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RISK FACTORS ASSOCIATED WITH SWINE DYSENTERY IN
EAST-EUROPEAN PIG PRODUCTION UNITS*

FAKTORI RIZIKA POVEZANI SA DIZENTERIJOM SVINJA U
POGONIMA ZA PROIZVODNJU SVINJA U ISTO^NOJ EVROPI

C. P. Mirko, G. Bilkei**

The objective of the present study was to determine the risk fac-

tors for swine dysentery in East-European middle-size to large farrow to

finish units, with separate breeding and grower-finisher facilities. Ten

breeding animals (3-10% of the female inventory) and 10 grower fin-

isher pigs (80-140 days of age) were sampled in each herd for po-

lymerase chain reaction testing (PCR) for Brachyspira hyodysenteriae

(B hyo) in their feces. Of 139 farrow to finish units, 51 (36.7%) were

positive, 49 (35.3%) were negative, and 39 (28.1%) were inconclusive

for B hyo by PCR.

In breeding subunits, twelve variables passed the screening crite-

rion for risk factors (P<.2) for B hyo PCR positivity. The odds of the

breeding subunits being B hyo PCR positive were 3.5 times greater

when the grower-finisher subunit was positive and the fiber content of

the diet was >6%. Use of „all in all out” farrowing policy and having

>60% multiparous sows, each reduced the odds of being B hyo PCR

positive about fourfold.

In growing-finishing subunits, fourteen variables passed the scre-

ening criterion for risk factors (P<.2) for B hyo PCR positivity. B hyo

PCR positive status of the breeding subunits and higher fiber content

of the diet were the most influential variable, with the odds of the

grower-finisher subunits being B hyo PCR positive almost eight times

greater when the breeding subunit was also B hyo PCR positive.

Grower-finisher B hyo PCR positivity was also associated with the per-

centage of pigs housed on concrete slats, with the odds of being posi-

tive 7.5 times higher for subunits where more that 70% of the animals

were kept on concrete slats compared to all other floor types. There

was a strong association between grower-finisher status and whether
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the animals were in outdoor lots, with the odds of being B hyo PCR

positive substantially lower for pigs in outdoor lots compared with all

other surfaces.

Key words: Swine dysentery, fibre, diet, all-in-all-out-policy, parity,
flooring, outdoor

Swine dysentery affects pigs during the growing to finishing period
and is characterized by wasting, low production performance and diarrhoeic fe-
ces that contains mucous, blood and necrotic material ŠHarris and Lysons, 1992¹.
Breeding animals may carry the organism without expressing clinical symptoms
ŠBilic and Bilkei, 2003¹. Mild colonic spirochetosis caused by B. pilosicoli, is also
present in many units suffering minor clinical signs of an enteric disease ŠPrieksat,
2000¹. The two species can be distinguished in the laboratory by the amount of
hemolysis they produce when cultured on medium containing blood: B hyo pro-
duces a strong �-hemolysis with a ring phenomenon, while B pilosicoli is only
weak �-hemolitic and does not produce a ring phenomenon ŠKinyon and Harris,
1974; Duhamel and Joens, 1994¹. Clinical signs of SD seem to occur in a cyclic
manner ŠBilic and Bilkei, 2003¹. In large groups of pigs affected with the disease,
symptoms may appear and reappear at 3 to 4 - week intervals ŠBilkei, 1996a¹.
Pigs that have recovered from SD may be asymptomatic, but shed B. hyo in their
feces ŠSonger and Harris, 1978¹.

Historically, confirming the diagnosis of SD requires gross pathologi-
cal and histological examination, serology and the isolation and identification of B.

hyo from the colonic mucosa or from feces ŠHarris and Lysons, 1992¹. Several se-
rological tests, such as macroscopic agglutination ŠJoens et al. 1978¹, enzyme -
linked immunosorbent assay (ELISA) ŠJoens et al. 1981¹, agar gel diffusion
ŠJoens et al. 1978¹, indirect fluorescent antibody ŠIFA, Hunter and Saunders 1977¹
have been used to detect antibodies to B. hyo. Atyeo et al. Š1996¹, Leser et al.
Š1997¹, and ŠMuniappa et al. 1997¹ reported that PCR assay is a reliable practical
method with a low confidence interval to detect B infections. PCR is a simple tech-
nique and can reliably detect B hyo, when grown from a primary isolation plate
ŠAtyeo et al., 1996¹.

The epidemiological factors responsible for the prevalence of SD are
incompletely understood ŠBilic and Bilkei, 2003¹. The purpose of this field study
was to evaluate the impact of management factors on the occurrence of SD.
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One hundred and thirty-nine East European farrow to finish „double-
site” production units (101--289 female inventory), clients of our consulting office,
participated in the present survey. All units suffered sporadical occurrence of de-
pressed weight gain and diarrhoea without blood. At necropsy watery green or
yellow contents and adherent fibrinous exudate were present in the caecal and
colonic mucosa. Histopathological examinations of secretions of the caecum and
colon revealed moderate to severe typhlocolitis. Profiles of spirochetes were de-
tected within the cytoplasma of enterocytes, between enterocytes or in macro-
phages in the lamina propria. Questionnaires have been used to collect detailed
data about management, husbandry, mortality and culling rate (during the last 6
months and 3 years respectively), environmental and nutritional factors in these
units. No clinical evaluations were performed.

Ten breeding animals (3-10% of the female inventory) of average par-
ity (2.4+/-0.8 to 2.9+/-0.6 SD) and average body condition (3.01+/-0.4 to 3.4+/
-05 SD) and 10 grower finisher pigs (80-140 days of age) were sampled in each
herd for PCR testing of their feces. Rectal swabs were taken from randomly se-
lected sows and the smallest looking pig in a grower--finisher pen. The swabs
were immediately laid on ice and sent to the laboratory of our consulting office. In
addition, intestinal spirochetes were isolated by anaerobic culture (37oC) on
sheep blood (SBA) selective colistin, vancomycin, and spectinomycin agar me-
dium (CVS medium). Pure cultures of spirochetes were propagated either on SBA
(incubated at 42oC) in the Gas Pak Anaerobic System (BBL, Becton Dickinson Mi-
crobiology System) or in pre-reduced anaerobically-sterilised trypticase soy
broth, as described by Kunkle et al. Š1986¹. Indole production, hyppurate hydroly-
sis, and the number of periplasmic flagella in porcine WBHIS (weakly �-hemolytic
intestinal spirochaetes) were determined as described by Ramanathan et al.
Š1993¹.

Purified DNA was amplified by arbitrary-primed polymerase chain re-
action (AP-PCR, Ralph, 1993) using the M13 reverse-sequencing primer. The am-
plified products were separated on 8% sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
gels and stained with silver nitrate and characterized using species--specific 23S-
rDNA (rrl gene) sequences by PCR assays as stated by Leser et al. Š1997¹, and
Muniappa et al. Š1997¹, and were diagnosed as positive, inconclusive or negative.

Statistical analyses were performed using BMDP 2D, 4F and LR
(BMDP Statistical software, LA, CA, USA). Descriptive statistics were calculated
for each variable, and continuous variables were categorized for use in analyses
on the basis of the median and quartiles. For each potential risk factor, associa-
tions with B hyo status of the breeder and grower-finisher parts of the units were
determined. Variables with P<.2 (chi-square) were considered for inclusion in
multivariate logistic regression models.
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Separate logistic regression models were developed for the B hyo

PCR status of breeder and grower-finisher parts of the units. Data for breeder and
grower-finisher subunits of inconclusive B hyo status were excluded from the
analysis to increase the herd-level-specificity of our classification without compro-
mising herd-level-sensitivity as suggested by Jordan and McEwen Š1998¹, and
Martin et al Š1991¹. Variables were added (stepwise inclusion) to the model when
the chi-square P value for the variable was <.10. Interactions between factors in
the final best-fitting models were also assessed. For the final models, adjusted
odds ratio (OR) and 95% confidence intervals were obtained to quantify the
strength of association with the different risk factors. The overall model fit was as-
sessed using the H-L goodness-of-fit statistic as described by Hosmer and Lem-
show Š1989¹.

