine), pozicioni,
hemijski, taktilni, mehani~ki, elektri~ni, akusti~ni i magnetni stimulusi iz akvati~ne
sredine, koji kod riba mogu da prouzrokuju neprijatna telesna iskustva. Neprijatna
telesna iskustva ribama, svojim aktivnostima, uglavnom nanosi ~ovek gaje}i ih u
ribnjacima, tankovima i akvarijumima, ali i izlovljavanjem iz prirodnih akvati~nih
stani{ta u komercijalne, nau~ne, sportske ili rekreativne svrhe (Davie i Kopf, 2006).
Naru{en kvalitet akvati~ne sredine, fizi~ko uznemiravanje riba pri izlovljavanju,
hvatanju i transportu, prenaseljenost ribnjaka, tankova i akvarijuma i neodgo-
varaju}a socijalna struktura u akvati~noj zajednici predstavljaju samo neke od
okolnosti u kojima se sigurno mo`e o~ekivati delovanje neprijatnih stimulusa za
ribe (Huntingford i sar., 2006). Svakako da je jedan od najzna~ajnihih ~inilaca od
kojih zavisi dobrobit riba kvalitet akvati~ne sredine, odnosno kvalitet vode u kojoj
ribe `ive (MacIntyre, 2008). Odgajiva~i riba direktno su odgovorni za kvalitet vode
u ribnjacima, tankovima i akvarijumima (Immink, 2009). Me|utim, svi ostali koji di-
rektno ili indirektno koriste vodne resusre, koji predstavljaju prirodna stani{ta riba,
odgovorni su za kvalitet vode u njima bez obzira na to da li su sportski ili rekrea-
tivni ribolovci, turisti koji na razli~ite na~ine u`ivaju u blagodetima mora, jezera i
reka (plivanje, vo`nja brodovima i motornim ~amcima, jedrili~arstvo i dr.), stanov-
nici priobalja, vlasnici industrijskih pogona i radnici u njima koji ispu{taju otpadne
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vode u prirodne rezervoare voda i prirodne vodotokove ili poribljene ve{ta~ke
akumulacije.

Brojnim istra`ivanjima novijeg datuma je dokazano da reakcija na ne-
prijatne stimuluse kod riba ne predstavlja samo prost refleksni odgovor, ve} kom-
pleksnu reakciju identi~nu onoj koja je karakteristi~na za bol kod sisara, u koju su
uklju~ene i promene pona{anja (Braithwaite i Boulcott, 2007).

Sneddon i sar. (2003) su ispitivali prisustvo nociceptora u trigeminus-
nom sistemu glave pastrmki i promene u njihovom pona{anju po delovanju nepri-
jatnih stimulusa. Za ispitivanje aktivnosti neurona trigeminusnog gangliona, kao
neprijatne stimuluse koristili su mehani~ke (pritisak), termi~ke (toplota, To

�40oC) i
hemijske (1% sir}etna kiselina) stimuluse. Ovi istra`iva~i su otkrili prisustvo 22 no-
ciceptora na glavi pastrmki. Osamnaest nociceptora su klasifikovali u polimo-
dalnu grupu (reaguju i na mehani~ke i na termi~ke i na hemijske stimuluse), a
~etiri su klasifikovali u grupu mehanotermalnih receptora jer reaguju samo na me-
hani~ke i termi~ke stimuluse. Navedeni istra`iva~i su zaklju~ili da pastrmke pose-
duju sposobnost reagovanja na bolne stimuluse. U nastavku ogleda, isti is-
tra`iva~i (Sneddon i sar., 2003) su injektovali razli~ite supstance (rastvor soli,
p~elinji otrov i sir}etna kiselina) u tkivo usana pastrmki i to na mestima gde su ot-
krili prisustvo nociceptora. Pastrmke su prvo bile anestezirane, a potom su im in-
jektovane iritiraju}e supstance. Po povratku iz anestezije pra}ene su promene
pona{anja i promene frekvence disanja na osnovu ritma rada {krga. Kod pastrmki
tretiranih p~elinjim otrovom i sir}etnom kiselinom uo~eno je zna~ajno pove}anje
frekvencije disanja (ubrzano pomeranje {krga) kao i zna~ajno du`e vreme gla-
dovanja od momenta aplikovanja iritiraju}ih supstanci. ^ak devedeset minuta po-
sle tretmana pastrmke su se njihale sa jedne strane na drugu oslonjene svojim
pektoralnim perajima na {ljunak, koji se nalazio na dnu tanka. Pastrmke koje su
tretirane sir}etnom kiselinom su trljale usne o kamen~i}e {ljunka na dnu tanka i o
zidove tanka. Ubrzano disanje je trajalo tri sata posle tretmana. U tom periodu ribe
nisu uzimale hranu. Kod riba tretiranih rastvorom soli nisu bile ispoljene navedene
promene u pona{anju, a hranu su po~ele da uzimaju 80 minuta posle tretmana.
Na osnovu ovih i sli~nih eksperimenata zaklju~eno je da odbijanje hrane, trljanje
usana i njihanje predstavljaju bihejvioralne indikatore bola kod teleostih riba.

Istra`ivanjima je dokazano da ribe poseduju dve vrste nociceptora,
slobodnih nervnih zavr{etaka, koji pripadaju malim mijelinskim A-delta vlaknima
brze provodljivosti i malim amijelinskim C-vlaknima spore provodljivosti. Obe
vrste nervnih vlakana zastupljene su u trigeminusnom nervu riba (Sneddon,
2002), kao {to je to slu~aj i kod vi{ih vertebrata. Me|utim, kod riba je u trigeminus-
nom nervu zastupljeno 33% A-delta nervnih vlakana i samo 4% C-vlakana, dok se
u trigeminusnom nervu vodozemaca, ptica i sisara nalazi 50 do 65% C vlakana.
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Od 22 nociceptora otkrivena na glavi riba, ve}ina pripada brzoprovodnim A-delta
nervnim vlaknima. Kod sisara se A-delta nervna vlakna nalaze uglavnom u slu-
zoko`i usne duplje, skeletnim mi{i}ima i unutra{njim organima. Polimodalna pri-
roda ovih A-delta nociceptora kod riba mo`e da se objasni `ivotom u vodenoj sre-
dini u kojoj na ribe istovremeno deluje veliki broj mehani~kih, termi~kih i hemijskih
stimulusa (Branson, 2008).

Kod riba je dokazano i prisustvo opijatnih receptora i enkefalinima
sli~nih supstanci u razli~itim delovima mozga. Distribucija enkefalina u mozgu
riba sli~na je distribuciji kod vi{ih ki~menjaka. Pored ovih, u mozgu i ki~menoj
mo`dini riba dokazano je i da postoje drugi molekuli koji u~estvuju u proce-
sovanju bolnih nadra`aja, istovetni molekulima kod sisara kao {to su serotonin,
supstanca P, neuropeptid Y i dr. (Branson, 2008). Sposobnost analgetika da
moduliraju nociceptivni odgovor tako|e predstavlja indikator percepcije bola
(Branson, 2008). Kada je ribama zajedno sa sir}etnom kiselinom injektovan mor-
fin, reakcija trljanja usana o zidove i dno tanka je bila zna~ajno redukovana.
Skar}eno je bilo i vreme provedeno u njihanju riba sa jedne na drugu stranu
oslonjenih grudnim perajima na dno tanka i vreme ubrzanog disanja. Zato je
zaklju~eno da se kao lokalni anestetik kod teleostih riba mo`e primeniti morfin,
koji redukuje nociceptivnu reakciju (Sneddon, 2003).

Mnogobrojnim ogledima je dokazano da se radi preveniranja manipu-
lativnog stresa kod riba, kao op{ti anestetici mogu primeniti ulje karanfili}a, ben-
zokain, trikain metasulfonat (MS-222), magnezijum-hlorid, fenoksi-2 etanol i dr.
(EFSA, 2009).

Navedena istra`ivanja ukazuju da je kod riba izlo`enih uticaju de-
lovanja neprijatnih stimulusa pre ispoljena sposobnost percepcije bola nego {to
se radi o jednostavnom nociceptivnom refleksu (Branson, 2008).

Pored promena u pona{anju teleostih riba (bihejvioralni indikatori
bola) pri delovanju neprijatnih stimulusa za koje se pretpostavlja da prouzrokuju
ose}aj bola, kod riba je dokazana i ispoljenost averzje u odnosu na bolne na-
dra`aje. Portavella i sar. (2002, 2004) su prou~avali reakcije riba na elektro{okove.
Prethodno su ribe pripremljene da povezuju delovanje neprijatnog, potencijalno
bolnog stimulusa sa neutralnim stimulusom kao {to je osvetljenje u boji. Ribe koje
su bile izlo`ene delovanju neprijatnih, potencijalno bolnih stimulusa, ispoljavale
su averziju i prema delovanju neutralnog stimulusa.

Ribe, a posebno teleoste, poseduju nociceptore, nerve koji povezuju
nociceptore sa vi{im mo`danim strukturama, opioidne receptore i opioide i spo-
sobnost pam}enja neprijatnih, odnosno bolnih stimulusa. Lokalni i op{ti anes-
tetici inhibi{u aktivnost nociceptora riba. Tako|e, pri delovanju bolnih stimulusa
ribe ispoljavaju zna~ajne promene pona{anja. Na osnovu ovih kriterijuma mo`e
se zaklju~iti da ribe ose}aju bol, {to naro~ito treba uzeti u obzir u istra`ivanjima u
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kojima se ribe koriste kao ogledne `ivotinje. Promene pona{anja pri delovanju
bolnih stimulusa i sposobnost pam}enja bolnih stimulusa i povezivanja bolnih
stimulusa sa neutralnim stimulusima ukazuju da odgovor na bolni stimulus kod
riba nije samo prost refleks, ve} je kompleksna reakcija sa u~e{}em bihejvioralne
komponente.
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FISH WELFARE – FISH CAPACITY TO EXPERIENCE PAIN

Marijana Vu~ini}, Katarina Radisavljevi}

Teleost fish possess similar nociceptive processing systems to those found in
terrestrial vertebrates. It means that they react to potential painful stimuli in a similar manner
as mammals and birds. However, the welfare of fish has been the focus of less research
than that of higher vertebrates. Humans may affect the welfare of fish through fisheries, aq-
uaculture and a number of other activities. There is scientific evidence to support the as-
sumption that fish have the capacity to experience pain because they possess functional
nociceptors, endogenous opioids and opioid receptors, brain structures involved in pain
processing and pathways leading from nociceptors to higher brain structures. Also, it is
well documented that some anaesthetics and analgesics may reduce nociceptive re-
sponses in fish. Behavioural indicators in fish such as lip-rubbing and rocking behaviours
are the best proof that fish react to potential painful stimuli. This paper is an overview of
some scientific evidence on fish capacity to experience pain.

Key words: fish, welfare, pain

BLAGOSOSTOÂNIE RÀB - VOZMO@NOSTÃ OÇUÇENIÂ BOLI

MariÔna Vu~ini~, Katarina Radisavlevi~

Teleostìe rìbì obladaÓt nociceptivnoy sistemoy podobnoy nocicep-
tivnoy sisteme u zemnìh pozvono~nìh. Õto zna~it, ~to na potencialÝno bolevìe
stimulì reagiruÓt podobno mlekopitaÓçim i pticam. Me`du tem, v otno{enii
mlekopitaÓçih i ptic, blagosostoÔnie rìb ostavleno bez vnimaniÔ. ^elovek
mo`et postavitÝ pod ugrozu blagosostoÔnie rìb na bolÝ{e sposobov, a me`du
pro~im rìbnoy lovley, razvedeniem v akvakulÝture i ~islennìmi drugimi aktiv-
nostÔmi. V nastoÔçee vremÔ vsë volÝ{e nau~nìh dokazatelÝstv, ~to rìbì obla-
daÓt funkcionalÝnìmi nociceptorami, Ìndogennìmi opoidami i opoidnìmi re-
ceptorami, mozgovìmi strukturami, u~astvuÓçimi v processovanii bolevìh raz-
dra`eniy i nervnìmi putÔmi, svÔzìvaÓçimi nociceptorì i mozgovìe strukturì.
Nekotorìe anestetiki i analÝgetiki reduciruÓt aktivnostÝ nociceptorov u rìb.
BihevioralÝnìe indikatorì boli u rìb terenie gub o tvërdoy podstilke pri
razdra`enii nociceptorov v okrestnosti gub i peremeçenie rìb s odnoy na druguÓ
storonu pri ~ëm prislonenì na dno grudnìmi plavnikami. Õta rabota predstav-
lÔet soboy obzor opredelënnìh nau~nìh dokazatelÝstv o sposobnosti rìb oçutitÝ
bolÝ.

KlÓ~evìe slova: rìbì, blagosostoÔnie, bolÝ
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REPRODUKTIVNA PERFORMANSA NAZIMICA NA JEDNOJ
VELIKOJ VOJVO\ANSKOJ FARMI*

REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF GILTS IN A BIG FARM IN

VOJVODINA

M. Gagr~in, I. Stan~i}, A. Bo`i}, B. Stan~i}, R. Harvey, R. Anderson**

Reproduktivna efikasnost nazimica zna~ajno uti~e na broj proizve-
dene prasadi po krma~i godi{nje. U radu su prikazani rezultati analaze
reproduktivne performanse nazimica, na jednoj velikoj farmi svinja u
Vojvodini (R. Srbija), kapaciteta oko 5.500 krma~a. Od ukupno 19.000
`enske prasadi, odabranih za reprodukciju, za osemenjavanje, u sta-
rosti od 210 dana, pripremi se 5.420 (28,5%) nazimica, od kojih se
osemeni 70%. Iz reprodukcije se isklju~i 29,3% nazimica, zbog dugo-
trajne preseminacione anestrije (estrus nije otkriven do starosti od 9
meseci). Pretpostavka je da osnovni razlog za pojavu dugotrajnih anes-
trija, le`i u neadekvatnoj tehnologiji otkrivanja estrusa na farmi (jednom
u toku 24h, bez direktnog kontakta nerasta proba~a sa nazimicama).
Ovaj nedostatak ima za rezultat zna~ajne ekonomske gubitke u proiz-
vodnji prasadi na ispitivanoj farmi.

Klju~ne re~i: reprodukcija, performansa, preinseminaciona anestrija,
nazimica

Na reproduktivnu efikasnost zapata, pored drugih faktora, vrlo zna~aj-
no i direktno uti~u broj i kvalitet suprasnih nazimica, koje se koriste za godi{nji re-
mont krma~a izlu~enih iz reproduktivnog zapata. Godi{nji remont krma~a se
kre}e izme|u 30 i 50%, kako na farmama u zapadnoevropskim zemljama (Tum-
maruk i sar., 2000), tako i na velikim industrijskim farmama u Srbiji (Kov~in i sar.,
1997). Naime, nau~na istra`ivanja, kao i prakti~na iskustva, jasno pokazuju da
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osemenjavanje nazimica neadekvatne starosti i telesne mase, neadekvatnog re-
produktivnog statusa, kao i lo{eg zdravstvenog stanja, ima za posledicu znatno
manji broj zalu~ene prasadi po plotkinji, tokom njenog ukupnog reproduktivnog
iskori{tavanja (Foxcroft, 2001). Savremena tehnologija zahteva da nazimica bude
fertilno osemenjena u drugom ili tre}em pubertetskom estrusu, kada je stara 220 -
240 dana, sa telesnom masom 130 - 145 kg i debljinom le|ne slanine minimalno
18 mm (Close, 1997).

Starost i telesna masa nazimica kod pojave pubertetskog i fertilnog
estrusa, podvrgnuti su sna`noj interakciji genetske osnove (Cotton, 2001; King,
2002) i brojnih paragenetskih faktora (Evans and O’Doherty, 2001; Stan~i} i sar.,
2003; Peltoniemi i sar., 2005). Navedene paragenetske faktore je dosta te{ko kon-
trolisati u proizvodnim uslovima. Zbog toga se zna~ajan broj nazimica izlu~i iz
dalje reprodukcije u periodu pre prvog osemenjavanja ili u periodu od osemenja-
vanja do prvog pra{enja (Tummaruk i sar., 2000). Ovaj problem se posebno isti~e
na farmama u Srbiji, zbog neadekvatne tehnologije proizvodnje priplodnih na-
zimica.

Cilj ovog rada je da se prika`u rezultati reproduktivne efikasnosti na-
zimica, na osnovu reproduktivne evidencije jedne od najve}ih farmi za industrij-
sku proizvodnju svinja u Vojvodini (R. Srbija).

Istra`ivanje je izvr{eno na fami za intenzivnu proizvodnju svinja ("PIK
Be~ej") u Vojvodini (R. Srbija), kapaciteta oko 5.500 krma~a. Prikazani su rezultati
reproduktivne performanse nazimica, na osnovu reproduktivne evidencije farme.
Na farmi se nalaze slede}e rase: veliki jork{ir, nema~ki landras, holandski landras,
durok, hemp{ir i melezi F1 i F2 generacije ovih rasa. Testiranje nazimica na pojavu
estrusa zapo~inje 180. dana starosti. Ovo testiranje se izvodi jednom u toku 24h,
uz prisustvo nerasta proba~a, koji ne ostvaruje direktan kontakt sa nazimica
(fence-line contact). Nazimice kod kojih se do devetog meseca starosti ne otkrije
prvi pubertetski estrus, bivaju izlu~ene iz reprodukcije.

Osemenjavanje nazimica se vr{i prirodnim putem (natural insemina-
tion). Prvo osemenjavanje se izvodi neposredno posle detekcije reflesa stajanja
(standing estrus), a drugo oko 24 ~asa kasnije, ako nazimica ispoljava refleks sta-
janja. U slu~aju da nazimica, posle prvog osemenjavanja, ponovo manifestuje es-
trus (return to estrus), osemenjavanje se ponovno vr{i. Ako nazimica ponovo ne
uspostavi gravidnost, tada biva izlu~ena iz dalje reprodukcije.

Do starosti od 210 dana, za reprodukciju se proizvede godi{nje 5.420
nazimica, ili 28,5% od ukupno odabrane novoro|ene `enske prasadi (tabela 1).
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Tabela 1. Broj nazimica starih oko 210 dana, planiranih za osemenjavanje /

Broj nazimica po godinama /
Ukupno /

2005. 2006. 2007.

Ukupno (n) / 5.445 5.319 5.498 16.262

Prose~no godi{nje / 5.420

Prose~na starost kod pripusta, za sve ispitivane nazimice, iznosila je
247 dana i varirala je od 241 do 251 dana, zavisno od rase, odnosno meleza. Od
broja nazimica planiranih za osemenjavanje, bilo je osemenjeno ukupno 70,7%, a
ova vrednost je dosta varirala (od 60,1% do 69,1%), zavisno od rase, odnosno
meleza (tabela 2).

Tabela 2. Ukupno osemenjeno nazimica (prose~no za tri godine) /

Planirano za
osemenjavanje /

Osemenjeno / Prose~na starost
nazimica kod

fertilnog
osemenjavanja* /

n %

Broj nazimica / 16.262 11.497 70,7 247

* Posle prvog osemenjavanja ili posle prvog pova|anja /

U tabeli 3 su prikazani vrednosti pra{enja svih osemenjenih nazimica,
prose~no za tri ispitivane godine. Od planiranog broja nazimica za osemenja-
vanje, oprasilo se 57,1%, a od broja osemenjenih 80,7%.