PCR testing / PCR testiranje:
The median numbers of B hyo PCR positive samples were five (range

0 to 9) for the breeding subunits and two (rage zero to 9) for grower-finisher
subunits. Of 139 farrow to finish units (including both, breeding and grower fin-
isher subunits), 51 (36.7%) were positive, 49 (35.3%) were negative, and 39
(28.1%) were inconclusive for B hyo using our interpretation thresholds. Only the
positive units were subjected to further evaluations. Risk factors for the B hyo PCR
positivity in breeding subunits (table 1 and 2): Twelve variables passed the initial
screening criterion for risk factors (P<.2) for B hyo PCR positivity. Management
variables related to the grower-finisher unit were excluded from the analysis ex-
cept for grower-finisher B hyo PCR status. The age when pigs left the breeding
subunit and were transferred to the grower-finisher subunit has not been consid-
ered as a risk factor for the breeding units B hyo PCR status and was not included
into the final model.

The odds of the breeding subunits being B hyo PCR positive and
higher fiber content of the diet were 3.5 times greater when the grower-finisher
subunit was positive and the fiber content of the diet was >6%. Use of „all in all
out” farrowing policy and having >60% multiparous sows, each reduced the odds
of being B hyo PCR positive about fourfold. Two-way interactions between risk fac-
tors were not significant (P<.05). The overall fit of the model was good (H-L
goodness-of-fit �2=2.28 with 8df, P=.98).

Risk factors for the B hyo PCR positivity in grower-finisher subunits (table 3

and 4) / Faktori rizika za B hyo PCR pozitivnost u subjedinicama za zavr{nu fazu tova:
Fourteen variables passed the initial screening criterion for risk factors

(P<.2) for B hyo PCR positivity. The breeding subunits B hyo PCR positive status
was used as a surrogate variable to represent the combined effects of risk factors
in the breeding subunits that might have influenced the risk of transmission of B
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Table 1. Risk factors for breeding subunits (n=12) for Brachyspira hyodysenteriae PCR
positivity farrow to finish production units with separate breeding and grower-
finishing facilities /

Tabela 1. Faktori rizika kod podjedinica za parenje (n=12) za Brachyspira hyodysenteriae PCR pozitivnost kod
jedinica za pra{enje do onih za krajnju proizvodnju, sa posebnim prostorijama za oplo|enje i za tov i
krajnju proizvodnju

Risk factor /
Faktor rizika

Category /
Kategorija

Odds ratio /
Odnos

verovatno}e

P-value /
P-vrednost

Grower-finisher B hyo PCR status /
B hyo PCR status kod rasta-fini{era

Negative / Negativan
Positive / Pozitivan
Inconclusive / Neodre|en

1.00
3.71
0.64

<.001

Fiber content of the diet /
Sadr`aj vlakana u ishrani

<6%
6-7%
>7%

1.00
3.69
1.65

<.001

Multiparous sows (%) /
Krma~e koje su vi{e puta ra|ale (%)

<40
40-60
>60

1.00
0.88
0.37

.078

Herd size /
Veli~ina krda

<150
151-250

>250

1.00
1.36
0.93

.727

All in all out farrowing house man-
agement / Vo|enje prasili{ta po prin-
cipu „sve unutra sve napolje”

No / Ne
Yes / Da

1.00
0.29 .021

All in all out nursery management /
Vo|enje odgajivali{ta po principu „sve
unutra sve napolje”

No / Ne
Yes / Da

1.00
0.38 .068

Nursery waste management /
Odlaganje otpada iz odgajivali{ta

Pit / Jama
Scraping / Struganje
Hand cleaning / Ru~no ~i{}enje
Slats / Procepi
Open gutter / Otvoreni slivnik
Other / Ostalo

1.00
4.21
0.46
2.99
1.78
0.88

.158

Piglets age at leaving the nursery /
Starost prasi}a pri izlasku iz
odgajivali{ta

>70
60-70
50-59
45-49

1.00
2.10
0.93
0.42

.024

Antimicrobial feed additives /
Antimikrobni aditivi u hrani

No / Ne
Yes / Da

1.00
1.77 .151

Annual removing rate (ARR) /
Stepen isklju~enja tokom godine (ARR)

<40
41-45
>45

1.00
0.48
1.21

.185

Culling of sows during the last
6 month (%) / Isklju~enje krma~a
tokom poslednjih 6 meseci (%)

>1
1.1-2.0
2.1-3.0
>3.0

1.00
0.16
0.85
0.72

.007

Restricted entry policy /
Politika ograni~enog ulaska

No / Ne
Yes / Da

1.00
0.44 0.47



hyo to the grower-finisher subunits. The B hyo PCR positivity of the sows, fiber
content of the diet, percentage of animals on concrete slats, rearing pigs on out-
door lots, and the number of pigs entering the subunits were included in the multi-
variable modeling. Diarrhoea, mortality, wasting, culling rate and culled because
of diarrhoea were not further considered because it seemed that these were out-
comes of B hyo caused SD, rather than risk factors for the disease. Similarly, due
to the difficulty of interpreting categories such as treatment of sick animals or
separation of them, were not included in the model. The B hyo PCR positive status
of the breeding subunits and higher fiber content of the diet were the most influen-
tial variable, with the odds of the grower--finisher subunits being B hyo PCR posi-
tive almost eight times greater when the breeding subunit was also B hyo PCR
positive. Grower-finisher B hyo PCR positivity was also associated with the per-
centage of pigs housed on concrete slats, with the odds of being positive 7.5
times higher for subunits where >70% of the animals were kept on concrete slats
compared to all other floor types. There was a strong association between
grower--finisher status and whether the animals were in outdoor lots, with the
odds of being B hyo PCR positive substantially lower for pigs in outdoor lots com-
pared with all other surfaces. The overall fit of the model was adequate with the H-
L goodness-of-fit �2=7.69 with 8df (P=.98) for grower--finishing pigs.
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Table 2. Logistic regression model for Brachyspira hyodysenteriae PCR positivity in
breeding subunits in farrow to finish production units with separated breeding and
grower-finishing facilities /

Tabela 2. Tabela 2. Model logisti~ke regresije za Brachyspira hyodysenteriae PCR pozitivnost u subjedinicama za
oplo|enje kod jedinica od pra{enja do krajnje proizvodnje sa posebnim prostorijama za oplo|enje i tov i
fini{iranje

Risk factor /
Faktor rizika

Category /
Kategorija

Odds ratio /
Odnos verovatno}e

95% CI /
95% Cl

B hyo PCR status of
the grower-finisher subunit /
B hyo PCR status podjedinice
za rast i krajnji proizvod

Negative /
Negativan
Positive / Pozitivan
Inconclusive / Neodre|eno

1.00

3.50
0.47

Not applicable /
Nije primenljivo

0.98-12.31
0.12-1.99

Fiber content of the diet /
Sadr`aj vlakana u ishrani

<6%

6-7%
>7%

1.00

3.51
0.46

Not applicable /
Nije primenljivo

0.96-12.32
0.12-1.96

All in all out farrowing house /
„Sve unutra sve napolje”
(prasili{te)

No

yes

1.00

0.29

Not applicable /
Nije primenljivo

0.09-0.98

Multiparous sows (%) /
Krma~e sa vi{e poro|aja (%)