Zbog dugotrajne anestrije, odnosno zbog toga {to estrus nije bio ot-
kriven 60 dana od po~etka testiranja, tj. kada su nazimice bile stare 210. dana, iz
priploda je izlu~eno ukupno 29,3% nazimica odabranih za priplod. Ova vrednost
je varirala u dosta {irokim granicama (od 10,9% do 39,9%), zavisno od rase, od-
nosno meleza. Naj~e{}i razlozi izostanka pra{enja, od ukupnog broja pripu{tenih
nazimica, jesu: paragravidnost (43,4%), pova|anje (36,9%), izlu~enje iz repro-
dukcije zbog raznih razloga (16,0%) i uginu}a (3,7%) (tabela 3). Naj~e{}i razlozi
izlu~enja iz priploda, posle osemenjavanja, bili su: povrede lokomotornog apa-
rata i druga oboljenja.
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Tabela 3. Vrednost pra{enja svih osemenjenih nazimica (prose~no za tri godine) /

n %

Planirano za osemenjavanje / 16.262 100,0

Osemenjeno / 11.497 70,7

Opra{eno / 9.285 -

Opra{eno od planiranih za pripust / - 57,1

Opra{eno od pripu{tenih / - 80,7

Nije pripu{teno zbog dugotrajne anestrije / 4.765 29,3

Pripu{teno, a nije se oprasilo / 2.212 19,3

Razlozi izostanka pra{enja / :

Pova|anje / 816 36,9

Paragravidnost / 960 43,4

Izlu~enje iz reprodukcije / 354 16,0

Uginu}e / 82 3,7

Ukupno / 2.212 100,0

Od ukupnog broja pripu{tenih, 44,9% nazimica je bilo pripu{teno
kada su bile starije od 241 dana, tj. posle punih 8 meseci starosti (tzv. prolongi-
rana preinseminaciona anestrija). Vrednost pra{enja ovih nazimica je iznosila
79% i varirala je izme|u pojedinih ~istih rasa i meleza (od 63,3% do 89,2%). Sli~no
kao i kod svih pripu{tenih nazimica, i kod ovih nazimica je naj~e{}i razlog
izostanka pra{enja bila paragravidnost (46,2%), pova|anje (42,2%), izlu~enje iz
reprodukcije (9,2%) i uginu}e (2,4%) (tabela 4).

Ra~unaju}i od ukupnog broja `enske prasadi, odabranih za priplod
neposredno po ro|enju, prvo leglo ostvari (oprasi se) svega 16% grla. Od broja
odgojenih u starosti 30 - 90 dana oprasi se 39%, od broja planiranih za osemenja-
vanje oprasi se 57%, dok se od broja osemenjenih, oprasi oko 81% nazimica.

Prose~an broj ukupno ro|ene prasadi, za sve opra{ene nazimice,
iznosio je 9,54 praseta, dok je ovaj broj bio ne{to ve}i (9,87) kod nazimica sa pro-
longiranom preinseminacionom anestrijom. I broj `ivo ro|ene prasadi je bio ve}i,
za 0,3 praseta po leglu, kod nazimica sa prolongiranom preinseminacionom ane-
strijom. Prose~an broj mrtvro|ene, avitalne, nenormalne i mumifikovane prasadi
po leglu se kretao u normalnim granicama (tabela 5).
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Tabela 4. Vrednost pra{enja nazimica prvi put osemenjenih u starosti � 241 dana
(prose~no za tri godine) /

�

n %

Ukupno osemenjeno / 11.497 100,0

Osemenjeno u starosti � 241 dana / � 241 days 5.162 44,9

Opra{eno / 4.078 79,0

Pripu{teno, a nije se oprasilo / 1.084 21,0

Razlozi izostanka pra{enja / :

Pova|anje / 457 42,2

Paragravidnost / 501 46,2

Izlu~enje iz reprodukcije / 100 9,2

Uginu}e / 26 2,4

Ukupno / 1.084 100,0

Tabela 5. Veli~ina legla kod pra{enja (prose~no za tri godine) /

Prose~an broj prasadi u leglu kod pra{enja /

Ukupno/ @ivo / Mrtvo / Avitalno /
Nenor-
malno / Mumifi-

kovano /

Sve nazimice / 9,54 8,38 0,39 0,64 0,08 0,04

Nazimice prvi put osemenjene
u starosti � 241 dana /

�

9,87 8,68 0,47 0,66 0,05 0,04

Nazimice prvi put osemenjene
u starosti � 241 dana /

�

9,27 8,14 0,32 0,62 0,10 0,04

Va`niji rezultati analize reproduktivne performanse nazimica, na ispiti-
vanoj farmi, prose~no godi{nje, za tri ispitivane godine, prikazani su u tabeli 6.

Iz rezultata prikazanih u tabeli 6, isti~u se slede}i nedostaci, koji
zna~ajno smanjuju efikasnost proizvodnje prasadi, kako u naturalnom, tako i u
ekonomskom pogledu: (1) svega 57,1% nazimica, od ukupnog broja planiranih
za reprodukciju, ostvari svoje prvo leglo, (2) dugotrajna preinseminaciona anes-
trija je osnovni razlog izlu~ivanja nazimica iz priloda, pre osemenjavanja, (3) skoro
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45% nazimica bude osemenjeno u estrusu koji je otkriven kada su stare preko 8
meseci (sa prose~no 258 dana starosti) (tabela 6).

Tabela 6. Rekapitulacija va`nijih parametara reproduktivne performanse nazimica /

Parametar /
Vrednost /

n %

Odabrano `enske prasadi za reprodukciju, neposredno po ro|enju / 19.015 100,0

Odgojeno do 210 dana starosti, planirano za osemenjavanje / 5.420 28,5

Osemenjeno nazimica od broja planiraih za osemenjavanje / 3.832 70,7

Osemenjeno nazimica u starosti � 241 dana /
� 241 days 1.721 44,9

Prose~na starost svih nazimica kod osemenjavanja (dani) / 247

Prose~na starost nazimica osemenjenih do 240. dana (dani) / 228

Prose~na starost nazimica osemenjenih posle 241. dana (dani) / 258

Opra{eno od ukupnog broja odabrane `enske prasadi / 3.095 16,3

Opra{eno od broja nazimica planiranih za osemenjavanje / 3.095 57,1

Opra{eno od broja svih osemenjenih nazimica / 3.095 80,7

Izlu~eno iz priploda zbog dugotrajne anestrije / 1.588 29,3

Prose~an broj `ivoro|ene prasadi po leglu, za sve nazimice / 8,38

Prose~an broj `ivoro|ene prasadi po leglu, za nazimice sa odlo`enom
pojavom estrusa / 8,68

Prose~an broj `ivoro|ene prasadi po leglu, za normalne nazimice* / 8,12

* Osemenjene do 240 dana starosti / .

Preinseminaciona anestrija je naj~e{}i poreme}aj reprodukcije na-
zimica. Istra`ivanja koja su izveli Henionen i sar. (1998), pokazjuju da se 42% na-
zimica izlu~i iz daljeg priploda zbog reproduktivnih poreme}aja, me|u kojima su
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naj~e{}i dugotrajna anestrija, pova|anje i paragravidnost. Za dugotrajno anes-
tri~ne nazimice se smatraju one kod kojih se znaci estrusa ne otkriju ni posle 8
meseci starosti (Evans i O’Doherty, 2001). Dugotrajna anestrija je razlog izlu~enja
34% nazimica starijih od 9 meseci (Ehnvall i sar., 1981). Me|utim, pregledom re-
produktivnih organa takvih nazimica posle `rtvovanja, ustanovljeno je da kod oko
70% nazimica na jajnicima postoje funkcionalne strukture (predovulatorni folikuli,
sve`a ovulaciona mesta ili `uta tela), {to ukazuje na ~injenicu da su one uspo-
stavile cikli~nu pubertetsku ovarijalnu aktivnost (Dalin i sar., 1997; Stan~i} i sar.,
1999). Osim toga, kod ovih nazimica, nisu ustanovljene patolomorfolo{ke pro-
mene, koje bi mogle imati za posledicu anestriju (Gagr~in i sar., 1998; Stan~i} i
sar., 2005; 2007). Zbog toga je mogu}e pretpostaviti da je izostanak detekcije es-
trusa, kod znatnog broja ovih nazimica, posledica neadekvatne tehnologije ot-
krivanja estrusa na ispitivanoj farmi. Ovakvoj pretpostavci ide u prilog i ~enjenica
da se tihi estrus (ovulacija bez manifestacije spolja{njih znakova estrusa), javlja
kod svega 4 - 5% polno zrelih (cikli~nih) nazimica (Andersson i sar., 1982), kao i da
se opa`anjem samo spolja{njih znakova estrusa, bez direktnog kontakta sa ner-
astom, jednom u toku 24 ~asa, mo`e detektovati samo oko 50% od ukupnog
broja estri~nih nazimica (Hemsworth i sar., 1986). Uzimaju}i u obzir ove ~injenice,
otkrivanje estrusa kod nazimica bi trebalo vr{iti najmanje 2 puta dnevno, u raz-
maku od 10 do 12 sati, direktnim kontaktom nerasta proba~a sa nazimicama
(Thodberg i sar., 2007). Primenom ovakve tehnologije otkrivanja estrusa, na ispiti-
vanoj farmi, zna~ajno bi se smanjio broj nazimica, koje se izlu~uju iz reprodukcije
zbog prolongirane prinseminacione anestrije. Na taj na~in bi se znatno pove}ala
efikasnost proizvodnje prasadi i ostvarile bi se znatne ekonomske u{tede.

Godi{nje se, iz reprodukcije, izlu~i 30 - 50% priplodnih krma~a (Tum-
maruk i sar., 2000; Kov~in i sar., 1997). Broj izlu~enih krma~a se mora zameniti is-
tim brojem kvalitetnih priplodnih nazimica. Velik broj nazimica u paritetnoj struk-
turi zapata zna~ajno smanjuje ukupnu proizvodnju prasadi, jer prvopraskinje os-
tvaruju manji broj `ivo ro|ene i zalu~ene prasadi u leglu, imaju du`i interval od
zalu~enja do prvog i fertilnog estrusa i ni`u vrednost uspe{ne koncepcije (Tomes i
sar., 1982). Zadovoljavaju}i boj proizvedene prasadi, nazimica mo`e ostvariti
samo ako se fertilno osemenjavanje izvr{i u drugom ili tre}em pubertetskom es-
trusu, kada je stara 210 - 250 dana, telesne mase 125 - 150 kg, sa minimalno
18 mm debljine le|ne slanine (Close, 1997; Knox, 2005; Stan~i} i sar., 2003).
Zbog toga, u tehnologiji proizvodnje i reproduktivne eksploatacije nazimica, treba
primeniti slede}e klju~ne principe: (1) odabirati nazimice od genetski kvalitetnih
roditelja, (2) obezbediti adekvatan sme{taj, (3) primeniti adekvatnu ishranu u po-
jedinim fazama razvoja, (4) vr{iti stimulaciju prepubertetskih nazimica kontaktom
sa polno zrelim nerastom, (5) primenjivati efikasnu tehnologiju otkrivanja estrusa i
ve{ta~kog osemenjavanja, (6) osemenjavati nazimice u drugom ili tre}em es-
trusu, (7) obezbediti maksimalno efikasnu zdravstvenu za{titu nazimica (Foxcroft i
Aherne, 2001; Gagr~in i sar., 2002; Knox, 2005; Stan~i} i sar., 2006; Kov~in i sar.,
2006; See, 2007).
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Na osnovu prikazanih rezultata reproduktivne performanse nazimica,
na jednoj velikoj farmi za intenzivnu proizvodnju svinja u Vojvodini (R. Srbija), ka-
paciteta oko 5.500 krma~a, mo`e se zaklju~iti slede}e:

1. Od ukupnog broja pripremljenih za osemenjavanje osemeni se oko
70% nazimica. Najve}i broj nazimica (29,3%) ne bude osemenjeno zbog dugo-
trajne preinseminacione anestrije.

2. Prose~na starost nazimica kod fertilnog osemenjavanja je 247 da-
na. Pri tome se oko 45% nazimica prvi put osemeni kada su prose~no stare preko
8 meseci.

3. Prose~na vrednost pra{enja nazimica je 80%, a prose~an broj `ivo
ro|ene prasadi po leglu iznosi 8,38.
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REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF GILTS IN A BIG FARM IN VOJVODINA

M. Gagr~in, I. Stan~i}, A. Bo`i}, B. Stan~i}, R. Harvey, R. Anderson

The reproductive performance of gilts significantly affects the number of annu-
ally produced piglets per sow. The paper presents the results of an analysis of the repro-
ductive performance of gilts on a big pig farm in Vojvodina (Republic of Serbia), with a ca-
pacity of around 5,500 sows. Out of the total of 19,000 female piglets selected for reproduc-
tion, insemination, aged 210 days, a total of 5,420 (28.5%) gilts are prepared, and 70% of
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these are inseminated. A total of 29.3% gilts are culled for reproduction because of long-
term pre insemination anestria (estrus was not established until the age of 9 months). It is
believed that the basic reason for the occurrence of long-term anestrias is the inadequate
technology for detecting estrus on the farm (once every 24 hours, without direct contact be-
tween the test boar and the gilts). As a consequence, there are significant economic losses
in piglet production on the examined farm.

Key words: reproduction, performance, pre insemination anestria, gilt

REPRODUKTIVNÀY PERFORMANS ZIMNIH SVINEY NA ODNOY BOLÃ[OY
FERME VOEVODINÀ

M. Gagr~in, I. Stan~i~, A. Bo`i~, B. Stan~i~, R. Harvey, R. Anderson

ReproduktivnaÔ ÌffektivnostÝ zimnih sviney zna~itelÝno vliÔet na
~islo proizvedÒnnìh porosÔt po svinomatke e`egodno. V rabote pokazanì re-
zulÝtatì analiza reproduktivnogo performansa zimnih sviney, na odnoy bolÝ{oy
ferme sviney v Voevodine (R. SerbiÔ), proizvoditelÝnosti okolo 5.500 svinoma-
tok. Iz sovokupno 19.000 `enskih porosÔt, otobranì dlÔ reprodukcii, dlÔ oseme-
neniÔ, v starosti ot 210 dney, podgotovitsÔ 5.420 (28,5%) zimnih sviney, iz ko-
torìh osemenitsÔ 70%. Iz reprodukcii vìklÓ~itsÔ 29,3% zimnih sviney, iz-za
dolgovremennoy prinseminacionnoy anestrii (Ìstrus ne otkrìt do starosti ot 9
mesÔcev). Predposìlka, ~to osnovnaÔ pri~ina dlÔ ÔvleniÔ dolgovremennìh anes-
triy, le`it v neadekvatnoy tehnologii otkrìtiÔ Ìstrusa na ferme (odna`dì v
te~enie 24 ~, bez prÔmogo kontakta hrÔka probnika s zimnimi svinÔmi).

Õtot nedostatok imeet dlÔ rezulÝtta zna~itelÝnìe Ìkonomi~eskie
ubìtki v proizvodstve porosÔt na ispìtìvannoy ferme.

KlÓ~evìe slova: reprodukciÔ, performans, prinseminacionnaÔ anestriÔ,
zimnÔÔ svinÝÔ
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UDK 637.1:614.48.09

ISPITIVANJE MOGU]NOSTI PRIMENE PREPARATA NA
BAZI HLOR-DIOKSIDA ZA DEZINFEKCIJU U POGONIMA ZA

PRERADU MLEKA*

EVALUATION OF POSSIBLE USE OF DISINFECTANT BASED ON

CHLORINE DIOXIDE IN DAIRY PLANT

Mira Raki}-Martinez, Vera Kati}**

Lo{a higijena povr{ina koje dolaze u kontakt sa hranom ima za
posledicu kontaminaciju hrane mikroorganizmima, kao {to su: Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus i dr. koji izazivaju alimentarna oboljenja ljudi.

Cilj ovog ispitivanja je bio da se utvrdi efikasnost preparata na
bazi hlor-dioksida (0,3 % hlor-dioksid) u laboratorijskim uslovima i u zat-
vorenom sistemu pogona za preradu mleka i proceni mogu}nost nje-
gove primene u dezinfekciji povr{ina u pogonima za preradu mleka.

Germicidni efekat preparata TwinOxide ispitivan je kvantitativnim
suspenzionim testom (BSEN 1276:1997) prema mikroorganizmima:
Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus i klini~ki izolat Pseudomonas aerugi-
nosa.

Korozivno dejsto preparata je ispitivano primenom standarda IDF
077:1977. Efikasnost preparata je ispitivana i u zatvorenom sistemu u
pogonu za preradu mleka.

Preparat na bazi hlor-dioksida pri kontaktnom vremenu od 1 minu-
ta u koncentraciji od 100 ppm, u laboratorijskim uslovima, 100% redu-
kuje >108 cfu/ml L. monocytogenes, E. coli, Proteus mirabilis, Pseudo-
monas aeruginosa, S. aureus, a u koncentraciji 400 ppm >108 cfu/ml
Bacillus cereus. U prisustvu 2 % i 4 % obranog mleka, pri kontaktnom
vremenu od 1 minuta, preparat je efikasan u koncentraciji 200 ppm
(2%) i 250 ppm (4%), za sve ispitivane mikroorganizme osim za Bacil-
lus cereus, za koji je bila potrebna koncentracija 400 ppm (2 %) i 500
ppm (4 %). Korozivno dejstvo preparata nije utvr|eno. U uslovima pri-
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mene u zatvorenim sistemima u pogonu za preradu mleka, posle kon-
takta od 15 minuta, preparat na bazi hlor-dioksida je redukovao broj
mikrorganizama, u zavisnosti od mesta primene od 80 do 100%.

Klju~ne re~i: hlor-dioksid, dezinfekcija, mleko, germicidni efekat,
korozivnost

Incidencu oboljenja ljudi nastalih posle konzumiranja hrane konta-
minirane patogenim mikroorganizmima te{ko je proceniti, jer mnogi slu~ajevi
ostaju nezabele`eni. Prema podacima CDC (Center for disease control and pre-
vention) u SAD kontaminirana hrana uzrok je 76 miliona oboljenja godi{nje, od
~ega 325 hiljada slu~ajeva sa te{kim klini~kim simptomima i 5,2 hiljade sa
smrtnim ishodom (Ammon i sar., 2007). Od ovog broja 14 miliona nastaje kao
posledica prisustva poznatih patogenih mikroorganizama, jasno identifikovanih
kao uzrok oboljenja. U Francuskoj, prema podacima Instituta za javno zdravlje (In-
stitut de Veille Sanitaire, 2000), u periodu od 1999. do 2000. godine registrovano
je 1.267 slu~ajeva oboljenja nastalih posle konzumiranja hrane kontaminirane pa-
togenim mikroorganizmima sa 17.378 obolelih, 1.383 slu~aja sa te{kim klini~kim
simptomima i 10 sa smrtnim ishodom. U periodu 1978–2003. godine, na podru~ju
Vojvodine, registrovan je 26.851 slu~aj salmoneloza, sa prose~nom incidencijom
51,1/100 000 i prose~nim mortalitetom 0,9/100 000. Prose~an letalitet u posmatra-
nom periodu iznosi 0,1% (Petrovi} i sar., 2005). Naj~e{}i patogeni mikroorgani-
zmi, dokazani u slu~ajevima oboljenja ljudi, a koji se prenose hranom su: Salmo-
nella vrste, Campylobacter jejuni/coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, patogene Escherichia coli (posebno E. coli O157:H7).

Bezbednost hrane se u velikoj meri obezbe|uje kontrolom prisustva i
rasta patogenih mikroorganizama na hrani i u njoj. U upotrebi su brojna dezinfek-
ciona sredstva za uni{tavanje bakterija na opremi i povr{inama u pogonima za
preradu mleka. Efikasnost dezinfekcionih sredstava uslovljena je brojnim fakto-
rima, kao {to su vreme kontakta, temperatura, koncentracija, pH, predhodno
pranje opreme, tvrdo}a vode i sposobnost bakterija da se pri~vrste za podlogu.
Danas je u upotrebi veliki broj dezinfekcionih sredstava, koji sadr`e hemijske
komponente iz grupa: 1. hlor i jedinjenja koje osloba|aju hlor; 2. kvartenerna
amonijumova jedinjenja; 3.amfoterna jedinjenja; 4. jedinjenja fenola; 5. preparati
na bazi aktivnog kiseonika iz stabilizovane persir}etne kiseline i dr.

Mnogobrojni radovi u period od 2000. godine do danas ukazuju na efi-
kasnost razli~itih dezinfekcionih sredstava (Aarnisalo i sar., 2000; Augustin i sar.,
2004; Bagge Ravn i sar., 2003; Frank i sar., 2003; Sharma i sar., 2004). Uni{tavanje
ve}ine bakterija relativno je lako s obzirom na njihovu osetljivost na zagrevanje i
hemijske komponente. Me|utim, mnogi mikroorganizmi ekskretuju ekstracelu-
larne polisaharide i formiraju biofilmove koji {tite pojedina~ne }elije i te`i su za uk-
lanjanje. Neki mikroorganizmi, kao {to su Clostridium spp. ili Bacillus spp. formi-
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raju spore koje su otporne na visoke temperature, kiseline ili hemijske kompo-
nente. Bakterije mogu razviti rezistenciju prema sredstvima za dezinfekciju, kada
se isto sredstvo koristi u du`em vremenskom periodu (Bloomfield, 2003; Russell,
1995). Kao preventivna mera preporu~uje se naizmeni~na upotreba dezinfekcio-
nih sredstava.

Preparat na bazi hlor-dioksida (TwinOxide®, proizvo|a~a TwinOxide
International, PZ Best, Netherlands) je dvokomponentni pra{kasti proizvod ~ijim
se rastvaranjem u vodi dobija hlor-dioksid sa 99,9% ~isto}e. Karakteristika prepa-
rata na bazi hlor-dioksida je da ne stvara sporedne proizvode (hlorite, hlorate ili
slobodni hlor) i da se u rastvoru pona{a kao gas. Zahvaljuju}i tome {to se u rast-
voru nalaze u obliku gasa, molekuli ClO2 mogu dopreti unutar za{titnog omota~a
bakterija i bakterija u bioflmu.

Cilj ovog ispitivanja je bio da se utvrdi efikasnost preparata na bazi
hlor-dioksida u laboratorijskim uslovima i u zatvorenom sistemu u pogonu za pre-
radu mleka i proceni mogu}nost njegove primene za dezinfekciju opreme i po-
vr{ina u pogonima za preradu mleka.

Mikroorganizmi / Microorganisms

Germicidni efekat (GE) preparata na bazi hlor dioksida je ispitivan
prema slede}im test mikroorganizmima: Listeria monocytogenes 4b ATCC 19115,
Proteus mirabilis ATCC 35659, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus
ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC 25923 i Pseudomonas aeruginosa
klini~ki izolat.

Za aktiviranje referentnih sojeva i dobijanje radne kulture kori{}en je
TSA (Tryptic Soy Agar). Radne kulture test mikroorganizama dobijene su dvos-
trukim uzastopnim presejavanjima izraslih kolonija u intervalima od po 24 ~asa i
inkubiranjem na 37oC.

Odre|ivanje koncentracije preparata na bazi hlor-dioksida /
Determination of concentration of preparation based on chlorine dioxide

Na osnovu koncentracija dezinfekcionih sredstava na bazi hlor-diok-
sida kori{}enih u prethodnim istra`ivanjima u pogonima prehrambene industrije
(Guthrie, 1983; Marriott, 1989; 1997) za ispitivanje germicidnog efekta preparata
na bazi hlor-dioksida odabrane su koncentracije od 50 ppm,100 ppm i 150 ppm
pri kontaktnom vremenu od 1 i 5 minuta u ~istoj kulturi mikroorganizama. Na rad-
nim povr{inama u pogonima za preradu mleka o~ekivano je prisustvo organske
materije, pa je u prisustvu organske materije (2% i 4% obranog mleka) ispitivan
germicidni efekat na patogene mikroorganizme preparata na bazi hlor-dioksida u
koncentraciji 150 ppm, 200 ppm i 250 ppm.
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Bacillus cereus je sporuli{u}i patogeni mikroorganizam, {to ga ~ini ot-
pornijim na dezinficijense u odnosu na ostale ispitivane mikroorganizme (Peta,
2003). Iz tog razloga je GE preparata na bazi hlor-dioksida u slu~aju ovog mikroor-
ganizma u ~istoj kulturi i u prisustvu organske materije ispitivan u koncentracijama
50,100,200, 250, 300, 400 i 500 ppm.

Ispitivanja su ra|ena u tri ponavljanja.

Ispitivanje germicidnog efekta preparata na bazi hlor dioksida /
Examinations of germicidal effect of preparation based on chlorine dioxide

Germicidni efekat preparata na bazi hlor dioksida je ispitivan Kvantita-
tivnim suspenzionim testom BSEN 1276:1997 (Chemical disinfectants and anti-
septics – Quantitative suspension test for the evaluation of bactericidal activity of
chemical disinfectants and antiseptics used in food, industrial, domestic and insti-
tutional areas).

Priprema suspenzije mikroorganizama
Priprema suspenzije mikroorganizama: za svaki test mikroorganizam

odpipetirano je u odvojene Erlenmajer boce po 10 ml bujona TSB (Tryptic Soy
broth) i dodato po 5 gr sterilnih staklenih perlica, a zatim me{ano 3 minuta na me-
hani~koj me{alici. Iz radne kulture svakog od test mikroorganizama jedna eza ma-
terijala preneta je u pripremljeni rastvor koji je zatim me{an 3 minuta na me-
hani~koj me{alici. Broj }elija u suspenziji odre|en je zasejavanjem decimalnih
razbla`enja suspenzije svakog ispituju}eg mikroorganizma posebno, na podlogu
TSA. Zasejana podloga je inkubirana 72 ~asa na 37oC.

Efikasnim dezinficijensom, kada se ispituje Kvantitativnim suspenzi-
onim testom BSEN 1276:1997, smatra se preparat koji smanjuje broj test mikro-
organizama najmanje za 5 log10.

Kvantitativni suspenzioni test
U epruvete je preneto pipetom po 8 ml test preparata razli~itih koncen-

tracija (50, 100, 150 ppm za ~istu kulturu i 150, 200 i 250 ppm u prisustvu organ-
ske materije) i dodat po 1 ml sterilne vode, a zatim 1 ml suspenzije svakog test
mikroorganizma posebno. Za ispitivanje Bacillus cereus ATCC 10876 pored nave-
denih pripremljene su i koncentracije 300, 400 i 500 ppm test preparata. Kod ispiti-
vanja u prisustvu organske materije u epruvete sa preparatom u navedenim kon-
centracijama dodato je 2 i 4% obranog mleka i ostatak do 10 ml dopunjen je vo-
dom. Aktivnost preparata je ispitivana pri kontaktnom vremenu 1 i 5 min. Nakon is-
teka kontaktnog vremena iz svake epruvete je prenet po 1 ml ispituju}eg rastvora
u odgovaraju}i broj epruveta u kojima je ranije pripremljeno po 8 ml rastvora za
neutralizaciju (30 g/l Tween 80 u TSB) i 1 ml sterilne vode. Sadr`aj u epruvetama je
izme{an i ostavljen na sobnoj temperaturi 5 minuta. Posle neutralizacije po 1 ml
rastvora iz svake epruvete je prenet na po dve odgovaraju}e selektivne podloge
za test mikroorganizme: Listeria monocytogenes na ALOA (Agar Listeria accord-
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ing to Ottaviani and Agosti); Proteus mirabilis na BG (Brilliant Green Bile Agar);
Staphylococcus aureus na BP (Baird-Parker Agar), Pseudomonas aeruginosa na
TSA (Tryptic Soy Agar), Escherichia coli na VRB (Violet Red Bile Agar) i Bacillus
cereus naTSA (Tryptic Soy Agar). Zasejane podloge su inkubirane 24 ~asa na
37oC. Po zavr{enoj inkubaciji izbrojane su izrasle kolonije.

Redukcija rasta ispituju}ih patogenih mikroorganizama je izra~unata
po formuli:

N · 10-1

Redukcija u rastu =
Reduction in growth Na

N – broj patogenih mikroorganizama u mililitru suspenzije (cfu/ml) /
N – number of pathogenic microorganisms in milliliter of suspension (cfu/ml)

Na – broj patogenih mikroorganizama posle isteka kontaktnog vremena (cfu/ml) /
Na – number of pathogenic microorganisms after end of contact time (cfu/ml)

Ispitivanje korozivnog dejstva preparata na bazi hlor-dioksida na

povr{inama od ner|aju}eg ~elika / Examinations of corrosive effect of

preparation based on chlorine dioxide on stainless steel surfaces

Korozivno dejstva preparata na bazi hlor-dioksida je ispitivano na
plo~icama od ner|aju}eg ~elika (tip 304 sa zavr{nom obradom tipa 4, koji se
koristi u prehrambenoj industriji) dimenzija 50x25x1 mm. Rezultati ispitivanja efi-
kasnosti preparata na bazi hlor-dioksida dobijeni primenom Kvantitativnog sus-
penzionog testa pokazuju da koncentracija od 250 ppm potpuno uni{tava ve}inu
test mikroorganizama (izuzetak je Bacillus cereus ATCC 10876) u prisustvu 4 %
organske materije. Na osnovu toga je korozivno dejstvo preparata na bazi-hlor
dioksida, ispitivano neprekidnim dejstvom preparata na bazi hlor-dioksida kon-
centracije 250 ppm na plo~ice od ner|aju}eg ~elika tokom deset dana.

Priprema i ispitivanje plo~ica ra|eni su prema IDF 077:1977 - Stan-
dard procedure for testing the corrosiveness of detergents and/or sterilants on
metals & alloys intended for use in contact with milk & milk products. Ispitivanje je
ponovljeno {est puta.

Efikasnost preparata na bazi hlor-dioksida u zatvorenom sistemu

u pogonu za preradu mleka / Efficacy of preparation based on chlorine

dioxide in closed system in milk processing plant

U zatvorenom sistemu u pogonu za preradu mleka (paster aparat),
ura|eno je ispitivanje efikasnosti preparata na bazi hlor dioksida. Kroz paster apa-
rat je nakon pranja kiselinom i bazom u trajanju od po 15 minuta, a zatim ispiranja
vodom, propu{ten preparat za dezinfekciju na bazi hlor dioksida koncentracije
100 ppm u trajanju od 15 minuta i pri temperaturi od 40oC. Aparat je zatim ispran
vodom. Za ispitivanje efikasnosti preparata za dezinfekciju uzorci su uzeti meto-
dom brisa. Brisevi su uzeti sa unutra{njih povr{ina cevi paster aparata prvo posle
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zavr{enog pranja a pre dezinfekcije, a zatim i posle dezinfekcije ispitivanim pre-
paratom. Svi brisevi su uzimani istim postupkom sa unutra{njih povr{ina cevi pas-
ter aparata promera ø 38 mm u dubini cevi 1 cm. Brisevi su uzeti sa: 1. ulaza siro-
vog mleka u pumpu paster aparata, 2. izlaza mleka iz sekcije za pasterizaciju, pre
hla|enja, 3. izlaza iz pasterizatora posle rekuperacije hla|enja, 4. cevi za povrat
pasterizovanog mleka, 5. izlaza pasterizovanog ohla|enog mleka iz cevovoda
paster aparata do sirarske kade. Odmah posle uzimanja svaki bris je uronjen u
10 ml sterilnog fiziolo{kog rastvora posebno i do laboratorije transportovan u
rashla|enom stanju. Iz svake epruvete fiziolo{kog rastvora u koju je uronjen bris
zasejavan je po 1 ml u podlogu za odre|ivanje ukupnog broja mikroorganizama i
brilijant zeleni laktoza `u~ni bujon za odre|ivanje koliformnih mikroorganizama.
Efikasnost preparata je procenjivana na osnovu smanjenja broja mikroorgani-
zama u mililitru uzetog brisa. Ispitivanje je ra|eno u tri ponavljanja.

Prema preporuci proizvo|a~a (koncentracija preparata za dezinfek-
ciju radnih povr{ina od 50 ppm) i podacima iz literature o koncentraciji dezinfek-
cionih sredstava koja se koriste u pogonima prehrambene industrije (Guthrie,
1983; Marriott, 1989; 1997) za ispitivanje germicidnog efekta preparata na bazi
hlor dioksida odabrane su koncentracije od 50, 100 i 150 ppm pri kontaktnom vre-
menu od 1 i 5 minuta u ~istoj kulturi. Mikroorganizam Bacillus cereus je spo-
ruli{u}i patogeni mikroorganizam, {to ga ~ini otpornijim na dezinficijense u od-
nosu na ostale ispitivane mikroorganizme pa je za ispitivanje germicidnog efekata
preparata na bazi hlor dioksida prema ovom mikroorganizmu upotrebljena ve}a
koncentracija (300, 400 i 500 ppm) preparata (Peta, 2003). Rezultati ispitivanja
germicidnog efekta preparata na bazi hlor-dioksida prikazani su u tabeli 1.

Rezultati prikazani u tabeli predstavljaju srednje vrednosti tri ponav-
ljanja.

Preparat na bazi hlor dioksida u koncentraciji od 50 ppm pri kon-
taktnom vremenu od 1 i 5 minuta smanjuje broj kolonija: Listeria monocytogenes
4b, ATCC 19115, Proteus mirabilis ATCC 35659, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 i Pseudomonas aeruginosa klini~ki izolat, za
2 log10, a u koncentracijama od 100 i 150 ppm pri kontaktnom vremenu od 1 i 5
minuta potpuno uni{tava navedene mikroorganizme. Za potpuno uni{tavanje
kolonija Bacillus cereus ATCC 10876, pri kontaktnom vremenu od 1 i 5 minuta po-
trebna je koncentraciji preparata na bazi hlor-dioksida od 400 ppm (tabela 1).

Na radnim povr{inama u pogonima za preradu mleka o~ekivano je
prisustvo organske materije, pa je ispitivan germicidni efekat preparata na bazi
hlor-dioksida u koncentraciji 150, 200 i 250 ppm na patogene mikroorganizme u
prisustvu 2% obranog mleka i 4% obranog mleka, za sve test mikroorganizme
osim Bacillus cereus za koji su pored navedenih ispitivane i koncentracija prepa-
rata od 300, 400 i 500 ppm. Rezultati tih ispitivanja prikazani su u tabeli 2.
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Tabela 1. Rezultati ispitivanja germicidnog efekta preparata na bazi hlor-dioksida prema
test mikroorganizmima u ~istoj kulturi

Table 1. Results of examinations of germicidal effect of preparation based on chlorine dioxide according to
microorganism test in pure culture

Test mikroorganizam /
Microorganism test

Gustina
suspenzije /
Density of
suspension
(cfu/ml)

Temperatura
ambijenta /
Ambient

temperature
(oC)

Koncentracija
dezinficijensa /

Disinfectant
concentration

GE*
1 min

(cfu/ml)

GE
5 min

(cfu/ml)

Listeria monocytogenes
ATCC 19115 4,65 x 108 20 ± 1

50 ppm
100 ppm
150 ppm

106

St.
St.

106

St.
St.

Proteus mirabilis
ATCC 35659 4,23 x 108 20 ± 1

50 ppm
100ppm
150 ppm

106

St.
St.

106

St.
St.

Escherichia coli
ATCC 25922 2,78 x 108 20 ± 1

50 ppm
100ppm
150 ppm

106

St.
St.

106

St.
St.

Staphylococcus aureus
ATCC 25923 3,65 x 108 20 ± 1

50 ppm
100ppm
150 ppm

106

St.
St.

106

St.
St.

Pseudomonas aeruginosa
kini~ki izolat / clinical isolate 4,32 x 108 20 ± 1

50 ppm
100ppm
150 ppm

106

St.
St.

106

St.
St.

Bacillus cereus
ATCC 10876 5,28 x 108 20 ± 1

50 ppm
100 ppm
150 ppm
200 ppm
250 ppm
300ppm
400ppm
500ppm

108

108

108

108

105

103

St.
St.

108

108

108

108

105

103

St.
St.

*Prikazani rezultati su srednja vrednost tri ponavljanja / Shown results are mean value of three repetitions
St. – nalaz sterilan (nema rasta) / finding sterile (no growth)

Preparat na bazi hlor-dioksida u koncentraciji od 150 ppm, pri kontak-
tnom vremenu od 1 i 5 minuta u prisustvu 2% obranog mleka smanjio je broj kolo-
nija svih ispituju}ih mikroorganizama, osim Bacillus cereus ATCC 10876 za
4 log10 . Koncentracije od 200 i 250 ppm u prisustvu 2% organske materije i pri
kontaktnom vremenu od 1 i 5 minuta potpuno su uni{tile sve prisutne mikroorgan-
izme, dok je za isti rezultat kod Bacillus cereus ATCC 10876 bila potrebna koncen-
tracija preparata od 400ppm. U prisustvu 4% obranog mleka koncentracije ispiti-
vanog preparata od 150 i 200 ppm, smanjuju broj kolonija svih test mikroorgani-
zama, osim Bacillus cereus ATCC 10876 za 3 log10 , odnosno 6 log 10. Preparat
potpuno uni{tava mikroorganizme u koncentraciji od 250 ppm pri kontaktnom
vremenu od 1 i 5 minuta. U slu~aju Bacillus cereus ATCC 10876 koncentracija od
500 ppm uni{tava sve kolonije (tabela 2).
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Oprema u objektima za preradu mleka izra|ena je uglavnom od
ner|aju}eg ~elika (tip 304 i 316). Korozivnost ovih povr{ina razlog je ograni~ene
primene mnogih sredstava za dezinfekciju. Rezultati ispitivanja korozivnog efekta
preparata na bazi hlor-dioksida na povr{ine od ner|aju}eg ~elika (304 sa stepe-
nom obrade 4) koji se koristi za izradu opreme u pogonima za preradu mleka su
prikazani u tabeli 3.