<40

40-60
>60

1.00

0.81
0.24

Not applicable /
Nije primenljivo

0.21-3-29
0.05-0.98



Table 3. Risk factors (n=14) for Brachyspira hyodysenteriae PCR positivity for grower-
finishing facilities with separated breeding and grower-finishing facilities /

Tabela 3. Faktori rizika (n=14) za Brachyspira hyodyseneriae PCR pozitivnost u prostorijama za tov i krajnju
proizvodnju sa posebnim odeljcima za oplo|enje i tov i fini{iranje

Risk factor /
Faktor rizika

Category /
Kategorija

Odds ratio /
Odnos

verovatno}e

P-value /
P-vrednost

Breeding subunit B hyo PCR status /
B hyo PCR status podjedinice za oplo|enje

Negative / Negativan
Positive / Pozitivan
Inconclusive / Neodre|en

1.00
3.71
1.28

0.33

Fiber content of the diet /
Sadr`aj vlakana u ishrani

<2%
2.1-3%
>3%

1.00
3.69
1.63

.03

Type of grower-finisher facility
Vrsta prostorije za tov i fini{iranje

Confinement / Zatvorena
Open building with outdoor lot/
Otvorena zgrada sa placem

1.00
0.65 0.71

Waste management /
Rukovanje otpadom

Pit / Jama
Scraping / Struganje
Hand cleaning / Ru~no ~i{}enje
Slats / Procepi
Open gutter / Otvoreni slivnik

1.00
0.82
1.11
2.02
1.86

0.89

Number of pigs entering the grower-
finisher subunit during the last 6 months /
Broj svinja koje su u{le u subjedinicu za
tov-fini{iranje tokom poslednjih 6 meseci

<300
300-500
>500

1.00
3.50
1.80

0.56

Grower-finisher mortality % /
Smrtnost kod tova - fini{iranja %

<1
1-2.0
2.1-3.0
>3

1.00
3.41
7.74
5.65

.003

Clinically manifested diarrhoea during
the last 6 months / Klini~ki manifestovana di-
jareja tokom poslednjih 6 meseci

No / Ne
Yes / Da

1.00
5.34 .189

Percent of medical treatments of the
present inventory / Procenat medicinskih
tretmana iz teku}eg inventara

<1
1-3.0
3.1-5.0
>5

1.00
6.31
7.08
5.15

.001

Culling rate during the last 3 years (%) /
Stepen isklju~enja tokom poslednje
3 godine (%)

<1
1-2.0
2.1-3.0
>3

1.00
2.1

0.54
.81

.181

Culling rate during the last 6 months (%)/
Stepen isklju~enja tokom poslednjih
6 meseci (%)

<1
1-2.0
2.1-3.0
>3

1.00
2.23
1.34
5.04

.193

Culling during the last 6 months because
of diarrhoea (%) / Isklju~enje tokom poslednjih
6 meseci usled dijareje (%)

No / Ne
Yes / Da

1.00
2.98 .137

Animals on concrete slats (% of pens) /
@ivotinje na betonskim plo~ama (% obora)

0
1-70
70

1.00
3.27
2.67

.090

Outdoor lots /
Otvorene parcele

No / Ne
Yes / Da

1.00
0.11 0.10

Antimicrobial feed additives /
Antimikrobni aditivi u hrani

No / Ne
Yes / Da

1.00
1.74 .152
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Table 4. Logistic regression model for Brachyspira hyodysenteriae PCR positivity in grower-
finishing subunits in farrow to finish production units with separated breeding and
grower-finishing facilities

Tabela 4. Model logisti~ke regresije za Brachyspira hyodysenteriae PCR pozitivnost u podjedinicama za tov i
finalni razvoj kod jedinica za oplo|enje do fini{iranja sa posebnim prostorijama za oplo|enje i tov-
fini{iranje

Risk factor /
Faktor rizika

Category /
Kategorija

Odds ratio /
Odnos verovatno}e

95% CI /
95% Cl

B hyo PCR status of the breeding
subunit / Status B hyo PCR podjedi-
nice za oplo|enje

Negative / Negativan

Positive / Pozitivan
Inconclusive / Neodre|en

1.00

7.93
1.88

Not applicable /
Nije primenljivo
1.98-31.59
0.54-6.64

Fiber content of the diet /
Sadr`aj vlakana u ishrani

<6%

6-7%
>7%

1.00

7.91
1.86

Not applicable /
Nije primenljivo
1.96-31.61
0.55-6.62

Grower-finisher pigs on concrete
slats (% of pens) / Svinje fini{eri na
betonskim plo~ama (% obora)

0

1-70
70

1.00

3.63
7.49

Not applicable /
Nije primenljivo
0.66-19.81
1.42-39.29

Number of pigs entering the
grower finisher subunit during
6 months prior to the study /
Broj svinja koje su u{le u podjedinice
za tov i krajnju proizvodnju tokom
6 meseci koji su prethodili ovom
istra`ivanju

<300

300-500
>500

1.00

3.95
0.48

Not applicable /
Nije primenljivo
0.52-7.27
0.11-.16

Grower-finisher pigs on outdoor
lots (%) / Svinje fini{eri na otvorenim
parcelama (%)

0

>0

1.00

0.07

Not applicable /
Nije primenljivo
0.01-0.68

Historically, observation of lesions at necropsy and histological exami-
nation have been the primary methods for diagnosis of SD ŠBilic and Bilkei, 2003¹.
Nevertheless, there are economical and epidemiological limitations to postmor-
tem examination of swine in the field ŠMauch and Bilkei, 2004¹. Necropsy is costly
and it is not applicable to large scale screening for epidemiological investigations,
and lesions may be resolved by the time of necropsy examination ŠBilic and Bilkei,
2003¹. Immunohistochemical or in situ hybridization with specific nucleic acid
probes are highly specific, but lack sensitivity ŠDuhamel and Mathiesen, 1998¹.
Consequently, antemortem diagnostic methods are to be used in the field. Nu-
cleic acid-based diagnostic methods involving PCR amplification of DNA se-
quences specific for B hyo have been developed ŠLeser et al., 1997¹. Because the
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PCR assay can detect the presence of small numbers of B hyo directly in feces, it
has been used as a tool to monitor the presence of B hyo in swine herds ŠLeser et
al., 1997¹. PCR is a simple technique and can reliably detect B hyo, when grown
from a primary isolation plate ŠAteyo et al., 1996¹. Definitive diagnosis of SD by
culture alone is not possible, because several different intestinal spirochaetes can
produce weak �-hemolysis when cultured anaerobically on selective blood agar
media. We concluded that AP-PCR analyses of spirochetal DNA were reliable
means for laboratory identification of SD-associated B. isolates. Hippurate hy-
drolysis only indicates the presence of B. pilosicoli, the other porcine Brachyspira
spp, including B. hyo, are hippurate hydrolysis negative.

In the present study, it was difficult to determine the optimal cut-off
value for classification of B hyo PCR positivity because of the lack of reliable esti-
mates of the sensitivity and specificity of PCR for B hyo. Bilkei ŠMauch and Bilkei,
2004¹ suggested that the sensitivity of B hyo PCR for an individual test was ap-
proximately 90 and the specificity 99. However, because there is evidence that
sensitivity varies with age ŠBilic and Bilkei, 2003¹, test sensitivity in field studies is
often lower than in experimental studies. Further, under field conditions, there
might be an increased risk of exposure to an organism that may induce cross-
reacting antibodies ŠGreiner and Gardner, 2000¹. Our solution to this problem was
to require a minimum of three test--positive animals to designate a positive unit
compared with the threshold of one or two B hyo PCR positive pigs that is com-
monly used in epidemiological studies. We excluded herds (subunits) with one or
two B hyo PCR positive animals from the logistic models. Although this reduced
the sample size for the analyses, we believe that this approach might have re-
duced possible misclassification of a herd's B hyo PCR status and resulted in less
bias in the estimated odds ratios.