Tabela 3. Rezultati merenja mase plo~ica od ner|aju}eg ~elika pre i posle primene
preparata na bazi hlor-dioksida

Table 3. Results of measurements of mass of stainless steel plates before and after application of
preparation based on chlroine dioxide

Broj plo~ice /
Plate number

Masa plo~ica pre dezinfekcije* /
Plate mass before disinfection

(gr)

Masa plo~ica posle dezinfekcije1 /
Plate mass after disinfection

(gr)

1. 9,9903 9,9898

2. 9,9496 9,9489

3. 10,0376 10,0369

*Prikazani rezultati su srednja vrednost {est ponavljanja / Shown results are mean value of six repetitions
1Masa plo~ica izmerena posle neprekidnog dejstva preparata na bazi hlor dioksida koncentracije
100 ppm tokom deset dana / Plate mass measured after constant effect of preparation based on chlorine
dioxide in concentration of 100 ppm during ten day

Na osnovu merenja i vizuelnog pregleda plo~ica od ner|aju}eg ~elika
tipa 304, posle neprekidnog dejstva preparata na bazi hlor dioksida koncentracije
250 ppm tokom deset dana, utvr|eno je da je gubitak mase u nivou statisti~ke
gre{ke i da nema vidljivih promena u boji i strukturi materijala.

Po{to je utvr|ena koncentracija preparata na bazi hlor dioksida, koja u
laboratorijskim uslovima efikasno deluje na ispitivane patogene mikroorganizme,
a nije zapa`eno korozivno dejstvo preparata na povr{inama od ner|aju}eg ~elika
tipa 304, ispitivana je efikasnosti preparata na bazi hlor dioksida u zatvorenom
sistemu u pogonu za preradu mleka (aparat za pasterizaciju mleka).

Budu}i da je suspenzionim testom utvr|en dobar germicidni efekat
preparata na bazi hlor-dioksida u koncentraciji 100 ppm prema ispituju}im mikro-
organizmima, a da dezinfekciji prethodi dobro pranje, za ispitivanje efikasnosti
ovog dezinficijensa u zatvorenom sistemu odabrana je ista koncentracija.

Rezultati ispitivanja efikasnosti preparata na bazi hlor-dioksida kon-
centracije 100 ppm u zatvorenom sistemu pogona za preradu mleka prikazani su
na histogramima 1 i 2.

Analizom briseva uzetih sa povr{ina posle pranja, a pre dezinfekcije
preparatom na bazi hlor-dioksida nije dokazano prisustvo koliformnih mikroor-
ganizama.
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Rezultati prikazani na histogramu 2 pokazuju da preparat na bazi hlor
dioksida u koncentraciji od 100 ppm redukuje broj mikroorganizama u zavisnosti
od mesta primene za 80 do 100%.
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Pre dezinfekcije preparatom na bazi holor-dioksida /
Before disinfection using preparation based on chlorine
dioxide
Posle dezinfekcije preparatom na bazi hlor dioksida /
After disinfection using preparation based on chlorine di-
oxide

Koncentracija preparata 100 ppm /Preparation concentration
Vreme kontakta 15 min /Duration of contact 15 minutes
1. Ulaz sirovog mleka u pumpu paster aparata; /

Entry of crude milk into pump of pasteurizing installations
2. Izlaz iz sekcije za pasterizaciju pre hla|enja; /

Exit from section for pasteurization before cooling
3. Izlaz iz pasterizatora posle rekupercije hla|enja; /
Exit from pasteurizing installations after recuperation cooling

4. Povrat pasterizovanog mleka; / Return of pasteurized milk
5. Izlaz pasterizovanog ohla|enog mleka iz cevovoda

od Paster aparata u sirarsku kadu; /
Exit of pasteurized cooled milk from pipeline from
pasteurizing installations to cheese tub

Histogram 1. Prikaz efikasnosti primene preparata na bazi hlor dioksida za dezinfekciju
paster aparata /

Histogram 1. Efficacy of application of preparation based on chlorine dioxide for disinfection of pasteurizing
installations

Procenat redukcije broja mikroorganizama nakon
dezinfekcije preparatom na bazi hlor-dioksida /
Percent reduction in number of microorganisms following
disinfection using preparation based on chlorine dioxide

Koncentracija preparata 100 ppm / Preparation concentration
100 ppm
Vreme kontakta 15 min / Duration of contact 15 minutes
1. Ulaz sirovog mleka u pumpu paster aparata; /

Entry of crude milk into pump of pasteurizing installations
2. Izlaz iz sekcije za pasterizaciju pre hla|enja; /

Exit from section for pasteurization before cooling
3. Izlaz iz pasterizatora posle rekupercije hla|enja; /

Exit from pasteurizing installations after recuperation cooling
4. Povrat pasterizovanog mleka; /

Return of pasteurized milk
5. Izlaz pasterizovanog ohla|enog mleka iz cevovoda

od Paster aparata u sirarsku kadu; /
Exit of pasteurized cooled milk from pipeline from
pasteurizing installations to cheese tub

Histogram 2. Procenat redukcije broja mikroorganizama nakon dezinfekcije paster
aparata preparatom na bazi hlor dioksida /

Histogram 2. Percent reduction in number of microorganisms following disinfection of pasteurizing
installations using preparation based on chlorine dioxide



Mleko se patogenim mikroorganizmima kontaminira primarno iz infici-
rane mle~ne `lezde i sekundarno sa povr{ina sa kojima dolazi u kontakt tokom
mu`e, obrade i prerade. Mikroorganizmi u proizvode od mleka mogu dospeti kao
rezultat rekontaminacije sa opreme koja se neadekvatno odr`ava. Uslovi pove}a-
ne vla`nosti u pogonima za preradu mleka, omogu}avaju rast mikroorganizama
(Wirtanen i sar., 1997).

Efikasnost dezinficijenasa koji se koriste u pogonima za preradu
mleka procenjuje se na osnovu njihovog dejstva na prisutne mikroorganizme.
Suspenzionim testom BSEN 1276 utvr|en je dobar germicidni efekat preparata
na bazi hlor dioksida u koncentraciji 100 ppm prema nesporogenim mikroorgani-
zmima u ~istoj kulturi bez organske materije, a za Bacillus cereus u ~istoj kulturi
bez organske materije koncentracija od 400 ppm.

Prisustvo organske materije u pogonima za preradu mleka uti~e na
smanjenje efikasnosti sredstava za dezinfekciju (Gram i sar., 2007). U na{im ispiti-
vanjima dodavanje organske materije je uticalo na smanjenje efikasnosti prepa-
rata na bazi hlor-dioksida prema ispituju}im mikroorganizmima. Za postizanje
potpunog germicidnog efekta prema ispituju}im nesporogenim mikroorganiz-
mima u prisustvu 2% obranog mleka bila je potrebna koncentracija od 200 ppm, a
za postizanje germicidnog efekta prema Bacillus cereus bila je potrebna koncen-
tracija od 400 ppm. Pove}ana koncentracije obranog mleka (4%) u medijumu za
ispitivanje germicidnog efekta preparata na bazi hlor-dioksida smanjila je njegovu
efikasnost prema ispituju}im mikroorganizmima. Za postizanje dobrog germicid-
nog efekta prema nesporogenim mikroorganizmima bilo je potrebno da se kon-
centracija preparata na bazi hlor-dioksida pove}a na 250 ppm, a za postizanje is-
tog rezultata za Bacillus cereusu bilo je potrebno da se koncentracija preparata
pove}a na 500 ppm. Rezultati ispitivanja vi{e autora (Augustin i sar., 2004; Bagge i
sar., 2003; Frank i sar., 2003; Sharma i sar., 2004) ukazuju na efikasnost razli~itih
preparata za dezinfekciju u prehrambenoj industriji. Brojna ispitivanja preparata
na bazi hlor-dioksida (Guthrie, 1983; Lindsay, 2002; Marriott, 1989; 1997; Yuk i
sar., 2006), pokazuju visok stepen njihove efikasnosti u delovanju na mikroorga-
nizme, kao {to su: Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens, Salmonella vrste,
{to daje veliku mogu}nost njihove primene u industriji mleka.

Pored germicidnog efekta, preparati koji se koriste za dezinfekciju u
objektima za preradu mleka moraju da zadovolje i odre|ene tehnolo{ke, toksiko-
lo{ke, ekolo{ke i ekonomske zahteve. Jedan od zahteva je i da ne deluju ko-
rozivno na povr{ine opreme koja se koristi u prehrambenoj industriji. U na{im ispi-
tivanjima na osnovu merenja i vizuelnog pregleda plo~ica od ner|aju}eg ~elika
tipa 304, posle neprekidnog dejstva preparata na bazi hlor-dioksida koncentracije
250 ppm tokom deset dana gubitak mase plo~ice je bio u nivou statisti~ke gre{ke
i nisu uo~ene vidljive promene u boji i strukturi materijala.
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Evropska direktiva za biocidne preparate (European biocidal product
directive 98/8/EC) koja je od 2000. godine postala obavezuju}i deo zakonske
regulative svih zemalja ~lanica EU predvi|a standarde za dezinfekciona sredstva
koja se upotrebljavaju u pogonima za preradu mleka.

Rezultati ispitivanja efikasnosti hlor dioksida i drugih preparata koji se
koriste za dezinfekciju u prehrambenoj industriji (Kreske, 2006), kao i rezultati do-
bijeni ovim ispitivanjem upu}uju na mogu}nost njegove primene u pogonima za
preradu mleka.

Na osnovu dobijenih rezultata mo`e se zaklju~iti da ispitivani preparat
na bazi hlor dioksida pri kontaktnom vremenu od 1 minuta u koncentraciji od
100 ppm, u laboratorijskim uslovima, 100% redukuje >108 cfu/ml u monokulturi:
L. monocytogenes, E. coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S. au-
reus, a u koncentraciji od 400ppm >108 cfu/ml Bacillus cereus.

U prisustvu organske materije 2% i 4% obranog mleka, pri kontak-
tnom vremenu od 1 minuta, preparat je potpuno efikasan u koncentraciji 200 ppm
(2%) i 250 ppm (4%), za sve ispitivane mikroorganizme osim za Bacillus cereus za
koji je potrebna koncentracija 400 ppm (2%) i 500 ppm (4 %).

Na osnovu merenja i vizuelnog pregleda plo~ica od ner|aju}eg ~elika
tipa 304, koji se koristi u pogonima za preradu mleka, a koje su izlagane neprekid-
nom dejstvu preparata na bazi hlor-dioksida koncentracije 250 ppm u trajanju od
deset dana mo`e se zaklju~iti da je gubitak mase u nivou statisti~ke gre{ke i da
nema vidljivih promena u boji i strukturi materijala.

U uslovima primene u zatvorenim sistemima pogona za preradu mle-
ka (paster aparat) preparat na bazi hlor-dioksida u koncentraciji od 100 ppm efi-
kasno je redukovao broj prisutnih mikroorganizama za 80 do 100%.

Dobijeni rezultati i karakteristike ispitivanog preparata na bazi hlor-
dioksida ukazuju na to da se ovaj preparat mo`e koristiti za dezinfekciju opreme i
povr{ina u pogonima za preradu mleka.
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EVALUATION OF POSSIBLE USE OF DISINFECTANT BASED ON CHLORINE
DIOXIDE IN DAIRY PLANT

Mira Raki}-Martinez, Vera Kati}

Poor sanitation of food contact surfaces has been a contributing factor in food
borne disease outbreaks, especially those involving Listeria monocytogenes, Salmonella
spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus etc.

The objectives of this study were therefore to: 1. Determine the efficiency of a
disinfectant based on chlorine dioxide in suspension in a closed system in a dairy plant. 2.
Evaluate the possibility of disinfection of working surfaces with a disinfectant based on
chlorine dioxide.

In order to determine the germicidal effect of the disinfectant based on chlo-
rine dioxide by suspension test (BSEN 1276:1997); the following test organisms were
used: Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphy-
lococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa clinical isolate. The corrosive properties of
the disinfectant based on chlorine dioxide were tested by IDF 077:1977 standard. The effi-
cacy of this disinfectant was investigated in a closed system in a dairy plant.

Results indicated a 100% reduction of >108 cfu/ml L. monocytogenes, E. coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, viable count after 1 minute of expo-
sure to 100 ppm of the disinfectant based on chlorine dioxide and 400 ppm for Bacillus
cereus. In the presence of 2% skim milk and 4 % skim milk concentrations of 200 and
250 ppm resulted in 100% reduction in numbers of the five of six test microorganisms, re-
spectively. The spore former, Bacillus cereus is less susceptible to the disinfectant. There-
fore, the efficient concentration for 100% reduction in viable count after 1 minute exposure
was 500 ppm. The corrosive properties of the disinfectant were not determined. In the case
of closed system disinfection in a dairy plant, reduction in viable count after 15 minute ex-
posure to 100 ppm of disinfectant based on chlorine dioxide ranged from 80 to 100%.

Key words: chlorine dioxide, disinfection, milk, germicidal effect, corrosiveness

100

Vet. glasnik 63 (1-2) 87 - 101 (2009) Mira Raki}-Martinez i Vera Kati}: Ispitivanje
mogu}nosti primene preparata na bazi hlor-dioksida za dezinfekciju u pogonima za ...

ENGLISH



ISPÀTANIE VOZMO@NOSTI PRIMENENIÂ PREPARATA NA OSNOVANII
HLORA DIOKISÃ DLÂ DEZINFEKCII V CEHAH DLÂ PERERABOTKI MOLOKA

Mira Raki~-Martinez, Vera Kati~

PlohaÔ gigiena poverhnostey, prihodÔçie v kontakt s piçey imeet dlÔ
posledstviÔ kontaminaciÓ korma mikroorganizmami, kak sutÝ: Listeria monocito-
genes, Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus i pr. vìzìvaÓçie ali-
mentarnìe zabolevaniÔ lÓdey.

CelÝ Ìtogo inspìtaniÔ bìla utverditÝ ÌffektivnostÝ preparata na
osnovanii hlora diokisÝ (0,3% hlora diokisÝ) v laboratornìh usloviÔh i v
zakrìtoy sisteme ceha dlÔ pererabotki moloka, i ocenitÝ vozmo`nostÝ ego prime-
neniÔ v dezinfekcii poverhnostey v cehah dlÔ pererabotki moloka.

Germicidnìy Ìffekt preparata TwinOxide ispìtan koli~estvennìm
suspenionnìm testom (BSEN 1276:1997) k mikroorganizmam: Listeria monocytogenes,
Proteus mirabilis, Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureurs i klini~e-
skiy izolÔt Pseudomans aeruginosa.

Korozivnoe deystvie preparata ispìtano primeneniem standarta IDF
077: 1977. ÕffektivnostÝ preparata ispìtana i v zakrìtoy sisteme v cehe dlÔ
pererabotki moloka.

Preparat na osnovanii hlora diokisÝ pri kontaktnom vremeni ot 1 mi-
nutì v kncentracii ot 100 ppm, v laboratornìh usloviÔh, 100% reduciruet
108 cfu/ml L. monocytogenes, E. coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S. au-
reus, a v koncentracii 400 ppm >108 cfu/ml Bacillus cereus. V prisutstvii 2% i 4%
snÔtogo moloka, pri kontaktnom vremeni ot 1 minutì, preparat Ìffektivnìy v
koncentracii 200 ppm (2%) i 250 ppm (4%), dlÔ vseh ispìtannìh mikroorganizmov
krome dlÔ Bacillus cereus dlÔ kotorogo bìla nu`na koncentraciÔ 400 ppm (2%) i
500 ppm (4%). Korozivnoe deystvie preparata ne utver`deno. V usloviÔh prime-
neniÔ v zakrìtìh sistemah v cehe dlÔ pererabotki moloka, posle kontakta ot 15
minut, preparat na osnovanii hlora diokisÝ reduciroval ~islo mirkoorganizmov,
v zavisimosti ot mesta priemeneniÔ ot 80 do 100%.

KlÓ~evìe slova: hlora diokisÝ, dezinfekciÔ, moloko, germicidnìy Ìffekt,
korozivnostÝ
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HISTOPATOLO[KA PROCENA NAJ^E[]IH OBOLJENJA
JETRE KOD MA^AKA*

HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF MOST FREQUENT LIVER

DISEASES IN CATS

B. Kurelju{i}, D. Marinkovi}, Jelena Obadovi}, Milena \or|evi},
V. Kukolj**

Histolo{kom analizom jetre kod 27 ma~aka razli~ite rase, pola i
starosti, obdukovanih na Katedri za patolo{ku morfologiju Fakulteta vet-
erinarske medicine Univerziteta u Beogradu, ustanovljeni su limfoplaz-
mocitni holangiohepatitis, fibroza razli~itog stepena, pasivna hipere-
mija, masna promena, holestaza i neoplazme. Navedeni entiteti su se
vrlo retko javljali kao pojedina~ne morfolo{ke manifestacije, po{to jetra
ima razli~ite funkcije, pa jedna morfolo{ka promena ~esto za sobom
povla~i i druge. Tako je, na primer, fibroza bila ~esto pra}ena intrahe-
pati~nom holestazom.

Histopatolo{ka procena oboljenja jetre ima zna~aja ne samo na
uzorcima sa obdukcije, ve} i kod dijagnostike oboljenja jetre, na uzor-
cima dobijenim biopsijom, {to je zna~ajno za postavljanje decidne di-
jagnoze.

Za tuma~enje ustanovljenih histolo{kih promena u jetri potrebna
je tesna saradnja izme|u klini~ara i patologa, jer se kona~na dijagnoza
postavlja na osnovu morfolo{kih, biohemijskih i klini~kih nalaza.

Klju~ne re~i: ma~ka, jetra, morfolo{ke promene, histopatolo{ka
procena

Od oboljenja jetre kod ma~aka naj~e{}e se sre}u masna promena je-
tre, kompleks bolesti poznate kao holangiohepatitis, toksi~ne hepatopatije i neo-
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plazme jetre. Ne{to re|e se opisuju hepati~na i ekstrahepati~na bilijarna opstruk-
cija, anomalije vaskularnog aparata jetre, parazitoze jetre, ciste na jetri i dijafrag-
matska hernija. Infektivni peritonitis ma~aka (FIP), multicentri~ni limfom, mijelo-
proliferativne bolesti, infektivna panleukopenija i sistemske gljivi~ne infekcije su
sistemske bolesti koje su pra}ene promenama na jetri kod ma~aka (Zawie i Gar-
vey, 1984). Nadalje, u literaturi se sre}u opisi limfoplazmocitnog holangiohepati-
tisa u sklopu policisti~nog oboljenja bubrega kod ma~aka (Jovanovi} i sar., 2004).
Pored kongenitalnih anomalija vaskularnog aparata jetre i bolesti srca su ~esto
pre}ene promenama u jetri u tipu kadija~ne fibroze ili ciroze jetre (van den Ingh i
sar., 1995).

Masna promena jetre kod ma~aka mo`e biti nespecifi~nog karaktera i
mo`e pratiti endokrine poreme}aje kao {to su {e}erna bolest i hipotireoidizam.
Osim toga masna promena jetre kod ma~aka se nalazi u sklopu sindroma masne
jetre ma~aka nepoznate etiologije. Bez obzira na uzrok, masna promena se
karakteri{e pove}anjem veli~ine jetre razli~itog stepena u zavisnosti od koli~ine
nagomilane masti. Kako se pove}ava sadr`aj masti pove}ava se i veli~ina jetre i
ona postaje `ute boje. Mikroskopskim pregledom u hepatocitima se uo~avaju lipi-
dne vakuole manjeg ili ve}eg pre~nika u zavisnosti od toga da li se radi o mikro- ili
makrovezikularnoj lipidozi (Dimski, 1997; Dimski i Taboada, 1995; Brown i sar.,
2000).

Holangiohepatitis je bolest mla|ih ma~aka, a dijagnoza se bazira na
histopatolo{kom nalazu limfocitnog infiltrata u portalnom traktu i pojedina~nim
nekrozama parenhima. Kod uznapredovalih slu~ajeva karakteri{e se fibrozom i
proliferacijom `u~nih kanala. Etiologija ove bolesti je nepoznata. S obzirom na to
da se ~e{}e sre}e kod odre|enih rasa neki autori ne isklju~uju genetsku predis-
poziciju za nastanak ovog oboljenja (Gagne i sar., 1996; Day, 1995).

Kod pasa je dokazano da veliki broj hemijskih supstanci i lekova, kao
{to su izme|u ostalih i glukokortikosteroidi, ima hepatotoksi~no dejstvo (Trailovi}
i sar., 1989; Trailovi} i sar., 1992; Mc Gavin i Zachary, 2007) . Nasuprot psima,
ma~ke su osetljivije na intoksikaciju lekovima, s obzirom na to da imaju slabiju ak-
tivnost enzima glukuroniltransferaze. Upravo zbog ovog relativnog enzimskog
deficita ma~ke su osetljivije na intoksikaciju acetaminofenom (Mc Gavin i Zachary,
2007).

Pored nodularne hiperplazije, koja se smatra preneoplasti~nom lezi-
jom ili je udru`ena sa regeneracijom jetre, u literaturi se kod ma~aka od primarnih
neoplazmi jetre pominju hepatocelularni i holangiocelularni adenomi i njihove ma-
ligne varijante hepatocelularni i holangiocelularni karcinomi (Meuten, 2002; Head
i sar., 2003).

S obzirom na oskudne podatke u literaturi koja opisuju histopatolo{ke
lezije u jetri ma~aka, cilj ovog rada je da prika`e histopatolo{ku procenu naj~e{}ih
oboljenja jetre kod ma~aka, kod kojih su na obdukciji uo~ene promene razli~itog
karaktera i intenziteta.
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U ovom radu su histopatolo{ki ispitane jetre ma~aka obdukovanih na
Katedri za patolo{ku morfologiju Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu.
Ma~ke su pripadale razli~itim rasama i bile razli~itog pola i starosti (Tabela 1).
Uzorci tkiva jetre za histopatolo{ki pregled su fiksirani u 10% puferizovanom for-
malinu, procesovani standardnim postupkom i uklopljeni u parafinske blokove.
Parafinski ise~ci jetre debljine oko 5 mikrometara bojeni su hematoksilin-eozin
(HE), Azan i Masson-Goldner metodom.

Tabela 1. Rasa, pol i starost ispitanih ma~aka
Table 1. Breed, sex and age of examined cats

Broj slu~aja /
Case number

Rasa ma~ke /
Breed of cat

Pol a) /
Sexa)

Starost (godina)b) /
Age (years)b)

1. Doma}a ma~ka / Domestic cat M 8

2. Doma}a ma~ka / Domestic cat M 6

3. Persijska ma~ka / Persian cat @ / F 8

4. Persijska ma~ka / Persian cat M 7

5. Persijska ma~ka / Persian cat M 4

6. Persijska ma~ka / Persian cat @ / F 8 m

7. Persijska ma~ka / Persian cat @ / F 5

8. Persijska ma~ka / Persian cat @ / F 7 m

9. Persijska ma~ka / Persian cat @ / F 4

10. Persijska ma~ka / Persian cat M 3

11. Persijska ma~ka / Persian cat M 2

12. Persijska ma~ka / Persian cat MK / CM 4

13. Persijska ma~ka / Persian cat M 1

14. Doma}a ma~ka / Domestic cat M 3

15. Doma}a ma~ka / Domestic cat M 5 m

16. Doma}a ma~ka / Domestic cat M 5

17. Doma}a ma~ka / Domestic cat @ / F 2 m

18. Doma}a ma~ka / Domestic cat M 3

19. Doma}a ma~ka / Domestic cat @ / F 15

20. Doma}a ma~ka / Domestic cat @S / SF 12

21. Persijska ma~ka / Persian cat M 13

22. Doma}a ma~ka / Domestic cat MK / CM 10

23. Doma}a ma~ka / Domestic cat @S / SF 6

24. Persijska ma~ka / Persian cat M 15 m

25. Doma}a ma~ka / Domestic cat M 1,5

26. Tajlandska sijamska ma~ka / Thai Siamese cat @ / F 8

27. Reg Dol ma~ka / Ragdoll cat M 2

Legenda: a) M – mu`jak, @ – `enka, MK – kastrirani mu`jak, @S – sterilisana `enka; b) m – meseci /
Legend: a) M – male; F – female; CM – castrated male; SF – sterilized female; b) m – months
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Mikroskopskim pregledom ise~aka tkiva jetre kod 11 ma~aka per-
sijske rase ustanovljen je limfocitno-plazmocitni holangiohepatitis sa mononuk-
learnim }elijskim infiltratom u portalnim prostorima (Slika 1). U pojedinim slu~aje-
vima pored infiltracije portalnih prostora mononuklearni infiltrat je uo~en i u paren-
himu jetre. Bez obzira na u~estalost ovog oboljenja, etiologija nije potpuno
razja{njena, mada se u literaturi naj~e{}e navodi genetska predispozicija (Jova-
novi} i sar., 2004). Iz literature je poznato (Jovanovi} i sar., 2004) da su ispitane
ma~ke persijske rase, uz policisti~no oboljenje bubrega, imale i hroni~ni
limfocitno-plazmocitni holangiohepatitis {to ukazuje na mogu}u genetsku predis-
poziciju.

Kod pet ma~aka ustanovljena je fibroza jetre sa manjom ili ve}om
koli~inom vezivnog tkiva u portalnim prostorima gde su se uo~avali i proliferisani
`u~ni kanali (Slika 2). Pored portalne fibroze, u nekoliko slu~ajeva vezivno tkivo je
difuzno raspore|eno i u parenhimu jetre uz same sinusoide, dovode}i do pro-
mene koja je u literaturi poznata kao kapilarizacija sinusoida. Pove}anje ekstrace-
lularnog matriksa u perisinusoidnim prostorima ima za posledicu gubitak fenes-
tracije endotelnih }elija. Gubitak fenestracije i prisustvo kolagena u Disseovim
prostorima smanjuje dotok krvi do hepatocita, ~ime je ozbiljno naru{ena sposob-
nost jetre da obavlja svoju sintetsku, kataboli~ku i ekskretornu ulogu (Friedman,
2000). Samo kod jedne ma~ke uo~ena je ciroza jetre kod koje se, pored velike
koli~ine vezivnog tkiva raspore|enog u portalnim prostorima, zapa`a i difuzno ra-
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Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Slika 1. Jetra ma~ke, mononuklearni }elijski infiltrat lociran perivaskularno u portalnom
prostoru, HE, X400 /

Figure 1. Cat liver, mononuclear cellular infiltrate located perivascularly in portal space, HE, X400



spore|eno vezivno tkivo u parenhimu jetre u vidu vezivnotkivnih traka koje
okru`uju novoformirane pseudolobuluse. Kako je iz literature poznato (Kne`evi} i
sar., 2009; Uetsuka i sar., 2006) u nastanku fibroze jetre kod pasa i ma~aka veoma
zna~ajnu ulogu imaju hepati~ne stellata }elije (HSC }elije ili Ito }elije), jer kada se
aktiviraju prolaze kroz fenotipske promene od tipi~nih }elija za skladi{tenje lipida
do }elija koje eksprimiraju �-glatkomi{i}ni aktin (�-SMA), dezmin i vimentin i sin-
teti{u proteine ekstracelularnog matriksa.

Od poreme}aja u cirkulaciji, u {est slu~ajeva dijagnostikovana je pa-
sivna hiperemija jetre koja se makroskopski karakteri{e uve}anjem jetre, koja je
tamno crvene boje, a na popre~nom preseku se cedi velika koli~ina krvi. Pasivna
hiperemija dovodi do stalne hipoksije u centrolobularnim podru~jima i usled ne-
dostatka kiseonika i hranljivih materija dolazi do degeneracije i nekroze cen-
trolobularno postavljenih hepatocita. Ovakav nalaz ~esto prati i masna promena
periportalnih hepatocita, {to periferiji re`nji}a daje `utu boju. Rezultat ovoga je na-
gla{en retikularni crte` jetre, {to se posebno uo~ava na popre~nom preseku jetre,
pa jetra podse}a na izgled muskatovog oraha {to je opisano kao hepar moscha-
tum (van den Ingh i sar., 1995; Mc Gavin i Zachary, 2007). Ovaj utisak poja~ava di-
latiranost sinusoida koji su ispunjeni krvlju. Ovakav nalaz u jetri mo`e biti posle-
dica hroni~ne insuficijencije desne polovine srca, mada nije isklju~eno da prati i
druge poreme}aje.

Kod tri ma~ke dijagnostikovana je lipidoza jetre pri ~emu je makro-
skopski jetra bila uve}ana, `ute boje, zategnute kapsule u zavisnosti od koli~ine
nagomilane masti. Histolo{kom analizom uo~ene su vakuole u hepatocitima
manjeg ili ve}eg promera u zavisnosti od toga da li se radi o makro- ili mik-
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Slika 2. Jetra ma~ke, fibroza i pasivna hiperemija, Masson-Goldner, X200 /
Figure 2. Cat liver, fibrosis and passive hyperemia, Masson-Goldner, X200



rovezikularnoj masnoj promeni (Slika 3 i 4). Lipidoza jetre kod ma~aka naj~e{}e
se dovodi u vezu sa nekim primarnim oboljenjem kao {to su diabetes mellitus i
hipotireoidizam, ili se javlja u sklopu sindroma masne jetre ma~aka nepoznate eti-
ologije (Dimski, 1997; Dimski i Taboada, 1995; Brown i sar., 2000). Mehanizam
nastanka masne jetre mo`e biti pove}ano dovo|enje masti u jetru iz digestivnog
trakta ili telesnih depoa, zatim smanjene oksidacije masti u jetri ili poreme}aj sin-
teze apoproteina u jetri (Mc Gavin i Zachary, 2007).
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Slika 3. Jetra ma~ke, makrovezikularna masna promena, HE, X400 /
Figure 3. Cat liver, macrovesicular fatty change, HE, X400

Slika 4. Jetra ma~ke, mikrovezikularna masna promena, HE, X400 /
Figure 4. Cat liver, microvesicular fatty change, HE, X400



Histolo{kom analizom kod {est ma~aka je uo~ena holestaza, bilo kao
samostalan nalaz ili u sklopu fibroze jetre. @u~ni pigment se uo~avao u `u~nim
kapilarima koji su prepunjeni, a u hroni~nim slu~ajevima pigment se nalazio i u
Kupfferovim }elijama i hepatocitima. Poznato je da holestaza mo`e biti intrahe-
pati~na i ekstrahepati~na u zavisnosti od toga gde su locirane primarne promene
koje prouzrokuju stazu `u~i. Intrahepati~na holestaza mo`e nastati kao posledica
o{te}enja hepatocita, ote`anog oticanja `u~i zbog umno`enog vezivnog tkiva i
poja~ane hemolize (Mc Gavin i Zachary, 2007; Begi}-Janeva i Kutle{i}, 1994).

Od neoplazmi jetre u ispitanom materijalu dijagnostikovani su holan-
giocelularni karcinom i kavernozni hemangiom. Holangiocelularni karcinom je
dijagnostikovan kod dve ma~ke `enskog pola starosti 8 i 12 godina. Makroskop-
ski, tumor se karakterisao prisustvom multinodularnih solidnih tumorskih masa
koje su prominirale iznad povr{ine jetre pri ~emu je njihov centralni deo bio udubl-
jen. Neretko su svi re`njevi jetre bili zahva}eni tumorskim proliferatom. U zavis-
nosti od toga koliki je stepen diferentovanosti tumora, histolo{ki nalaz uklju~uje
pojavu manje ili vi{e diferentovanih }elija poreklom bilijarnog epitela, koje su
organizovane u tubularne ili acinusne strukture uklopljene u vezivnotkivnoj stromi.
Kod jedne ma~ke sa holangiocelularnim karcinomom uo~ene su i metastaze u
limfnim ~vorovima, plu}ima, slezini i omentumu, s obzirom na to da ovaj tumor
ima vrlo visok metastatski potencijal (Meuten, 2002; Head i sar., 2003). Prema po-
dacima iz literature (Meuten, 2002) od ove neoplazme naj~e{}e oboljevaju ma~ke
`enskog pola i starosti izme|u devet i deset godina {to je potvr|eno i u ovom
slu~aju.

Kod jedne ma~ke stare 15 godina dijagnostikovan je kavernozni he-
magiom. Makroskopski, tumorska masa sun|eraste konzistencije je zahvatala
gotovo ~itav re`anj jetre, a na preseku se cedila velika koli~ina krvi. Histolo{kom
analizom utvr|eno je da se ovaj benigni tumor sastojao od endotelnih }elija koje
obla`u prostore razli~ite veli~ine ispunjene krvlju. Dimenzije ovih prostora variraju
od dijametra kapilara do dijametra velikih krvnih sudova, pri ~emu im osnovnu
potporu daje vezivnotkivna stroma. Ina~e, ova neoplazma se veoma retko dijag-
nostikuje kod `ivotinja (Head i sar., 2003).

Od pregledanih jetri poreklom od 27 ma~aka, limfoplazmocitni holan-
giohepatitis je ustanovljen kod 11 ma~aka persijske rase uz policisti~no oboljenje
bubrega. Fibroza je na|ena kod pet ma~aka i odlikovala se pove}anjem ekstrace-
lularnog matriksa u portalnim prostorima i parenhimu jetre. Nalaz pasivne hipere-
mije kod pet ma~aka upu}uje istovremeno i na bolesti srca. Kao jedini nalaz, kod
tri ma~ke je ustanovljena mikro- i makrovezikularna masna promena. Intrahe-
pati~na holestaza je uo~ena kod {est ma~aka kod kojih su u jetri na|ene i fokalna i
multifokalna degeneracija, nekroza ili fibroza.
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Zaklju~ak / Conclusion



Za postavljanje decidne dijagnoze morfolo{kih promena u jetri nei-
zostavno je potreban histopatolo{ki nalaz. Za tuma~enje ustanovljenih histolo{kih
promena u jetri potrebna je tesna saradnja izme|u klini~ara i patologa, jer se
kona~na dijagnoza postavlja na osnovu morfolo{kih, biohemijskih i klini~kih na-
laza.
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HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF MOST FREQUENT LIVER DISEASES
IN CATS

B. Kurelju{i}, D. Marinkovi}, Jelena Obradovi}, Milena Djordjevic, V. Kukolj

Histological analysis was performed on the liver of 27 cats of different breeds,
age and sex, autopsied at the Department of Pathological Morphology of the Faculty of Vet-
erinary Medicine of the University of Belgrade, and findings showed lymphoplasmocytic
cholangiohepatitis, different degrees of fibrosis, passive hyperemia, fatty changes, cho-
lestase, and neoplasms. The mentioned entities occurred very rarely as individual morpho-
logical manifestations, because the liver has different functions so that one morphological
change often causes others to follow. Thus, for example, fibrosis was often followed by in-
trahepatic cholestase.

Histopathological evaluation of liver disease is important not only in the autop-
sied samples, but also in diagnostics of liver diseases, in samples obtained by biopsy,
which is important for making a precise diagnosis.

The interpretation of the established histological changes in the liver requires
close cooperation between clinicians and pathologists, because the final diagnosis is
made on the grounds of morphological, biochemical and clinical findings.

Key words: cat, liver, morphological changes, histopathological evaluation

GISTOPATOLOGI^ESKAÂ OCENKA NAIBOLEE ^ASTÀH ZABOLEVANIY
PE^ENI U KO[EK

B. KurelÓ{i~, D. Marinkovi~, Elena Obadovi~, Milena D`ord`evi~,
V. KukolÝ

Gistopatologi~eskim analizom pe~eni u 27 ko{ek razli~noy porodì,
pola i starosti, obducirovannìh na Katedre patologi~eskoy morfologii fa-
kulÝtata veterianrnoy medicinì Universiteta v Belgrade, ustanovlenì limfo-
plazmocitnìy holangiogepatit, fibroz razli~noy stepeni, passivnaÔ giperemiÔ,
`irnoe izmenenie, holestaz i novoobrazovaniÔ. Privedënnìe zabolevaniÔ o~enÝ
redko ÔvlÔlisÝ kak otdelÝnìe morfologi~eskie proÔvleniÔ, po pri~ine, ~to
pe~enÝ imeet razli~nìe funkcii, da odno morfologi~eskoe izmenenie ~asto za
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soboy otaskivaet i drugie. Tak, naprimer, fibroz bìl ~asto sle`en vnutripe~e-
no~nìm holestazom.

Gistopatologi~eskaÔ ocenka zabolevaniy pe~eni imeet zna~eniÔ ne
tolÝko na obraz~ikah s obdukcii u`e i u diagnostiki zabolevaniy pe~eni, na
obraz~ikah, polu~ennìh biopsiey, ~to zna~itelÝno dlÔ postavleniÔ decidnogo di-
agnoza.

DlÔ tolkovaniÔ ustanovlennìh gistologi~eskih izmeneniy v pe~eni
nu`no tesnoe sotrudni~estvo sredi klinicistov i patologov, ibo kone~nìy diag-
noz postavlÔetsÔ na osnove morfologi~eskih, biohimi~eskih i klini~eskih re-
zulÝtatov.

KlÓ~evìe slova: ko{ka, pe~enÝ, morfologi~eskie izmeneniÔ, gistopatologi~e-
skaÔ ocenka
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ESCHERICHIA COLI – STARI PROBLEM, NOVA
PATOLOGIJA*

ESCHERICHIA COLI – OLD PROBLEM, NEW PATHOLOGY

Ana Samokovlija, Bosiljka \uri~i}**

Iako se za prisustvo Escherichia coli u organizmu ljudi i `ivotinja
kao komensala zna odavno, tek u novije vreme joj se pridaje zna~aj kao
uzro~niku bolesti kod ljudi i `ivotinja. Bolest koju izaziva ova bakterija
vezuje se za nove varijante – sojeve (npr. verotoksi~ni 0157: H7) koji
zbog toksi~nog delovanja imaju razli~itu patogenezu i klini~ku sliku
koja je do sada bila vezivana za klasi~nu E. coli. Naime, dokazana je
povezanost prisustva odre|enih sojeva ove bakterije kod `ivotinja, kod
kojih nema pojave klini~kih simptoma, i obolelih ljudi koji su dolazili u
kontakt sa ovim `ivotinjama. S obzirom na to da se infekcija sa E. coli
prenosi i putem namirnica animalnog porekla, a u skladu sa va`e}im
pravilima o higijenskoj ispravnosti namirnica, sve vi{e se pridaje zna~aj
izolaciji i identifikaciji ove bakterije na klani~noj liniji. Tako|e, prihva}e-
na je neophodnost skrininga (screening) u populaciji `ivotinja, kao os-
novnog koraka u kontroli i eradikaciji patogena. Podaci o rasprostranje-
nosti verotoksi~ne E.coli i broju prijavljenih slu~ajeva infekcije kod ljudi
u Srbiji su oskudni i ne daju pravu sliku epizootiolo{ko-epidemiolo{ke
situacije. Verotoksi~na E.coli se u protekle dve decenije pojavila kao
va`an uzrok morbiditeta i mortaliteta kod ljudi i `ivotinja. Zbog velikog
broja slu~ajeva povezanih, direktno ili indirektno, sa namirnicama za
ishranu ljudi, postojali su i veliki ekonomski gubici.