To our knowledge, there are no published studies of risk factors for B

hyo infections in East--European middle sized to large indoor and outdoor pig
herds.

The risk factors identified in this study were non-specific, with the ex-
ception of the use of concrete slats. Our cross sectional design of the study pre-
cluded us from differentiating factors associated with the introduction of B hyo and
factors associated with transmission of the organism once infection had been esti-
mated in a herd.

In the present study, we identified four factors (B hyo PCR status of the
grower--finisher subunit, fiber content of the diet, farrowing house management,
and parity of the breeding sows) that best explained the variation in PCR status in
the breeding subunits. In the grower--finisher subunits five factors, as B hyo PCR
status of the breeding subunit, fiber content of the diet, number of pigs that en-
tered the grower--finisher subunit during the last 6 months, percentage of animals
kept on concrete slats, and outdoor production) explain the variation in B hyo PCR
status of the animals. In the present trial there was a strong association between
the B hyo PCR status of the grower--finisher subunits and that of the breeding
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subunits. This finding suggests that B hyo is primarily transmitted by contact with
infective fecal material and that the minimal infectious dose must be low ŠBau-
mann and Bilkei, 2002¹. In the present trial the farrowing barn and nursery of the
breeding subunit may have acted as an important source for transmission of B

hyo. The grower-finisher subunits may have had even greater potential for trans-
mission of B hyo among pigs because of increased pig-to-pig contact due to high
animal density, typical for grower-finisher production systems ŠBilkei, 1996b¹.

Environmental factors, including the design of the facility and man-
agement strategies, the level of hygiene, population density and the fiber content
of the diet can affect the prevalence and severity of SD ŠBilkei, 1996b¹. In the pres-
ent trial we found a greater risk of SD when pigs were kept on slats or meshed
flooring and there was an association between housing on concrete slats and B

hyo PCR positivity in nearly 70% of the cases.
The presented results indicate that a higher proportion of multiparous

sows may result in lower transmission of B hyo. This might be explained either be-
cause a higher proportion of older sows may have a greater resistance to B hyo, or
that in such cases a lower turnover of young breeding animals and less contact
between susceptible gilts and multiparous sows diminishes the possibility of
transmitting pathogens ŠBaumann and Bilkei, 2002¹. A lower turnover may reduce
the introduction of pathogens as well. The all in all out farrowing policy suggests
that such management reduces the transmission of pathogens by minimizing the
direct and indirect contact between infected and suspected animals.

In the present study, we have not evaluated herds of more than 300
sows. In a study, smaller (<300) herd sizes, and all in all out production system
were associated with lower occurrence of SD in East-European production units
ŠMauch and Bilkei, 2004¹.

It is „widely believed” ŠBilic and Bilkei, 2003¹ that the clinical expres-
sion of swine dysentery might be influenced by diet. Prohaszka and Lukacs
Š1984¹ suggested that by supplying more fermentable substrate to the colon,
such a diet increases volatile fatty acid production, reducing colonic pH, which
creates an unfavorable environment for the spirochetes. It has been stated ŠBilkei
et al., 1995¹ that if the diet was changed to high fiber content, the bacterial build-
up in the colon was decreased. In contrast to Bilkei et al. Š1995¹, Baumann and
Bilkei Š2002¹ and Prohaszka and Lukacs Š1984¹, other authors ŠPluske et al.,
1996; Siba et al., 1996¹ stated that highly digestible diets limit the amount of sub-
strate entering the caecum and colon and therefore reduce microbial fermenta-
tion and volatile acid production, and concluded that highly digestible diets were
protective against SD. Kirkwood et al. Š2000¹, failed to provide protection against
SD with different diet formulations. Baumann and Bilkei Š2002¹ reduced gross
pathological signs and economic losses feeding a high fermentable diet to pigs
inoculated with B hyodysenteriae. The same authors evaluated the effect of highly
fermentable fiber on the incidence and severity of swine dysentery (SD) after ex-
perimental oral infection with pure cultures of B. hyo. Pigs were fed until slaughter
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with a feed containing 9.6 % highly fermentable neutral detergent fiber or with
6.1% low fermentable neutral detergent fiber. Fecal shedding of B. hyo by PCR,
antibody response by IFA, clinical signs, growth performance and extents of
gross and microscopical lesions specific for SD were determined. Fecal shedding
of B. hyo and antibodies specific for B. hyo were detected at day 30 post infection.
Significant (p<0.05) milder clinical signs typical for SD were detected in the group
fed with 9.6 % high fermentable fiber compared to animals fed with a feed contain-
ing 6.1% low fermentable neutral detergent fiber. Daily weight gain differed signifi-
cantly (p<0.05) between the groups (group one 780 g vs. group two 760 g). Food
conversion efficiency showed a significant (p<0.05) better (3.28) result in group
one than in group two (3.38). Feed consumption presented significantly
(p<0.001) better results in group one compared to group two (2.38 kg vs.
2.25 kg).

Conclusion, application of all in all out management in the farrowing
and nursery facilities, B hyo negativity of adjacent grower-finisher units, high fiber
content of the diet, and older parity structure in a sow herd may reduce the risk
factors for SD. In grower-finisher units, slatted concrete flooring are associated
with higher, while B hyo negativity of the breeding units, fiber content of the diet
and outdoor production with lower risk of SD infections.
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FAKTORI RIZIKA POVEZANI SA DIZENTERIJOM SVINJA U POGONIMA ZA

PROIZVODNJU SVINJA U ISTO^NOJ EVROPI

C. P. Mirko, G. Bilkei

Cilj ovog istra`ivanja je bio da se odredi faktor rizika za pojavljivanje dizenterije
svinja u srednjim do velikim pogonima za proizvodnju svinja u Isto~noj Evropi, u pra-
sili{tima i prostorijama za krajnju proizvodnju u kojima postoje odvojena ~ekali{ta i tovili{ta.
Iz svakog krda uzorkovano je po 10 `ivotinja za oplo|enje (3-10% `enki iz inventara) i 10
svinja u tovu (80-140 dana starosti) za test lan~ane reakcije polimeraze (PCR) na Bra-
chyspira hyodysenteriae (B hyo) u fecesu. Od 139 jedinica namenjenih za odgajivanje do
krajnje proizvodnje, 51 (36,7%) je bilo pozitivno, 49 (35,3%) je bilo negativno i 39 (28,1%) je
bilo neodre|eno na B hyo koriste}i PCR.

U podjedinicama za oplo|enje, 12 promenljivih parametara je pro{lo kriteri-
jume skrininga za faktore rizika (P<2) na B hyo PCR pozitivnost. Verovatno}a da }e podje-
dinice za oplo|enje biti B hyo PCR pozitivne bile su 3,5 puta ve}e kada je podjedinica za
fini{iranje bila pozitivna i kada je sadr`aj vlakana u ishrani bio >6 posto. Kori{}enje takoz-
vane „sve unutra sve napolje” politike pra{enja i postojanje >60 posto krma~a koje su se
prasile vi{e puta, svako za sebe smanjilo je za oko ~etiri puta mogu}nost da `ivotinje budu
B hyo PCR pozitivne.
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Kod subjedinica za tov i krajnju proizvodnju, 14 promenljivih parametara je
pro{lo kriterijume skrininga za faktore rizika (P<2) za B hyo PCR pozitivnost. B hyo PCR
pozitivan status subjedinica za oplo|enje i ve}i sadr`aj vlakana u ishrani bili su najuticajniji
faktor, a verovatno}a da podjedinice za tov i krajnju proizvodnju budu B hyo PCR pozitivne
bila je skoro osam puta ve}a kada je podjedinica za oplodnju tako|e bila B hyo PCR
pozitivna. B hyo PCR pozitivnost krajnje proizvodnje tako|e je bila povezana sa procentom
svinja koje su dr`ane na betonskim plo~ama, gde je kod subjedinica u kojima je vi{e od 70
posto `ivotinja dr`ano na betonskim plo~ama u pore|enju sa svim drugim vrstama podova
postojala 7,5 puta ve}a verovatno}a da rezultati budu pozitivni. Postojala je velika po-
vezanost izme|u statusa rasta i krajnje proizvodnje i toga da li su `ivotinje dr`ane na ot-
vorenom, gde je verovatno}a za B hyo PCR pozitivnost bila prili~no ni`a kod svinja dr`anih
u otvorenim prostorijama u odnosu na sve druge vrste povr{ina.

„Sve unutra sve napolje” sistem odr`avanja u jedinicama za oplo|enje, B hyo
negativnost susednih jedinica za tov i krajnju proizvodnju, visoki sadr`aj vlakana u ishrani i
starija struktura krma~a, mogu da smanje faktore rizika za dizenteriju svinja. Kod jedinica
za tov i krajnju proizvodnju, poplo~an pod je asociran sa ve}im, a B hyo negativnost jedi-
nica za oplo|enje, sadr`aj vlakana u ishrani i proizvodnja na otvorenom, sa manjim rizikom
za infekcije svinja dizenterijom.

Klju~ne re~i: dizenterija svinja, vlakna, ishrana, politika „sve unutra sve napolje”, pra{enje,
podne obloge, proizvodnja na otvorenom

FAKTORÀ RISKA, SVÂZANNÀE S DIZENTERIEY SVINEY V CEHAH DLÂ
PROIZVODSTVA SVINEY V VOSTO^NOY EVROPE

C. P. Mirko, G. Bilkei

CelÝ Ìtogo issledovaniÔ bìla opredelitÝ faktor riska dlÔ ÔvleniÔ
dizenterii sviney v srednih do bolÝ{ih cehah dlÔ proizvodstva sviney v
Vosto~noy Evrope, v oporosnìh kompleksah i pmeçeniÔh dlÔ kraynego proizvod-
stva, gde suçestvuÓt otdelÝnìe mesta dlÔ o`idaniÔ i otkormo~nìe kompleksì.
Iz ka`dogo stada obraz~ikovano po 10 `ivotnìh dlÔ oplodotvoreniÔ (3-10% sa-
mok iz inventarÔ) i 10 sviney v otkorme (80-140 dney starosti) dlÔ cepnoy reakcii

polimerazì (CRP) na Brachyspira hyodysenteriae (B hio) v pomëte. Iz 139 edinic,
prednazna~ennìh dlÔ vìraçivaniÔ do kraynego proizvodstva, 51 (36,7%) bìlo
polo`itelÝno, 49 (35,3%) bìlo otricatelÝno, i 39 (28,1%) bìlo neopredelënno na

B hyo, polÝzuÔ CRP.
V podedinicah dlÔ oplodotvoreniÔ, 12 izmen~ivìh parametrov

pro{lo kriterii skrininga dlÔ faktorov riska (R<2) na B hyo CRP polo`i-

telÝnostÝ. VeroÔtnostÝ, ~to podedinicì dlÔ oplodotvoreniÔ budut B hyo CRP
polo`itelÝnìe bìli 3,5 raza bôlÝ{e, kogda podedinica dlÔ fini{irovaniÔ bìla
polo`itelÝnaÔ i kogda soder`anie volokon v kormlenii bìlo >6%. PolÝzovanie

tak nazìvaemoy, „vsë vnutri vsë snaru`i” politiki oporosa i suçestvovanie 6%
svinomatok, kotorìe porosilisÝ bolÝ{e raz, ka`dìy dlÔ sebÔ umenÝ{il dlÔ ok-

olo ~etìre raza vozmo`nostÝ, ~to `ivotnìe budut B hyo CRP polo`itelnìe.
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U podedinic dlÔ otkorma i kraynego proizvodstva, 14 izmen~ivìh

parametrov pro{lo kriterii skrininga dlÔ faktorov riska (R<2) dlÔ B hyo CRP

polo`itelÝnostÝ. V hyo CRP polo`itelÝnìy status podedinic dlÔ oplodotvo-
reniÔ i bôlÝ{ee soder`anie volokon v kormlenii bìli naibolee vliÔtelÝnìy
faktor, a veroÔtnostÝ, ~to podedinicì dlÔ otkorma i kraynego proizvodstva

budut B hyo CRP polo`itelÝnìe bìla po~ti vosemÝ raz bôlÝ{ay, kogda podedi-

nica dlÔ oplodotvoreniÔ tka`e bila B hyo CRP polo`itelÝnaÔ. B hyo CRP po-
lo`itelÝnostÝ kraynego proizvodstva tak`e bìla svÔzannaÔ s procentom sviney,
soder`annìe na betonnìh plitah, gde u podedinic v kotorìh bôlÝ{e 70% `ivot-
nìh soder`ano na betonnìh plitah v sravnenii so vsemi drugimi vidami polov
su{estvovala 7,5 raz bôlÝ{aÔ veroÔtnostÝ, ~to rezulÝtatì budut polo`itelÝnìe.
Suçestvovala silÝnaÔ svÔzannostÝ me`du statusom rosta i kraynego proizvod-
stva i togo, soder`annìe me`du statusom rosta i kraynegoproizvodstva i togo, so-
der`annìe me`du statusom rosta i kraynego proizvodstva i togo, soder`annìe li
`ivotnìe na otkrìtom, gde veroÔtnostÝ dlÔ B hyo CRP polo`itelÝnostÝ bìla
izrÔdno bolee nizkaÔ u sviney, sodre`annìh v otkrìtìh pomeçeniÔh v otno{enii
vseh drugih vidov poverhnostey.

„Vsë vnutri vsë snaru`i” sistema soder`aniÔ v edinicah dlÔ oplodo-
tovreniÔ, B hyo otricatelÝnostÝ sosednih edinic dlÔ otkorma i kraynego proiz-
vodstva, vìsokoe soder`anie volokon v kormlenii, i bolee staraÔ struktura svi-
nomatok, mogut umenÝ{itÝ faktorì riska dlÔ dizenterii sviney. U edinic dlÔ
otkorma i kraynego proizvodstva, vìlo`ennìy plitkami pol, associrovannìy s
bôlÝ{im, a B hyo otricatelÝnostÝ edinic dlÔ oplodotvoreniÔ, soder`anie vo-
lokon v kormlenii i proizvodstvo an otkrìtom, s menÝ{im riskom dlÔ infekcii
sviney dizenteriey.

KlÓ~evìe slova: dizenteriÔ sviney, volokna, kormlenie, politika „vsë vnutri

vsë snaru`i”, oporos, polovìe obkladki, proizvodstvo na
otkrìtom
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COMPARISON OF AGAR GEL IMMUNODIFFUSION TEST,
ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY AND PCR IN

DIAGNOSTICS OF ENZOOTIC BOVINE LEUKOSIS*

PORE\ENJE AGAR GEL IMUNODIFUZIONOG TESTA, ENZIM
VEZANOG IMUNOSORBENT TESTA I PCR U DIJAGNOSTIKOVANJU

ENZOOTSKE LEUKOZE GOVEDA

T. Malovrh, M. Pate, M. Ocepek, B. Krt**

Bovine leukaemia virus (BLV) is a retrovirus that induces a chronic

infection in cattle. Once infected, cattle remain virus carriers for life and

start to show an antibody response within a few weeks after infection.