Klju~ne re~i: Escherichia coli, verotoksi~nost, epizootiolo{ko-
-epidemiolo{ka situacija

Pre vi{e od jednog veka E{erih (Escherich) je opisao bakteriju koju je
izolovao iz fecesa beba nazvav{i je Bacterium colicommune (Escherich,1888).
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E{erih je kasnije dokazao da je ova bakterija, danas poznata kao Escherihia coli,
normalno prisutna u fecesu i crevnom sadr`aju ljudi. Danas se zna da je ve}ina
sojeva E. coli bezazlena, ali da neki mogu biti patogeni i izazvati bolest pra}enu di-
jarejom. Svi patogeni sojevi E. coli koji izazivaju bolest pra}enu dijarejom su klasi-
fikovani u posebne grupe (prema razli~itim O:H serovarijetetima) u skladu sa nji-
hovom virulencijom, mehanizmom patogenog delovanja i klini~kim sindromom
koji izazivaju. Ove kategorije obuhvataju enteropatogene sojeve E. coli (ETEC),
enteroinvazivne sojeve E. coli (EIEC), difuznoadhezivne sojeve E. coli (DAEC), en-
teroagregativne sojeve E. coli (EAggEC) i enterohemoragi~ne sojeve E. coli
(EHEC).

Sve EHEC stvaraju citotoksi~ne faktore za VERO }elije, koji su po
tome nazvani verotoksini (Vt). Pokazalo se da E. coli O157:H7 i mnogi serotipovi
E. coli stvaraju ove verotoksine, i u skladu sa tim su nazvane verotoksin-produku-
ju}e E. coli (VTEC). Enterohemoragi~ni sojevi E. coli (EHEC) su identifikovani
prvo kao patogeni ljudi (1982), kada je E. coli O157:H7 povezana sa dve epide-
mije hemoragi~nog kolitisa.

E. coli je gram negativan {tapi} koji pripada familiji Enterobacteria-
ceae. Fakultativni je anaerob i naseljava epitel gastrointestinalnog trakta ljudi i `i-
votinja. E. coli je pokretna bakterija koja poseduje flagele. Flagele se sastoje iz
polimerizovanih flagelarnih proteina koji ~ine H antigen. Lipopolisaharid u spo-
lja{njoj membrani predstavlja endotoksin ove bakterije. Sastoji se iz tri kompo-
nente: lipida A, polisaharidnog jezgra i O antigena. O antigen je visoko varijabilan i
odgovoran je za pojavu razli~itih serotipova E. coli. Dalja klasifikacija E. coli se vr{i
na osnovu varijabilnosti H antigena. Do sada je tipizirano 60 razli~itih H antigena i
173 razli~itih serotipova E. coli.

Od po~etka 20. veka znalo se da Shigella dysenteriae tip 1 produkuje
jak toksin, koji je nazvan {iga-toksin. Istra`ivanja koja su vr{ena tokom osamde-
setih godina pro{log veka u vezi sa prirodom i osobinama toksina, pokazala su
povezanost jednog od toksina VTEC sa {iga-toksinima. Kasnije je opisan anti-
geno razli~it {iga-toksin 2 i utvr|ene njegove karakteristike, a ubrzo zatim se shva-
tilo da je hemoliti~ni uremi~ni sindrom (HUS) ~est pratilac infekcije VTEC i da je
klini~ki nalik stanju koje prvenstveno izaziva S. dysenteriae tip 1. Kao rezultat da-
ljih istra`ivanja prihva}eno je postojanje nove grupe patogena (VTEC; STEC) sa
mogu}no{}u stvaranja jednog ili dva toksina – verotoksin 1 (VT1) ili verotoksin 2
(VT2). Danas je verotoksin-produkuju}a E. coli (VTEC) poznata u literaturi i kao
{iga-toksin produkuju}a E. coli (STEC) zbog sli~nosti toksina sa onim koji lu~i
Shigella dysenteriae.
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Prvi potvr|eni slu~aj bolesti kod ljudi izazvane E. coli O157:H7 opisan
je 1975. godine u SAD, kod `ene iz Kalifornije sa simptomima hemoragi~ne dija-
reje. Prvi potvr|eni slu~aj kod goveda sa izolacijom E. coli O157:H7 opisan je u Ar-
gentini 1977. godine. Bakterija je prvi put identifikovana kao zna~ajan patogen
ljudi 1982, kada je dovedena u vezu sa dve epidemije hemoragi~nog kolitisa koje
su nastale kao posledica trovanja hranom. Trovanje hranom je usledilo posle
konzumiranja higijenski neispravnog gove|eg mesa (Riley i sar., 1983). Od tada
su O157 VTEC, ali i druge verotoksin-produkuju}e E. coli, izolovane kao uzro~nici
velikog broja epidemija i sporadi~nih slu~ajeva hemoragi~ne dijareje {irom sveta.
Na osnovu svega mo`e se zaklju~iti da verotoksin-produkuju}e E. coli izazivaju
razli~ite klini~ke sindrome kod ljudi: hemoragi~ni kolitis (HC), hemoragi~ni uri-
narni sindrom (HUS) i trombocitopeni~nu purpuru, dok se klini~ka slika kod `ivoti-
nja uglavnom svodi na prisustvo hemoragi~nog kolitisa.

Infekcija verotoksi~nom E. coli mo`e nastati na vi{e na~ina. Do sada
poznati putevi {irenja infekcije su isklju~ivo povezani sa kontaminiranim namirni-
cama animalnog porekla, vo}em, povr}em i `itaricama, vodom, kao i direktnim
kontaktom ljudi sa `ivotinjama klicono{ama. Poslednjih godina se ispituje nasta-
nak infekcije i horizontalno {irenje E. coli 0:157 kod ljudi sa oslabljenim imu-
nolo{kim sistemom.

Izvor infekcije za ljude su upravo goveda klicono{e. Kod klini~ki obole-
lih goveda, infekcija se ispoljava kao krvava dijareja, {to je posledica delovanja
VTEC toksina. Epidemiolo{ki je zna~ajno da su oni serotipovi VTEC koji su
naj~es}e izolovani kod ljudi kao uzro~nici bolesti (npr. 0157:H7, 026:H11,
0113:H21) retko izolovani kod doma}ih `ivotinja i obratno, oni serotipovi koji su
{iroko rasprostranjeni kod doma}ih `ivotinja, retko izazivaju bolest kod ljudi. Za-
nimljivo je da serotipovi koji su izolovani kod svinja nisu povezani sa izbijanjem
epidemija kod ljudi. Kod svinja se bolest uglavnom manifestuje kod prasadi na sisi
i dovodi se u vezu sa odre|enim serogrupama (0138:H14, 0138:H-, 0139:H1,
0141:H4, 0141:H-, 0149:H10 i 0149:H19) koje se ne pojavljuju kod pre`ivara i ne
otkrivaju u digestivnom traktu zdravih ljudi. Me|utim, farmske `ivotinje, pa i svinje
ostaju i dalje "krivac" broj jedan u {irenju bolesti kod ljudi.

Serotip 0157:H7 E. coli je naj~e{}e izolovani uzro~nik bolesti kod
ljudi. Kao izvor infekcije naj~e{}e se pominje konzumiranje slabo kuvanog mesa
goveda.

Do sada objavljeni podaci o prevalenciji E. coli O157:H7 kod goveda
u pojedinim dr`avama izgledaju ovako: 1,8% u Japanu (Miyao i sar., 1998), 1,9% u
Australiji (Cobbold i Desmarchelier, 2000) 1,5% u Brazilu (Cerqueira i sar., 1999),
0–7,4% u SAD (Faith i sar., 1996), u [kotskoj 25% (Synge i Paiba, 2000). Me|utim,
na klani~noj liniji je zabele`eno manje od 10% E. coli O157:H7 pozitivnih goveda u
[kotskoj (Chapman i sar., 1997; Omisakin i sar., 2003; Paiba i sar., 2002), dok se
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taj broj u SAD kre}e ~ak i do 28% (Elder i sar., 2000). Uzro~nik je osim iz fecesa
goveda izolovan i iz fecesa gusaka, ovaca, konja, pasa, galebova, koza i jelena.

Izvori infekcije E. coli O157:H7 za goveda nisu u potpunosti raz-
ja{njeni. Mogu}i izvori infekcije su kontaminirana hrana ili voda, novonabavljene
`ivotinje u stadu, inficirane divlje `ivotinje i ljudi, kao i kontaminirani objekti i
oprema koji su bili u kontaktu sa fecesom obolelih.

Ve}ina sojeva E. coli O157:H7 poseduje nekoliko karakteristika koje
nisu uobi~ajene za druge sojeve E. coli. E. coli O157:H7 je tolerantna na kiselu
sredinu. Pove}ana tolerancija na kiselu sredinu se povezuje sa ekspresijom gena
regulisanih rpoS sigma faktor operonom (Cheville i sar., 1996; Rowbury, 1998).
Tolerancija na kiselu sredinu E. coli pove}ava stepen njenog pre`ivljavanja u hrani
sa ni`om pH vredno{}u (Cheville i sar., 1996). Ova bakterija je rezistentna na
ve}inu poznatih antibiotika. Escherichia coli O157:H7 je umereno osetljiva na
temperaturu. Inaktivi{e se na 72oC u trajanju od 16.2s (D'Aoust i sar., 1988).
Adekvatno zagrevanje hrane `ivotinjskog porekla (63oC) inaktivi{e E. coli
O157:H7. Minimalna temperatura rasta je od 8 do 10oC (Buchanan i Bagi, 1994).
Ve}ina sojeva O157:H7 VTEC ne fermentira sorbitol, ne stvara �-glukoronidazu,
gas i indol na temperaturi od 44oC. Poseduju eae gen za prihvatanje i prijanjanje
(attaching and effacing gene) koji doprinosi patogenosti bakterije. E. coli O157:H7
izolati povezani sa izazivanjem bolesti kod ljudi su nosioci plazmida (pO157)
veli~ine oko 60 MDa i koji sadr`i DNK sekvence uobi~ajene za plazmide prisutne
kod drugih serotipova VTEC izolovanih kod pacijenata sa hemoragi~nim koliti-
som. Uloga plazmida, njegova funkcija nije jo{ u potpunosti razja{njena.

Poznato je da su mlade `ivotinje ~e{}i nosioci E. coli O157:H7 nego
odrasle (Zhao i sar., 1995). Izlu~ivanje E. coli O157:H7 fecesom ~esto je inter-
mitentno i mo`e da traje od nekoliko nedelja do nekoliko meseci (Brown i sar.,
1997; Cray i Moon, 1995). Tako|e je mogu}a izolacija vi{e od jednog soja E. coli
O157:H7 iz fecesa iste `ivotinje ili razli~itih `ivotinja iz istog stada (Faith i sar.,
1996; Ming i sar., 1995).

Pomenute karakteristike ovog mikroorganizma daju mu izuzetan
zna~aj u higijeni namirnica animalnog porekla (Kati} i sar., 2002). Verotoksi~na E.
coli se u protekle dve decenije pojavila kao va`an uzrok morbiditeta i mortaliteta
kod ljudi i `ivotinja.

Iako se E. coli 0157:H7 najverovatnije pojavila u kasnim sedamdese-
tim godinama pro{log veka, za VTEC koje nisu u serogrupi 0157 (npr. serogrupe
018, 026, 0111, 0128) se od ranije znalo da stvaraju toksine koji ispoljavaju efekat
na VERO }elijama. Tako|e je dokazano da odre|eni podtip verotoksina postoji
kod vi{e virulentnih serogrupa kao {to su 026, 0103, 0111, 0145. Fagan i sar.
(2006) su potvrdili da ve}ina VTEC izolata iz fecesa klini~ki zdravih ovaca (60%),
goveda (38%) i konja (40%) pripada VTEC koje nisu u serogrupi 0157. Ovom ~i-
njenicom se obja{njava visoka stopa kontaminacije mesa na liniji klanja, kao i
posledice koje iz toga proizilaze.
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Glavni problem koji se javlja u izolaciji i tipizaciji sojeva koji ne pripa-
daju 0157 VTEC je da, osim toga {to lu~e verotoksin, po biohemijskim karakteristi-
kama nisu zna~ajno razli~iti od tipi~ne E. coli. Danas se sve vi{e obra}a pa`nja na
verotoksin-produkuju}e E. coli koje nisu u grupi O157 kao izaziva~e bolesti kod
ljudi.

Smatra se da verotoksin-produkuju}e E. coli izazivaju patolo{ko sta-
nje i klini~ku sliku bolesti zahvaljuju}i delovanju toksina koje lu~e. Iako sam meha-
nizam delovanja i dalje nije dovoljno razja{njen, neke ~injenice su poznate. Sve
EHEC imaju isti mehanizam delovanja kao i E. coli O157:H7 (the attaching and ef-
facing phenotype (A/E)) (Frankel i sar., 1998; McDaniel i Kaper, 1997). E. coli
O157:H7 poseduje tri razli~ita faktora virulencije.

Prvi faktor virulencije predstavljaju citotoksi~ni verotoksini (Vt1 i Vt2)
koji su toksi~ni za }elije ileuma i kolona. Dokazano je da kod `ivotinja toksini izazi-
vaju lokalno nakupljanje te~nosti i o{te}enja kripti kolona. Toksini tako|e inhibi-
raju sintezu proteina. Utvr|en je tropizam toksina ka glikolipidu globotriacilcera-
midu (Gb3) koji postoji kod }elija endotela kolona, centralnog nervnog sistema,
pankreasa i glomerula bubrega.

Drugi faktor virulencije je lipopolisaharid LPS, a tre}i hemolizin. Hemo-
lizin pove}ava sekreciju interleukina 1-ß. IL-1-ß pove}ava toksi~nost {igatoksina u
organizmu ljudi i `ivotinja. Me|utim, najzna~ajniji faktor virulencije E. coli 0157:H7
je sposobnost naseljavanja i prijanjanja za povr{inu sluzoko`e gastrointestinal-
nog sistema. Prijanjanje bakterija na intestinalnu sluzoko`u onemogu}ava peri-
staltiku creva i ubrzava delovanje toksina na }elije. Paton i sar. (1998) su dokazali
da E. coli 0157 H:7 ima tri puta ve}u adherentnu mo} nego nepatogeni sojevi
0157.

A/E fenotip kodira sistem sekrecije tip III (TTSS) (Hueck, 1998), razli~i-
te translokatore i molekule efektore, intimin koji je protein spolja{nje membrane
}elije, koji olak{ava polimerizaciju aktina i reorganizaciju citoskeleta intestinalnih
}elija i izaziva nastanak karakteristi~ne klini~ke slike (Jerse i sar., 1990). Receptor
za intimin biva uba~en u }elijsku membranu gde po~inje da deluje (Kenny i sar.,
1997). Ova interakcija vezuje bakteriju za membranu }elije doma}ina i dovodi do
deformacije i destrukcije mikrovila. Brojni molekuli efektori aktiviraju signalne pu-
teve }elije doma}ina {to dovodi do pove}anja nivoa kalcijuma, sekrecije hlorida,
naru{avanje integriteta me|u}elijskih veza (Hecht, 2001) i nagomilavanja poli-
morfonuklearnih }elija (Vallance i Finlay, 2000).

Klini~ka slika / Clinical picture

Inkubacioni period varira od 1 do 8 dana (naj~e{}e 3 do 4). Produkcija
toksina izaziva lokalni i sistemski odgovor organizma. Lokalno delovanje toksina
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u gastrointestinalnom traktu ljudi i `ivotinja izaziva pojavu krvave dijareje. Hemo-
ragi~ni kolitis je naj~e{}a posledica delovanja verotoksi~nih E. coli. Javlja se i bol
u predelu abdomena, koja uz odsustvo febrilnog stanja i prisustvo pove}anog
broja leukocita u perifernoj krvi ukazuje na oboljenje izazvano EHEC.

Hemoliti~ki urinarni sindrom HUS nastaje kada toksini u|u u krvotok i
ve`u se za Gb3 receptore na endotelnim }elijama. Smatra se da je o{te}enje
}elija u vezi sa sintezom proinflamatornih citokina kao {to su TNF i interleukini
(Lousi i Obrig, 1991). O{te}enje endotela podsti~e nakupljanje velikih agregata
von Willebrand faktora (Moake i McPherson, 1989) koji dovodi do nakupljanja
trombocita, {to posledi~no dovodi do trombocitopenije, o{te}enja eritrocita u
krvotoku, njihove hemolize, hemoliti~ne anemije i okluzije bubre`nih krvnih su-
dova. Klini~ka slika se ogleda u pojavi akutne bubre`ne insuficijencije.

Klini~ka slika kod `ivotnja je mnogo bla`a nego kod ljudi. Iako je uloga
EHEC, VTEC, EPEC u nastanku bolesti kod `ivotinja i dalje nejasna, zna se da pri-
rodna ili eksperimentalna infekcija sa VTEC izaziva akutni enteritis ili subklini~ku
infekciju u zavisnosti od serotipa i imunskog statusa doma}ina. Javlja se krvava
dijareja. Patolo{ke lezije se naj~e{}e nalaze u zadnjim partijama digestivnog
trakta – debelom crevu i podrazumevaju inflamaciju sluzoko`e i nastanak fibri-
nozno hemoragi~nog eksudata (Wales i sar., 2001). Zanimljivo je ista}i da E. coli
0157 :H7 ne izaziva pojavu klini~ke slike kod eksperimentalnih `ivotinja, ve} su
one samo izvor infekcije za ljude kod kojih se ispoljava te{ka klini~ka slika (Pear-
son i sar., 1999; Wada i sar., 1994). Dokazano je da su serogrupe 026, 0111 i 0118
patogene za goveda, posebno za mla|e kategorije (Pearson i sar., 1999).

Iako je zna~aj E. coli kao uzro~nika oboljenja ljudi i `ivotinja u Srbiji do-
bro poznat, broj sprovedenih studija i ista`ivanja o prevalenciji i serotipovima ove
bakterije koji su prisutni na na{em epizootiolo{kom podru~ju, nisu na zadovo-
ljavaju}em nivou.

Prema novijim podacima, ustanovljeno je prisustvo verotoksi~nih E.
coli serotipova kod `ivotinja na farmama i u individualnim gazdinstvima. Vero-
toksi~na E. coli je izolovana u 431 od 2660 uzoraka fecesa doma}ih `ivotinja, a
najve}a stopa izolacije zabele`ena je kod goveda, svinja, ovaca, koza i `ivine
(Lazi} i sar, 2009). Me|utim, mali procenat izolata je pripadao enterohemora-
gi~nim E. coli, kao i serotipu 0:157. Za sada se E. coli kao uzro~nik bolesti na
na{em geografskom podru~ju javlja sporadi~no i bez pojave epidemija.