Eradication and control of the disease are based on early diagnostics

and segregation of the carriers. The choice of a diagnostic method de-

pends on the eradication programme, money resources and charac-

teristics of the herd to be analysed. The agar gel immunodiffusion

(AGID) test has been the serological test of choice for routine diagno-

sis of serum samples. Nevertheless, in more recent years, the enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) has replaced the AGID for large

scale testing. For this purpose, commercially available BLV-ELISA kits

were compared to the AGID and to the polymerase chain reaction

(PCR) method performed with two sets of primers, amplifying env re-

gion. The ELISA kit based on the p24 core protein was found to be less

specific and served as a screening test. The ELISA kit based on the en-

velope glycoprotein (gp51) served as a verification test and gave a

good correlation with the AGID test and PCR method. However, ELISA

showed a higher sensitivity than AGID. The p24 based ELISA was use-

ful for screening a large number of samples, whereas gp51 based

ELISA, AGID and PCR were more important for detecting the antibody

response against the individual BLV-proteins and therefore for verifica-

tion of the infection with BLV.

Key words: AGID, diagnostics, ELISA, Enzootic bovine leukosis, PCR
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Bovine leukaemia is a disease of cattle characterised by the develop-
ment of malignant lymphomas (lymphosarcomas). In Europe and also in South
Africa, the disease is better known as bovine leukosis. It is further divided into en-
zootic and sporadic bovine leukosis, which contributes to some confusion when
people are not familiar with the different forms of the disease Š14¹. Enzootic bovine
leukosis (EBL) is a disease of adult cattle caused by the retrovirus, the bovine leu-
kaemia virus (BLV). Cattle may be infected at any age, including the embryonic
stage Š8¹. Most infections are subclinical, but a proportion of cattle over 3 years of
age develop persistent lymphocytosis, and a smaller proportion develop lympho-
sarcomas in various internal organs Š19¹. Natural infection has also been re-
corded in buffalos, sheep and capybaras. BLV-infected animals usually demon-
strate a strong humoral response to BLV, which can be exploited for diagnostics
by serological techniques Š1, 6¹. Eradication and control of the disease is based
on early diagnostics and segregation of the carriers. The sensitivity of the testing
strategy is a critical consideration, as false-negative test results may unnecessar-
ily prolong the eradication efforts Š21¹. For a number of years, the AGID test has
been the prescribed test for international trade Š22¹. In more recent years, the
ELISA has replaced the AGID in eradication programmes Š7¹. Nowadays, se-
quence data of different BLV proviruses are available, enabling the development
of PCR that is increasingly used for the diagnostics of the EBL and has advan-
tages over serological tests Š2, 11, 12¹. The aim of this study was to evaluate the
practical application of PCR in parallel with routine by used serological methods,
for detection of BLV, considering conditions with very low incidence of BLV infec-
tion.

Samples / Uzorci

Serum samples were collected from dairy and beef herds from Slove-
nia. Only positive sera, as revealed with ELISA screening, were used in the further
study. In BLV positive animals, samples were collected once more for sera and for
DNA isolation.

AGID /AGID
AGID was performed in plastic Petri dishes (Ø 90 mm) filled with 15 ml

of prewarmed liquid agar (Agar Mixture for Bovine Leucosis Immunodiffusion;
Bommeli, Switzerland) to get a layer 2.5 mm thick. Cooled agar was punched to
get a ring of wells. The centre well was filled with 25 �l of antigen (Bovine Leucosis
Antigen for Immunodiffusion; Bommeli, Switzerland), and brim wells were filled
with 50 �l of positive control serum (Bovine Leucosis Control Serum Positive, for
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Immunodiffusion; Bommeli, Switzerland) or sample serum. We evaluated results
after 72 hours of incubation at room temperature in a humid atmosphere.

ELISA / ELISA test
The commercially available ELISA kits were used according to the

manufacturer’s instructions. The microtiter plates were coated with antigen p24 in
screening tests (LEUCOTEST; Bommeli, Switzerland) or with gP51 protein in con-
firmatory test (ELISA Bovine Leukosis Serum Verification; Pourquier, France).
Positive and negative controls provided with the kits were run with each assay. Af-
ter all the prescribed incubation and rinse steps, the plates were measured on a
spectrophotometer (TECAN, Austria) and the results were interpreted as recom-
mended by the manufacturer.

DNA isolation and PCR / Izolovanje DNK i PCR
Viral DNA was isolated from whole blood using QIAamp DNA Blood

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and/or from serum using QIAamp UltraSens
Virus Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer's instructions. The
env-nested PCR was performed with the external primers ENV1 (5’-TCT GTG CCA
AGT CTC CCA GAT A-3’) and ENV4 (5’-AAC AAC AAC CTC TGG GAA GGG T-3’)
and internal primers ENV2 (5’-CCC ACA AGG GCG GCG CCG GTT T-3’) and
ENV3 (5’-GCG AGG CCG GGT CCA GAG CTG G-3’) Š2¹. The reaction mix for first
amplification was performed with a 50 �l volume containing 20 �l template DNA,
0.5 �l of each primer, 4 �l dNTPs (10 mM each), 5 �l 10 x PCR buffer, 3 �l MgCl2
(1.5 mM) and 0.25 �l Platinum Polymerase (Invitrogen, 5 U/�l). 3 �l of PCR product
of the first amplification was used as a template for the second amplification. The
amplification protocols previously described by Beier et al were used. PCR prod-
ucts were electrophoresed in a 2% agarose gel and visualised with ethidium bro-
mide staining.

To assess the ability of the AGID, confirmatory ELISA and PCR for the
correct discrimination of positive and negative samples, the 30 positive sera as re-
vealed by the screening ELISA were compared as well as 10 negative sera. The
results demonstrate that all AGID-positive sera showed reactivity in confirmatory
ELISA. Moreover, 9 of the AGID–negative sera showed reactivity in confirmatory
ELISA. On the other hand, comparison of confirmatory ELISA and PCR resulted in
100% matching, with the exception of 2 samples where AGID and PCR were nega-
tive (Table 1). Other PCR negative samples were negative also in serological tests.
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Table 1. Distribution of AGID values, confirmatory ELISA values and PCR within 30 positive
sera and 10 negative sera tested by screening ELISA /

Tabela 1. Raspored AGID vrednosti, potvr|uju}ih ELIZA vrednosti i PCR kod 30 pozitivnih seruma i 10
negativnih seruma testiranih ELIZA skriningom

Sample /
Uzorak

Screening ELISA /
ELISA test

AGID /
AGID

Confirmatory
ELISA / ELISA kao

potvrda

PCR env /
PCR env

5714 pos pos pos pos
5715 pos pos pos pos

121/48 neg neg neg -
121/49 pos pos pos -
121/53 pos pos pos -
121/90 neg neg neg -
141/1 pos pos pos pos

141/10 neg neg neg neg
141/11 neg neg neg neg
141/2 pos pos pos pos
141/3 neg neg neg neg
141/4 pos neg pos neg
141/5 pos pos pos pos
141/6 pos pos pos pos
141/7 pos pos pos pos
141/9 neg neg neg neg
203/2 pos pos pos pos
24/2 pos pos pos pos
24/3 pos pos pos pos
24/4 neg neg neg neg
2533 pos pos pos pos
31/1 pos pos pos -
31/2 pos pos pos -
31/3 pos pos pos -

580/5 neg neg neg -
609 pos neg pos -
647 neg neg doubt. -
653 pos neg pos -
68/2 pos neg pos -
695 pos neg pos -