Zabele`en broj izolacija kod doma}ih `ivotinja u na{oj zemlji je sli~an
kao i u drugim zemljama, ali potrebno je imati na umu ~injenicu da su kod nas ispi-
tavanja ra|ena na malom broju uzoraka. Iz toga proizilazi potreba daljeg rada na
ovom problemu u na{oj zemlji.
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Tokom prvih epidemija VTEC razvijeno je i nekoliko selektivnih pod-
loga pomo}u kojih se mo`e izolovati i karakterisati E. coli 0157:H7. ^injenica da E.
coli 0157:H7 ne fermentuje sorbitol, iskori{}ena je za pravljenje selektivnih pod-
loga. Vremenom su razvijene i druge selektivne podloge za izolaciju E. coli
0157:H7, kao {to su CHROM agar 0157 i Rainbow agar 0157. Va`an je i podatak
da postoji preko 60 serotipova VTEC koji su u vezi sa epidemijama kod ljudi i
danas se ubrzano radi na razvijanju metoda laboratorijske dijagnostike za sve
verotoksin-produkuju}e E. coli. Osnovni problem koji se javlja kod izolacije i iden-
tifikacije VTEC koje nisu u serogrupi 0157 je da, osim toga {to lu~e verotoksin, po
svojim biohemijskim karakteristikama nisu zna~ajno razli~ite od tipi~ne E. coli. Je-
dini izuzetak je pove}ana sposobnost fermentacije ugljenih hidrata.

Zbog bliske veze izme|u citotoksi~nosti i stvaranja hemolizina na-
pravljena je podloga na kojoj se izoluju hemolizin-produkuju}e E. coli i VTEC.
Zbog postojanja izuzetaka kao {to je sorbitol fermentuju}a E. coli 0157, bitno je
podvu}i prisustvo VTEC koji ne produkuju hemolizin, kao i hemolizin produ-
kuju}ih varijanti koje ne stvaraju toksine, tako da ni ovaj pristup ne obezbe|uje
sigurnu dijagnostiku.

Dokazivanje citotoksi~nosti na Vero }elijama i danas je priznat, stan-
dardni metod. Va`no je naglasiti da su efekti VT1 i VT2 sli~ni. Metode bazirane na
identifikaciji specifi~nih antigena, tj. specifi~nih sekvenci gena koji kodiraju sin-
tezu toksina, predstavljaju savremeni dijagnosti~ki pristup.

Serolo{ka razli~itost E. coli je poslu`ila za proizvodnju antitela koje se
mogu koristiti u dijagnostici. ELISA i lateks aglutinacija su metode izbora.

Pomo}u lan~ane reakcije polimeraze – PCR (Polimerase chain reac-
tion) se mo`e lako odrediti tip i podtip bakterije. Na`alost, prisustvo sekvence
gena koja kodira sintezu toksina ne zna~i ujedno i da je bakterija sposobna za
produkciju toksina. Uzorci fecesa ili namirnica mogu sadr`ati inhibitore, pa je neo-
phodna prvo obrada materijala pre ispitivanja PCR metodom.

E. coli je generalno veoma osetljiva na dejstvo antibiotika. Ispitivanja
sprovedena u Japanu su pokazala da je terapija fosfomicinom ili fluorokvinolo-
nima veoma efikasna kada se primeni na vreme (Takeda i Higami, 2001). In vitro
studije (Ito i Kimmitt, 2001) ukazuju na to da subinhibitorne koncentracije polimik-
sina B, �-laktama, ciprofloksacina i tetraciklina mogu da izazovu osloba|anje
verotoksina iz bakterija i da pogor{aju klini~ku sliku bolesti, tako da je bitno posta-
viti pravilnu dijagnozu i izolovati i klasifikovati uzro~nika pre primene bilo kakvih
antibiotika u terapiji.
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Iako poznata od davnina, Escherichia coli tek u novije vreme po~inje
da se pojavljuje kao zna~ajan uzro~nik bolesti ljudi i `ivotinja. Problematika ve-
zana za ovu bakteriju je jako kompleksna. Dijagnostika VTEC serotipova kod
farmskih `ivotinja nije ni laka ni ekonomi~na, {to ote`ava kontrolu uzro~nika i
pove}ava mogu}nost za kontaminaciju na klani~noj liniji i pojavu bolesti kod ljudi
koji su u kontaktu sa ovim `ivotinjama. U na{oj zemlji nema kompletnih podataka
o prevalenciji i broju zabele`enih slu~ajeva infekcije, {to dodatno ote`ava situaciju
i odla`e sprovo|enje potrebnih mera u kontroli i eradikaciji bolesti. S obzirom na
potencijal mutiranja i nastanak novih genetskih varijanti, Escherichia coli jeste i
osta}e bitan patogen, a {ira ispitivanja treba da poka`u u kojoj je meri ona pri-
sutna i u na{oj zemlji.
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ESCHERICHIA COLI – OLD PROBLEM, NEW PATHOLOGY

Ana Samokovlija, Bosiljka Djuri~i}

Even though the presence of Escherichia coli in the organism of humans and
animals as a commensal has been known for a long time, attention has been paid to it only
recently as the cause of diseases in humans and animals. The disease that is caused by
this bacteria is linked to new variants-strains (eg. Verotoxic 0157:H7) which have, due to the
toxic effects, a pathogensis and clinical picture that differs from those which have so far
been linked to the conventional E.coli. Namely, it has been proved that there is a connec-
tion between the presence of certain strains of this bacteria in animals in which there is no
occurrence of clinical symptoms, and diseased humans who had come into contact with
these animals. Since infection with E.coli is transferred also through food items of animal
origin, and in keeping with the valid regulations on hygiene safety of food items, increasing
importance is placed on the isolation and identification of this bacteria on the slaughter line.
It has also been accepted that it is necessary to apply screening among animal popula-
tions, as the basic step in the control and eradication of pathogens. There are few data on
the distribution of verotoxic E.coli and the number of reported cases of infection in humans
in Serbia, and they do not provide the real picture of the epizootiological-epidemiological
situation. Verotoxic E.coli occurred over the past two decades as an important cause of
morbidity and mortality in humans and animals. Due to the large number of cases that are
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linked, directly or indirectly, with food items of animal origin, there have been major eco-
nomic losses as well.

Key words: Escherichia coli, verotoxic, epizootiological-epidemiological situation

ESCHERICHIA COLI – STARAÂ PROBLEMA, NOVAÂ PATOLOGIÂ

Anna SamokovliÔ, BosilÝka D`uri~i~

HotÔ dlÔ prisutstviÔ Escherichia coli v orgnizme lÓdey i `ivotnìh kak
komensala znet izdavna, li{Ý v bolee novoe vremÔ ey pridavaetsÔ zna~enie kak
vozbuditelÓ bolezni u lÓdey i `ivotnìh. BoleznÝ, vìzìvaÓçuÓ Ìta bakteriÔ
svÔzìvaetsÔ dlÔ novìh variantov - {tammov (naprimer verotoksi~eskie 0157:H7),
kotorìe iz-za toksi~eskogo deystviÔ imeÓt razli~nìy patogenez i klini~eskuÓ
kartinu, kotoraÔ do sih por bìla svÔzìvana dlÔ E. coli. A imenno, dokazana svÔzÝ
prisutstviÔ opredelÒnnìh {tammov Ìtoy bakterii u `ivotnìh, u kotorìh net Ôv-
leniÔ klini~eskih simptomov, i zabolev{ih lÓdey, kotorìe prihodili v kontakt
s Ìtimi `ivotnìmi. PrinimaÔ vo vnimanie, ~to infekciÔ E. coli perenositsÔ i
putëm piçevìh produktov animalÝnogo proisho`deniÔ, a v sootvetstvii s dey-
stvuÓçimi pravilami o gigieni~eskoy ispravnosti piçevìh produktov, vsë
bolÝ{e pridavaetsÔ zna~enie izolÔcii i identifikacii Ìtoy bakterii na uboy-
noy linii. Tak`e prinÔta neobhodimostÝ skrininga (screening) v populÔcii `ivot-
nìh, kak osnovnog {aga v kontrole i iskorenenii patogenov. Dannìe o raspros-
tranënnosti verotoksi~eskoy E. coli i ~islu zaÔvlennìh slu~aev infekcii u lÓdey
v Serbii skudnìe i ne daÓt nastoÔçuÓ kartinu Ìpizootologi~esko-Ìpidemi~eskoy
situacii. Verotoksi~eskaÔ E. coli v istek{ie dva desÔtiletiÔ poÔvilasÝ kak
va`naÔ pri~ina ro`daemosti i smertnosti u lÓdey i `ivotnìh. Iz-za bolÝ{ogo
~isla slu~aev svÔzannìh, prÔmo ili kosvenno, s piçevìmi produktami dlÔ pi-
taniÔ lÓdey, suçestvovali i bolÝ{ie Ìkonomi~eskie ubìtki.

KlÓ~evìe slova: Escherichia coli, verotoksi~nostÝ, Ìpizootologi~esko-Ìpidemi~e-
skaÔ situaciÔ
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UDK 636.7.09:617.7-007:-089

HIRUR[KA SANACIJA LIMBALNOG DERMOIDA I
PALPEBRALNOG KOLOBOMA-DERMOIDA KOD [TENETA

ENGLESKOG BULDOGA*

SURGICAL PROCEDURE FOR LIMBAL DERMOID AND PALPEBRAL

COLOBOMA-DERMOID IN ENGLISH BULLDOG PUPPY

S. Bo`inovi}, D. Marinkovi}**

Dermoid predstavlja malformaciju, kongenitalni horistom, tj. ek-
topi~ni deo ko`e. Ova malformacija mo`e biti locirana na o~nim
kapcima (palpebralni), na palpebralnom ili bulbarnom delu konjunk-
tive, na tre}em o~nom kapku i na kornei, limbusum rubu o~nog kapka.
Okularni dermoidi sastoje se od oro`alog plo~asto-slojevitog epitela
koji mo`e biti pigmentisan u razli~itom stepenu i koji le`i na iregular-
nom dermisu u kome se nalaze dla~ni folikuli, znojne i lojne `lezde, a u
retkim slu~ajevima mo`e se uo~iti hrskavica i kost. Kornealni dermoidi
mogu se klasifikovati u tri tipa: limbalni ili epibulbarni dermoid, dermoid
koji pokriva ve}i deo ili celu korneu, dermoid koji zahvata ceo prednji
segment oka. Koloboma predstavlja kongenitalnu malformaciju koja
se karaktari{e nedostatkom o~nog kapka i mo`e biti lociran i na gorn-
jem i na donjem kapku. U ovom radu prikazan je slu~aj {teneta engle-
skog buldoga kod koga je istovremeno uo~en limbalni dermoid kao i
palpebralni koloboma-dermoid. U ovom slu~aju za sanaciju limbalnog
dermoida odabrana je superficijalna keratektomija, dok je palpebralni
koloboma-dermoid saniran ekscizijom uz plasti~no rekonstruktivnu pro-
ceduru. Mikroskopskim pregledom uzorkovanog tkiva kornealnog der-
moida uo~eno je da se na povr{ini nalazi oro`ali plo~asto-slojeviti epi-
tel koji le`i na dermisu. U dermisu su zapa`eni dla~ni folikuli, kao i zno-
jne i lojne `lezde.

Klju~ne re~i: limbalni dermoid, palpebralni kolobom-dermoid,
horistomi, oko, pas, hirur{ki tretman
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Horistomi su izrasline sli~ne tumorima koje se sastoje od normalnog,
zrelog tkiva koje je locirano na ektopi~nom mestu (Kusewitt i Rush, 2007). Der-
moid predstavlja malformaciju, kongenitalni horistom, tj. ektopi~ni deo ko`e. Ova
malformacija mo`e biti locirana na o~nim kapcima (palpebralni), na palpebralnom
ili bulbarnom delu konjunktive, na tre}em o~nom kapku i na kornei, limbusum
rubu o~nog kapka (Wilcock, 2007; Wilcock, 2007; Slatter, 2001).

Mada se mogu sresti i kod konja, goveda, svinja i ma~aka (Joyce i sar.,
1990; Barkyomb i Leipold, 1984; Gelatt, 1971; Priester, 1972; Lawson, 1975;
Brightman i sar., 1985; Glaze, 2005), okularni i periokularni dermoidi su naj~e{}i
kod pasa. Prema podacima iz literature najfrekventniji su kod velikih rasa pasa
(bernardinac, nema~ki ov~ar, zlatni retriver, doberman, dalmatinac, labrador re-
triver), kao i kod kratkonogih pasa (ameri~ki baset, jazavi~ar i vel{ki korgi) (Pries-
ter, 1972; Barnett i sar, 2002; Lee i sar, 2005; Brudanel i sar., 2007). Kornealni der-
moidi se javljaju i kod ljudi (Mansour i sar., 1989).

Okularni dermoidi sastoje se od oro`alog plo~asto-slojevitog epitela
koji mo`e biti pigmentisan u razli~itom stepenu i koji le`i na iregularnom dermisu u
kome se nalaze dla~ni folikuli, znojne i lojne `lezde, a u retkim slu~ajevima mo`e
se uo~iti hrskavica i kost (Brudenal i sar., 2007; Wilcock, 2007; Wilcock, 2007).
Stepen adneksalne diferencijacije veoma varira, ali mo`e biti gotovo identi~an
normalnoj ko`i. Na ivici dermoida dermalni kolagen se stapa sa stromom kornee,
a oro`ali plo~asto-slojevit epitel prelazi u epitel kornee (Wilcock, 2007; Wilcock,
2007).

Kornealni dermoidi mogu se klasifikovati u tri tipa (Mann, 1957). Prvi
tip je limbalni ili epibulbarni dermoid, koji je najlak{a, ali i naj~e{}a forma ovog
poreme}aja. Drugi tip je dermoid koji pokriva ve}i deo ili celu korneu i mo`e se
pru`ati duboko u stromu, ali ne naru{ava Descementnu membranu i kornealni en-
dotel; zbog toga se prilikom hirur{kog uklanjanja dermoida retko javlja perforacija
o~ne jabu~ice. Kod tre}eg tipa kornealnog dermoida zahva}en je ceo prednji seg-
ment oka (Mann, 1957; Brudenal i sar., 2007).

Koloboma predstavlja kongenitalnu malformaciju koja se karaktari{e
nedostatkom o~nog kapka. Ovaj nedostatak mo`e biti parcijalan ili totalan i mo`e
se javiti i na gornjem i na donjem kapku (Wilcock, 2007; Wilcock, 2007; Barnett i
sar., 2002; Bedford, 1999). Ponekad se ovaj defekt javlja udru`en sa palpebralnim
dermoidom u vidu koloboma-dermoid defekta (Bossuyt, 2005).

Dermoidi, kao i koloboma dermoidi se hirur{ki saniraju kako iz koz-
meti~kih razloga, tako i iz medicinskih razloga, jer dlake iz dermoida vr{e iritaciju
kornee, ili zato {to ote`avaju vid usled pokrivanja dela ili celog vidnog polja na
zahva}enom oku (7, 6, 14, 4).
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Na pregled u ambulantu dovedeno je {tene engleskog buldoga staro
8 nedelja. Vlasnik je {tene doveo jer je primetio da se na povr{ini levog oka nalazi
izraslina.

Adspekcijom o~iju i oftalmoskopijom pomo}u direktnog oftalmo-
skopa sa procepom uo~eno je da se na ro`nja~i levog oka, neposredno pored lat-
eralnog o~nog ugla, izdignuta iznad povr{ine kornee, nalazi izraslina ovalnog ob-
lika, veli~ine 5 mm u pre~niku, bele boje, neravne povr{ine, prekrivena dlakama.
Ova izraslina je remetila potpuno zatvaranje oka i usled iritacije kornee i konjunk-
tive izazivala je poja~ano lu~enje suza, kao i zapaljenje konjunktive koje se mani-
festovalo uo~ljivom hiperemijom i sekretom u lateralnom o~nom uglu. Tako|e
postojanje ove tvorevine dovelo je do edema ro`nja~e. Na osnovu izgleda i lokali-
zacije promene klini~ka dijagnoza bila je limbalni dermoid, koji je zahvatao
ro`nja~u, konjunktivu i episkleru (slika 1).

Pored ove promene uo~ene na levom oku, na desnom oku je uo~ena
sli~na izraslina. Ova izralina je tako|e bila ovalnog oblika, veli~ine oko 6 mm, bele
boje, neravne povr{ine, prekrivena dlakama, ali je imala druga~iju lokalizaciju u
odnosu na prethodnu. Ona je bila sme{tena na donjem kapku u blizini unu-
tra{njeg o~nog ugla. Lateralno od ove izrasline uo~en je nedostatak donjeg
kapka. U ovom slu~aju je na osnovu izgleda i lokalizacije promene doneta klini~ka
dijagnoza, palpebralni koloboma-dermoid (slika 2). I na desnom oku je tako|e
uo~eno poja~ano lu~enje suza, mada je iritacija ro`nja~e i konjunktive bila slabije
izra`ena nego na levom oku.

S obzirom na ~injenicu da su u ovom slu~aju pored kozmeti~kih
razloga bili prisutni i medicinski razlozi, vlasnicima je predlo`eno da se oba der-
moida hirur{ki uklone.
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Slika 1. Pas, levo oko, kornealni dermoid /
Figure 1. Dog, left eye, corneal dermoid



Detaljnim klini~kim pregledom utvr|eno je da je {tene zdravo, nakon
~ega je pripremljeno za hirur{ku intervenciju. Premedikacija je izvr{ena sa at-
ropin-sulfatom (0,3 mg, SC). Anestezija je izvedena apikacijom kombinacije ksi-
lazina (1 mg/kg, IM) i ketamin hidrohlorida (5 mg/kg, IM).

Superficijalna keratektomija bila je metod izbora za sanaciju korneal-
nog dermoida na levom oku. Nakon fiksacije o~ne jabu~ice izvr{ena je ekscizija
dermoidnog tkiva na levom oku (slika 3), kao i palpebre i konjunktive na desnom
oku. Ekscizija je izvedena mikrohirur{kim instrumentima – kolibri pinceta i Beaver
skalpel 64. Sem ekscizije dermoida, na desnom oku izvr{ena je plasti~na rekon-
struktivna procedura sanacije koloboma, a nastali defekt na palpebri je u{iven po-
jedina~nim obi~nim {avovima (Vicril 6-0) (slika 4). Postoperativno su u oko nared-
nih 7 dana aplikovane antibiotske kapi za o~i.
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Slika 2. Pas, desno oko, palpebralni koloboma-dermoid /
Figure 2. Dog, right eye, palpebral coloboma-dermoid

Slika 3. Pas, levo oko nakon ekscizije kornealnog dermoida /
Figure 3. Dog, left eye following excision of corneal dermoid



Nakon dve nedelje na kontrolnom pregledu uo~eno je da je do{lo do
potpune epitelizacije defekta koji je postojao na korneji na levom oku. Uo~ena je
blaga zamu}enost korneje na mestu gde se nalazio dermoid. Na desnom oku de-
fekt na donjem o~nom kapku je tako|e u potpunosti srastao.

Uzorci tkiva za patohistolo{ki pregled koji su uklonjeni tokom opera-
cije fiksirani su u 10% puferizovanom formalinu i posle uobi~ajene procedure
ukalupljeni u parafinske blokove. Patohistolo{ki preparati bojeni su hematoksili-
nom i eozinom (HE).

Mikroskopskim pregledom uzorkovanog tkiva kornealnog dermoida
uo~eno je da se na povr{ini nalazi oro`ali plo~asto-slojeviti epitel koji le`i na der-
misu. U dermisu su zapa`eni dla~ni folikuli, kao i znojne i lojne `lezde (slika 5). U
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Slika 4. Pas, desno oko nakon ekscizije i hirur{ke sanacije palpebralnog
koloboma dermoida /

Figure 4. Dog, right eye following excision and surgical treatment of palpebral coloboma dermoid

Slika 5. Pas, kornealni dermoid, HE x 100 /
Figure 5. Dog, corneal dermoid, HE x 100



ivi~nim delovima dermoida dermalni kolagen se stapa sa stromom kornee.
Tako|e, u ovom delu dermoida oro`ali plo~asto-slojevit epitel prelazi u epitel kor-
nee. Histolo{ki izgled konjunktivalnog dermoida je sli~an limbalnom sa razlikom
{to jedan ivi~ni deo prelazi u epitel konjunktive, a drugi se nastavlja u ko`u.