728/2 pos neg pos -
728/3 pos neg pos -
728/4 neg neg neg -
729/1 pos pos pos -
729/2 pos pos pos -
729/3 pos pos pos -
729/4 pos pos pos -
729/5 pos pos pos -
761 pos neg pos -
821 pos neg pos neg
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In view of the increasing economic impact of BLV infection on the cat-
tle industry, the availability of a highly sensitive and specific assay for the identifi-
cation of BLV-infected cattle is of critical importance. Ideally, the assay should be
practical, inexpensive, and able to be adapted for large-scale use Š16¹. According
to our results, AGID, ELISA and PCR methods are quite adequate for routine diag-
nostics. The AGID test has been the prescribed test for international trade for a
number of years due to its high level of sensitivity and specificity. In recent years,
many authors reported that the prevalence of BLV infection in the examined herds
might have been underestimated, because the prevalence of the disease was
based on data obtained by AGID, which unlike ELISA, is significantly less sensitive
Š23¹. From this point of view, our results obtained from AGID showed as lower sen-
sitivity in comparison with confirmatory ELISA, and the reading of the AGID test is
more subjective Š5, 9¹. Nowadays, the detection of antibodies by ELISA has been
widely used in veterinary diagnostic laboratories for serologic diagnosis of BLV in-
fection. In general, ELISA is highly practical and relatively inexpensive, so it can be
easily implemented for large-scale testing, which is usually needed in serological
surveys and in control-and-eradication programmes Š13¹. Screening ELISA is ap-
plicable for the first step in making a diagnosis due to its good sensitivity and re-
duced specificity; it gives, as expected, more positive results. Using confirmatory
ELISA, which is more specific, we retested these positive samples and reduced
the level of positive results. Serologically confirmed positive results should be
confirmed also with direct virus detection using molecular methods Š17, 20¹. The
detection of viral sequences by PCR provides a precise and suitable method for
the direct diagnosis of BLV infection, particularly as a confirmation test after sero-
logical testing in case of serologically doubtful results and when maternal antibod-
ies still persist in the serum of the calves Š18¹. The reliability of the PCR method
was demonstrated as well in our study where two different serological methods in
comparison gave the same result as PCR. In view of this, when choosing a diag-
nostic test for BLV, it is essential to analyse the aim pursued. In high seropreva-
lence herds, high specific tests such as AGID and ELISA should be used, to en-
sure that animals considered as positive are truly positive, even at the risk of ob-
taining false-negative results Š10, 15¹. When running a large number of samples,
direct virological methods would be better, but the price and the simplicity of sero-
logical methods make them more advisable Š10¹. On the other hand, in low-
seroprevalence herds it is advisable to choose methods with high sensitivity, such
as PCR, to ensure that all animals considered as negative are truly negative, even
to asume the risk of encountering false-positive results Š2¹. This reference is de-
rived from the fact that PCR methods are able to detect animals, which might test
seronegative Š4¹. In this respect, serological tests and tests for direct viral detec-
tion must complement each other.
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PORE\ENJE AGAR GEL IMUNODIFUZIONOG TESTA, ENZIM VEZANOG

IMUNOSORBENT TESTA I PCR U DIJAGNOSTIKOVANJU ENZOOTSKE

LEUKOZE GOVEDA

T. Malovrh, M. Pate, M. Ocepek, B. Krt

Virus leukemije goveda (BLV) je retrovirus koji ukazuje na hroni~nu infekciju
goveda. Kada se jednom zaraze, goveda ostaju nosioci virusa do kraja `ivota i po~inju da
pokazuju odgovor antitela ve} nekoliko nedelja posle inficiranja. Iskorenjivanje i suzbijanje
bolesti zasnovani su na ranoj dijagnostici i izolovanjem nosilaca. Izbor dijagnosti~ke me-
tode zavisi od programa za iskorenjivanje bolesti, raspolo`ivih finansijskih sredstava, kao i
od karakteristika stada koje treba da se analiziraju. Agar gel imunodifuzioni test (AGID) je
ve} dugo odabrani serolo{ki test za rutinsku dijagnozu serumskih uzoraka. Ipak, tokom
poslednjih nekoliko godina enzim vezani imunosorbent test (ELISA) zamenio je AGID za
testiranja velikog broja `ivotinja. Usled toga, BLV-ELISA kitovi dostupni na tr`i{tu upore|eni
su sa AGID testom i metodom testiranja lan~ane reakcije polimeraze (PCR) koriste}i dva
seta prajmera, pove}avaju}i env region. Utvr|eno je da je ELISA kit zasnovan na unu-
tra{njem proteinu p24 manje specifi~an i da slu`i kao skrining test. ELISA kit zasnovan na
env glikoproteinu (gp51) poslu`io je kao verifikacioni test i dao je dobru korelaciju sa AGID
testom i PCR metodom. Me|utim, ELISA je pokazala ve}u osetljivost nego AGID. ELISA
zasnovana na p24 bila je korisna za skrining ve}eg broja uzoraka, dok su ELISA zasnovana
na gp51, AGID i PCR bili va`niji za otkrivanje odgovora antitela prema pojedina~nim BLV-
proteinima i prema tome, za verifikaciju BLV infekcije.

Klju~ne re~i: AGID, dijagnostikovanje, ELISA, enzootska leukoza goveda, PCR

SRAVNENIE AGAR GELÃ IMMUNODIFFUZIONNOGO TESTA, ÕNZIM,
SVÂZÂNNOGO IMMUNOSORBENT TESTA I CRP V DIAGNOSTICIROVANII

ÕNZOOTI^ESKOGO LEYKOZA KRUPNOGO ROGATOGO SKOTA

T. Malovrh, M. Pate, M. Oserek, B. Krt

Virus leykemii krupnogo rogatogo skota (VLKRS) retrovirus,
ukazìvaÓçiy na hroni~eskuÓ infekciÓ krupnogo rogatogo skota. Kogda odna`dì
zarazitsÔ, krupnìy rogatìy skot ostaët nositelÝ virusa do konca `izni i na~in-
aet pokazìvatÝ otvet antitel u`e neskolÝko nedelÝ posle inficirovaniÔ. Isko-
renenie i podavlenie bolezni osnovannìe na bolee ranney diagnostike i izoli-
rovaniem nositeley. Vìbor diagnostiki metoda ot programmì dlÔ iskoreneniÔ bo-
lezni, nali~nìe finansovìe sredstva, slovno i harakteristik stada, kotoroe
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nado analizirovatÝ. Agar gelÝ immunodiffuzionnìy test (AGID) u`e dolgo oto-
brannìy serologi~eskiy test dlÔ umelogo diagnoza sìvoroto~nìh obraz~ikov.
Vsë-taki, v te~enie poslednih neskolÝko let Ìnzim, svÔzannìy immunosorbent

test (ELISA) zamenil AGID dlÔ testirovaniy bolÝ{ogo ~isla `ivotnìh. Vsled-

stvie togo, BLV-ELISA kitì dostupnìe na rìnke, sravnennìe s agid testom i meto-
dom testirovaniÔ cepnoy reakcii polimerazì (CRP), polÝzuÔ dva seta praymera,

uveli~ivaÔ env region. Utver`deno, ~to ELISA kit osnovan na p24 vnutrennem pro-

teine menÝ{e specifi~eskiy i ~to slu`it kak skrining test. ELISA kit osnovan na
ego glikoproteinu (gp51) poslu`il kak verifikacionnìy test i dal horo{uÓ kor-

relÔciÓ s AGID testom i CRP metodom. Me`du tem, ELISA pokazala bôlÝ{uÓ ~uvst-

vitelÝnostÝ, ~em AGID. ELISA osnovana na p24 bìla poleznaÔ dlÔ skrining

bôlÝ{ego ~isla obraz~ikov, poka ELISA osnovana na gp51, AGID i CRP bìli bolee
dlÔ otkrìtiÔ otveta antitel k otdelÝnìm VLKRS-proteinami, i soglosno Ìtomu,
dlÔ verifikacii VLKRS infekcii.