Dermoid predstavlja ektopi~ni deo ko`e i ta~an patogenetski mehani-
zam njegovog nastanka nije u potpunosti poznat. Ve}ina autora se sla`e da je u
pitanju kongenitalna, ali ne i heriditarna malformacija (Horikiri i sar., 1994; Lee i
sar., 2005). Smatra se da dolazi do abnormalne diferencijacije ektoderma koji nas-
taje usled metaplazije mezenhima koji primarno vodi poreklo od neuralne kreste.
Usled ovoga dolazi do kombinovanja mezenhimalnih elemenata (vezivno tkivo,
masno tkivo i ponekad hrskavica) sa ektodermalnim elementima (keratinizovani
epitel, dla~ni folikuli i dlake, lojne i znojne `lezde) u razli~itim proporcijama. Der-
moidi su prisutni od ro|enja, ali se ponekad ne prepoznaju dok ne porastu dovolj-
no ili dok dlake prisutne na njima ne izazovu o~iglednu iritaciju kornee i konjunk-
tive (Brudenal i sar., 2007). Kolobomi su tako|e kongenitalne malformacije, koje
se naj~e{}e prepoznaju nekoliko nedelja nakon ro|enja (Wilcock, 2007; Wilcock,
2007; Barnett i sar., 2002; Bedford, 1999).

Na osnovu lokalizacije dermoidi mogu biti palpebralni, na palpebral-
nom ili bulbarnom delu konjunktive, na tre}em o~nom kapku i na kornei, kao {to
je slu~aj na levom oku ovog {teneta (Wilcock, 2007; Wilcock, 2007; Slatter, 2001).
Palpebralni dermoid se ponekad, kao u ovom slu~aju javlja udru`en sa kolobo-
mom u vidu koloboma-dermoid defekta (Bossuyt, 2005).

Zbog medicinskih, ali i kozmeti~kih razloga dermoidi, kao i koloboma-
dermoidi se hirur{ki saniraju (Cullen i sar., 2001; Brudenal i sar., 2007; Lee i sar.,
2005; Bossuyt, 2005), {to je u~injeno i u ovom slu~aju. Kornealni dermoid na
levom oku je uklonjen pomo}u superficijalne keratektomije, na na~in koji je opi-
san u literaturi (Brudenal i sar., 2007; Lee i sar., 2005; Bedford, 1999). Ovaj postu-
pak je od klju~nog zna~aja za uklanjanje klini~kih smetnji kod pacijenata sa kor-
nealnim dermoidom. Zna~ajno je da se dermoid u potpunosti ukloni jer se u pro-
tivnom mogu o~ekivati recidivi.

Limbalni dermoidi, kao i palpebralni koloboma-dermoidi se sre}u kod
pasa i kod drugih `ivotinja. Interesantno je da su kod {teneta engleskog buldoga
registrovane obe malformacije.

Superficijalna keratektomija je metoda izbora kod sanacije limbalnog
dermoida, dok se palpebralni koloboma-dermoid sanira ekscizijom uz plasti~no
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rekonstruktivnu proceduru. Obe metode imaju za cilj da umanje ili u potpunosti
uklone prisutne klini~ke smetnje kod pacijenata.
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SURGICAL PROCEDURE FOR LIMBAL DERMOID AND PALPEBRAL
COLOBOMA-DERMOID IN ENGLISH BULLDOG PUPPY

S. Bo`inovi}, D. Marinkovi}

A dermoid is a malformation, a congenital choristoma, in fact an ectopic part
of the skin. This malformation can be located on the eyelids (palpebral), on the palpebral or
bulbar part of the conjunctive, on the third eyelid or on the cornea, the limbus edge of the
eyelid. Ocular dermoids consist of a cornified squamous-stratified epithelium that can be
pigmented to various degrees, located on irregular dermis in which there are hair follicles,
sweat and fat glands, and, in rare cases, cartilage and bone can also be observed. Corneal
dermoids can be classified into three types: limbal or epibulbar dermoid, a dermoid which
covers the greater part or the entire cornea, a dermoid that covers the entire front segment
of the eye. Coloboma presents a congenital malformation that is characterized by the ab-
sence of an eyelid and it can be located on the upper or on the lower lid. This paper pres-
ents the case of an English bulldog puppy in which a limbal dermoid and a palpebral
coloboma-dermoid were observed at the same time. In this case, superficial keratectomy
was selected for the treatment of the limbal dermoid, while the palpebral coloboma-
dermoid was treated using excision with a plastic reconstruction procedure. A microscopic
examination of sample tissue of the corneal demoid showed, on the surface, cornified
squamous-stratified epithelium lying on the dermis. The dermis was observed to contain
hair follicles, as well as sweat and fat glands.

Key words: Limbal dermoid, palpebral coloboma-dermoid, choristoma, eye, dog,
surgical treatment

HIRURGI^ESKAÂ SANACIÂ LIMLÃNOGO DERMOIDA I
PALÃPEBRANLÃNOGO KOLOBOMA-DERMOIDA U ÇENKA

ANGLIYSKOGO BULÃDOGA

S. Bo`inovi~, D. Marinkovi~

Dermoid predstavlÔet soboy malformaciÓ, kongenitalÝnìy hori-
stom, t.e. Ìktopi~nuÓ ~astÝ ko`i. Õta malformaciÔ mo`et bìtÝ lokalizovana na
vekah (palÝpebralÝnìy), na palÝpebralÝnoy ili bulÝbarnoy ~asti konÍÓnktivì,
na tretÝem veke i na kornei, limbusum kayme veka. OkulÔrnìe dermoidì sostoÔtsÔ
iz orogovelogo plito~no-sloevogo ÌpiteliÔ, kotorìy mo`et bìtÝ pigmentovan v
razli~noy stepeni, le`açiy na irregulÔrnom dermise v kotorom nahodÔtsÔ moh-
natìe follikulì, potovìe i salÝnìe `elezì, a v redkih slu~aÔh mo`no zametitÝ
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hrÔç i kostÝ. KornealÝnìe dermoidì mogut klassificirovatÝsÔ v trëh tipah: lim-
balÝnìy ili Ìpibulbarnìy dermoid, dermoid, pokrìvaÓçiy bolÝ{uÓ ~astÝ ili
celuÓ korneu, dermoid, zahvatìvaÓçiy celìy peredniy segment glaza. Koloboma
predstavlÔet soboy kongenitalÝnuÓ malformaciÓ, harakterizuemuÓ nedostat-
kom veka i mo`et bìtÝ lokalizovana i na verhnem i na ni`nem veke. V Ìtoy rabote
pokazan slu~ay çenka angliyskogo bulÝdoga u kotorogo odnovremenno zeme~en lim-
balÝnìy dermoid slovno i palÝpebralÝnìy koloboma-dermoid. V Ìtom slu~ae dlÔ
sanacii limbalÝnogo dermoida otobrana superficialÝnaÔ keratÌktomiÔ, poka
palÝpebralÝnìy koloboma-dermoid sanirovan Ìksciziey pri plasti~no rekon-
struktivnoy procedure. Mikroskopi~eskim osmotrom obraz~ikovannoy tkani kor-
nealÝnogo dermoida zame~eno, ~to na poverhnosti nahoditsÔ orogovelìy plito-
sloevìy Ìpiteliy, le`açiy na dermise. V dermise zame~enì mohnatìe fol-
likulì, slovno i potovìe i salÝnìe `elezì.

KlÓ~evìe slova: limbalÝnìy dermoid, palÝpebralÝnìy kolobom-dermoid,
horistomì, glaz, sobaka, hirurgi~eskoe le~enie
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VETERINARSKI GLASNIK je ~asopis Fakulteta veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beogradu, koji se izdaje u saradnji sa Veterinarskom komorom
Srbije. ^asopis objavljuje originalne, stru~ne i pregledne radove, izve{taje sa kon-
gresa i stru~nih sastanaka, prikaze knjiga, radove iz istorije veterinarske medicine,
dopise za rubriku Se}anje, kao i komentare i pisma Uredni{tvu u vezi sa objav-
ljenim radovima.

Sve prispele rukopise Ure|iva~ki odbor, odnosno glavni i odgovorni
urednik {alje recenzentima radi stru~ne procene. Ukoliko recenzenti predlo`e iz-
mene i dopune, tada se kopija recenziranog rukopisa dostavlja autoru (autorima)
s molbom da tra`ene izmene unesu u tekst ili pak u protivnom da argumentovano
izraze svoje neslaganje sa datim primedbama recenzenta. Kona~nu odluku o
prihvatanju rada za {tampu donosi glavni i odgovorni urednik zajedno sa ure|i-
va~kim odborom.

^asopis se {tampa na srpskom jeziku, a kratak sadr`aj se prevodi na
engleski i ruski. Radovi stranih autora, van srpskog, hrvatskog i bo{nja~kog go-
vornog podru~ja se {tampaju na engleskom jeziku sa kratkim sadr`ajem na
srpskom i engleskom jeziku.

Molimo saradnike da svoje radove za Veterinarski glasnik pi{u jasno,
koncizno, racionalno, gramati~ki ispravno i u skladu sa slede}im uputstvima.

OP[TA UPUTSTVA

Tekst rada se kuca u programu za obradu teksta Word, latinicom, u
fontu Times New Roman, sa duplim proredom i veli~inom slova 12 ta~aka (12 pt).
Levu i desnu marginu podesiti na 20 mm, a gornju i donju na 30 mm, veli~inu
stranice na A4, sa levim poravnanjem i uvla~enjem svakog pasusa za 10 mm. Uko-
liko su u tekstu prisutni specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol. Rukopis
rada dostaviti od{tampan jednostrano na belom papiru formata A4 u dva pri-
merka, zajedno sa elektronskom verzijom. Stranice numerisati redom u okviru
donje margine (sa desne strane) po~ev od naslovne strane. Podaci o kori{}enoj
literaturi u tekstu ozna~avaju se u zagradi prezimenom autora, iza kojeg se stavlja-
ju zarez i godina. Ukoliko rad ima vi{e od dva autora u zagradi treba navesti samo
prezime prvog autora uz dodatak «i sar.,» pa godina (npr. Petrovi} i sar., 1987).

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj, prvoj stranici treba navesti slede}e:
– Naziv ~lanka, odnosno rada napisan velikim slovima bez podvla~e-

nja i bez skra}enica;
– Autore ispod naslova, pri ~emu se za mu{ka lica navodi samo po~et-

no slovo imena, a za `enska puno ime i puno prezime svakog autora, bez
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podvla~enja i veznika, ve} razdvojena samo zarezom. Iznad prezimena se zvezdi-
com (jednom ili vi{e) ozna~ava ustanova u kojoj radi autor (autori). Zvezdice se
stavljaju u superskriptum na kraju svakog prezimena;

– Ta~ne nazive ustanova (i mesta u kojima se one nalaze) u kojima
autori rade, treba navoditi onim redosledom koji odgovara redosledu navo|enja
imena autora u radu;

– Na dnu stranice treba navesti ime i prezime jednog od autora i nje-
govu adresu, broj telefona, faksa ili e-mail, radi korespondencije.

KRATAK SADR@AJ

Na posebnoj stranici uz rad treba prilo`iti i kratak sadr`aj rada, obima
200-300 re~i. Pored naslova i imena autora i ustanova, ovaj deo treba da sadr`i
najva`nije ~injenice iz rada. Tako|e, ispod kratkog sadr`aja treba navesti klju~ne
re~i optimalno od tri do {est.

PISANJE TEKSTA

Svi podnaslovi se pi{u malim boldovanim slovima. U radu treba koris-
titi kratke i jasne re~enice. Sve strane re~i za koje postoji odgovaraju}i doma}i
termin treba zameniti tim terminom tako da prevod bude u duhu srpskog jezika.
Za nazive lekova koristiti isklju~ivo njihova internacionalna neza{ti}ena imena (ili
kako to jo{ neko naziva generi~ka imena) i pisati ih onako kako se izgovaraju (ne
na latinskom ili engleskom jeziku). Ukoliko se pak `eli ipak ista}i ime nekog pre-
parata, onda se njegovo ime, (zajedno sa imenom proizvo|a~a) stavlja u zagradu
iza naziva aktivne supstancije. Ure|aji ili aparati se tako|e ozna~avaju njihovim
trgova~kim nazivima, s tim {to se i ovde u zagradi mora navesti ime i mesto pro-
izvo|a~a. Odre|ene supstancije ili hemikalije, koje se ozna~avaju slovima i bro-
jkama, moraju se precizno ozna~iti stavljanjem broja iznad (superskriptum) ili is-
pod slova (subskriptum) (npr. IL-6, H2O, B12, CD8). U radu se mogu koristiti
odre|ene skra}enice, ali samo kada je to neophodno (npr. kod duga~kih imena
hemijskih jedinjenja) ili kada se takve skra}enice ve} nalaze u literaturi, odnosno
kao takve su ve} prepoznatljive (npr. DNK). Za svaku skra}enicu, koja se prvi put
javlja u tekstu treba navesti i pun naziv. Skra}enice nikako ne koristiti u naslovu, i u
kratkom sadr`aju ih tako|e treba izbegavati. Decimalne brojeve pisati sa zarezom
i bar jo{ jednom nulom. Obim rukopisa bez priloga, ne treba da bude ve}i od 8
stranica kucanog teksta. Treba izbegavati veliki broj priloga.

Tabele se ozna~avaju arapskim brojevima (iznad tabela) po redosledu
navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times New Ro-
man i veli~inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvla~enja. Ukoliko se u
tabeli koriste skra}enice, treba ih objasniti u legendi ispod tabele. Svaku tabelu
treba od{tampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa dostaviti
po jednu.
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Grafikoni se tako|e ozna~avaju arapskim brojevima (ispod grafikona)
po redosledu navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font
Times New Roman i veli~inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvla~e-
nja. Ukoliko se koriste skra}enice, treba ih objasniti u legendi ispod grafikona.
Svaki grafikon treba od{tampati na posebnom listu papira i za svaki primerak ru-
kopisa dostaviti po jedan.

Sheme (crte`i) se ozna~avaju arapskim brojevima (ispod shema) po
redosledu navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times
New Roman i veli~inu slova 10 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvla~enja. Uko-
liko se korste skra}enice, treba ih objasniti u legendi ispod sheme. Svaku shemu
treba od{tampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa dostaviti
po jednu.

Fotografije se ozna~avaju arapskim brojevima (ispod fotografije) po
redosledu navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Primaju se isklju~i-
vo originalne fotografije (crno-bele ili u boji) na sjajnom (glatkom, a ne mat) pa-
piru. Na pole|ini svake fotografije treba napisati redni broj i strelicom ozna~iti
gornji deo slike. Za svaki primerak rukopisa dostaviti po jednu sliku.

POGLAVLJA RADA

Poglavlja rada su: Uvod, Materijal i metode rada, Rezultati, Disku-
sija (ili Rezultati i diskusija zajedno), Zaklju~ak i Literatura.

U uvodu treba ukazati na najva`nije, odnosno najnovije ~injenice i po-
glede vezane za temu rada, sa kratkim obrazlo`enjem cilja sopstvenih ispitivanja.

Materijal i metode rada. – U ovom poglavlju treba opisati uslove pod
kojima su ogledi izvedeni, materijal i `ivotinje na kojima su izvedeni, kao i metode
koje su kori{}ene u ogledu.

Rezultati. – Rezultate prikazati pregledno uz pomo} tabela ili grafi-
kona. Svuda treba da stoji redni broj i tekst koji opisuje {ta odre|ena slika, tabela
ili grafikon prikazuje. Redni broj sa tekstom se stavlja iznad tabela, a kod svih os-
talih prezentacija ispod. Autor mora precizno da nazna~i mesto u tekstu na kojem
`eli da bude prikazan odre|eni prilog.

Diskusija. – U ovom poglavlju autor analizira dobijene rezultate i
upore|uje ih sa rezultatima i mi{ljenjima drugih autora, te isti~e njihov teorijski i
prakti~ni zna~aj.

Literatura. – U ovom poglavlju autor treba da iznese podatke koji se
ti~u literature, odnosno radova koje je koristio u toku izrade svog rada. Po`eljno je
da kori{}ena literatura bude {to novija i, ako je mogu}e, da ne bude starija od 5
godina. Reference treba pisati jednu ispod druge (numerisati ih arapskim broje-
vima) i abecednim redom prema prvom slovu prezimena prvog autora. Ukoliko
tekst reference ne mo`e da stane u jedan red ve} se prenosi u slede}i, onda se
red koji sledi uvla~i ispod prethodnog jednim pritiskom na tabulator. Broj referenci
nije ograni~en, ali se preporu~uje da ne bude ve}i od 30. Izbegavati kori{}enje ap-
strakta kao reference. Reference ~lanaka koji su prihva}eni za {tampu treba
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ozna~iti kao «u {tampi» i prilo`iti dokaz o prihvatanju rada. Reference se citiraju
prema Vankuverskim pravilima, koja su zasnovana na formatima koja koriste Na-
tional Library of Medicine i Index Medicus. Naslove ~asopisa tako|e treba
skra}ivati prema na~inu koji koristi Index Medicus (ne stavljati ta~ke posle
skra}enice). Stranice se citiraju tako {to se navede pun broj po~etne stranice i
nepotpun broj zavr{ne stranice bez cifara koje se ponavljaju (npr. 134-138 se na-
vode kao 134-8).

Primeri:
1. ^lanak u ~asopisu:
Petrovi} M, Raki} L. Uticaj selena na razvoj pili}a. @ivinarstvo 2005;

2(7): 234-9.
2. Knjige i druge monografije:
Colson JH, Armour WJ. Sports injuries and their treatment. 2nd rev.

ed. London: S Paul, 1986.
3. Poglavlje u knjizi:
Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading microor-

ganims. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editros. Pathologic physiology:
mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974: 457-72.

4. Rad sa nau~no-stru~nog skupa (Zbornik radova):
Vivian VL, editor. Child abuse and neglect: a medical community re-

sponse. Proceedings of the first AMA National Conference on Child Abuse and
Neglect; 1984 Mar 30-31; Chicago: American Medical Association, 1985.

5. ^lanak u zborniku radova sa nau~no-stru~nog skupa:
Vivian VL. Child abuse and neglect. In: Gammage RB, Kaye SV, edi-

tors. Indoor air and human health. Proceedings of the Seventh Life Sciences Sym-
posium; 1984 Oct 29-31; Knoxville (TN). Chelsae (MI): Lewis, 1985:69-78.

NAPOMENA

Rad koji ne ispunjava sve gore navedene uslove ne}e biti poslat na re-
cenziju i bi}e vra}en autorima da ga dopune i isprave.

ADRESA ^ASOPISA

Veterinarska komora Srbije – Veterinarski glasnik
11000 Beograd

Bulevar oslobo|enja 18,
tel/faks 011/ 2684-597, 2687-475;

e-mail: vetksªEunet.yu
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