KlÓ~evìe slova: AGID, diagosticirovanie, ELISA, Ìnzooti~eskiy leykoz krupnogo
rogatogo skota, CRP
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MOGU]NOST UPOTREBE RT-PCR TEHNIKE U
UTVR\IVANJU PRISUSTVA VIRUSA GOVE\E VIRUSNE

DIJAREJE U SPERMI PRIPLODNIH BIKOVA*

POSSIBILITY FOR USE OF RT-PCR TECHNIQUE IN ESTABLISHING
PRESENCE OF BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS IN SPERM OF

BREEDING BULLS

T. Petrovi}, S. Lazi}, M. Jovi~in, Bosiljka \uri~i}**

Virus gove|e virusne dijareje (BVD-a) je zna~ajan zdravstveno-
ekonomski patogen kod goveda koji mo`e da se izlu~uje i {iri i putem
sperme trajno i akutno inficiranih bikova. Nativna sperma {est bikova,
za koju je izolacijom virusa i RT-PCR metodom utvr|eno da je negativna
na BVD virus, eksperimentalno je inokulisana desetostrukim razre|e-
njima necitopatogenim 22146 sojem BVD virusa titra 105,5. Na ovaj
na~in dobijena su razre|enja BVD virusa od 10-1 do 10-6 (5 x 104

TCID/50 do 0,5 TCID/50 BVD virusa) u 0,1 ml nativne sperme. Iz ovako
inokulisane sperme obavljena je reizolacija virusa na kulturi }elija FTB
u mikrotitar plo~i sa 96 bazen~i}a, u kojoj je svaki uzorak inficirane
sperme postavljen u tri primerka, a svaki od njih je titriran od razre|enja
1:2 do 1:256. Prisustvo BVD virusa je dokazano tehnikom fluorescent-
nih antitela u drugoj slepoj pasa`i na kulturi }elija FTB. Za kulturu }elija
je utvr|en izrazito toksi~an efekat nativne sperme do razre|enja 1:64.
Virus BVD-a je reizolovan iz sperme u sva tri primerka uzoraka sperme
sa 5 x 104, 5 x 103 i 5 x 102 TCID/50, a nije reizolovan iz sperme sa 50, sa
5 i sa 0,5 TCID/50 BVD virusa u 0,1 ml nativne sperme. Istovremeno
izvedeno je dokazivanje prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR me-
todom u istim uzorcima virusom inokulisane nativne sperme bikova.
Pozitivan rezultat je utvr|en u nativnoj spermi sa 5 x 104, 5 x 103, 5 x 102

i 50 TCID/50 BVD virusa u 0,1 ml nativne sperme.

Eksperiment je ukazao da RT-PCR metoda ima prednosti u od-
nosu na izolaciju BVD virusa iz uzoraka nativne sperme bikova. To su:
brzina ispitivanja (jedan do dva dana) i ve}a osetljivost (deset puta u
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odnosu na izolaciju virusa). Izolacija virusa traje najmanje deset dana,
a njena manja osetljivost je, pre svega, rezultat citotoksi~nog efekta na-
tivne sperme bikova na kulturu }elija.

Klju~ne re~i: BVD virus, nativna sperma bikova, izolacija virusa,
RT-PCR

Virus gove|e virusne dijareje (virus BVD) je pestivirus koji uzrokuje
gastrointestinalna, respiratorna i reproduktivna oboljenja kod goveda Š1¹. On
predstavlja zna~ajan zdravstveno-ekonomski patogen u govedarstvu, pri ~emu
se taj zna~aj indirektno ispoljava u vidu velikog broja (vi{e od 140) registrovanih
vakcina na tr`i{tu Š2¹ i napora koje ula`u pojedine zemlje Evropske unije za nje-
govu eradikaciju Š3¹. U veliki broj na~ina i puteva {irenja BVD virusne infekcije,
ubraja se i njegovo izlu~ivanje putem sperme trajno i akutno inficiranih bikova Š1,
4, 5¹. Perzistentna infekcija nastaje jo{ intrauterino prilikom infekcije ploda u prvih
125 dana gestacije, pri ~emu, zbog nerazvijenosti imunog sistema fetusa, virus
BVD ne prepoznaje imuni sistem kao antigen, ve} se uspostavlja imunotolerancija
koja omogu}ava razvoj perzistentne infekcije i nesmetano umno`avanje i izlu~i-
vanje virusa BVD tokom celog `ivota budu}e jedinke Š6, 7¹. Preko duboko
zamrznutog semena perzistentno inficiranih (PI) bikova virus BVD lako se prenosi
na osemenjene prijem~ive `ivotinje i na taj na~in se infekcija brzo {iri u populaciji
goveda. Posledice koitalne infekcije uklju~uju smanjenu koncepciju, rana embri-
onala uginu}a, abortuse i ra|anje perzistentno inficiranih `ivotinja Š4, 5¹. Akutna
BVD virusna infekcija bika nastaje u slu~aju infekcije prijem~ive, imunokompe-
tentne `ivotinje. Ve}im brojem ispitivanja je utvr|eno da virus BVD mo`e da se
izoluje i iz sperme akutno inficiranih bikova u stadijumu viremije, dok mogu}nost
njegove izolacije iz sperme izostaje nakon pojavljivanja specifi~nih antitela Š8, 9¹.
Meyling i Jensen Š5¹ ustanovili su pozitivan serolo{ki odgovor kod svih 12 sero-
negativnih junica posle ve{ta~kog osemenjavanja semenom PI bika, a kod samo
tri od 60 seronegativnih junica utvr|en je pozitivan serolo{ki odgovor posle
ve{ta~kog osemenjavanja semenom akutno inficiranog bika.

Osnovni problem nativne sperme bikova i komercijalnog semena kao
uzorka za izolaciju virusa je u citotoksi~nom efektu nativne sperme i komponen-
tama razre|iva~a za kulturu }elija na kojima se obavlja izolacija virusa, kao i u
poznatom virulicidnom efektu seminalne plazme Š10, 11¹. Usled ovih razloga ~es-
to se pojavljuju „la`no” negativni rezultati izolacije BVD virusa iz sperme, naro~ito
ukoliko je u pitanju mali broj virusnih ~estica. Prema podacima iz literature koli~ina
virusa BVD u ejakulatu akutno inficiranog bika naj~e{}e je izme|u 5 i 75 CCID50 u
jednom mililitru ejakulata Š8, 12¹. Zna~ajan problem predstavlja i veliko razre|enje
ejakulata u komercijalnom semenu bikova i serolo{ki odgovor akutno inficiranih
bikova nakon infekcije. Naime, ve}i broj autora je ustanovio da se BVD virus ne
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mo`e da izoluje iz sperme bikova posle pojavljivanja specifi~nih antitela u krvi,
iako je on prisutan u spermi Š8, 9, 12, 13¹. Na ovaj na~in dobija se la`no negativan
nalaz. Kod perzistentno inficiranih bikova virusom BVD to nije slu~aj, zato {to
izostanka serolo{kog odgovora, postoji stalna i nesmetana replikacija i izlu~ivanje
virusa BVD svim sekretima i ekskretima, pa i spermom u velikoj koli~ini (od 104 do
107 CCID50 u ml ejakulata, 9). Me|utim, na pravi problem ukazuju Givens i sarad-
nici Š13¹ koji izve{tavaju o prisustvu virusa BVD u spermi sedam meseci nakon
akutne infekcije odraslog serolo{ki negativnog imunokompetentnog bika. Pri
tome je virus BVD, posle kratkotrajne viremije i pojavljivanja specifi~nih antitela
nestao iz krvi. Izolacija virusa BVD u nativnoj spermi je bila pozitivna do pojave se-
rolo{kog odgovora, a nakon toga virus nije mogao da se utvrdi ovom metodom,
dok je RT-PCR metodom virus BVD utvr|en u ve}em broju ejakulata do sedam
meseci nakon nastanka infekcije. Kada su se ovi, RT-PCR metodom pozitivni a u
izolaciji virusa negativni, uzorci sperme aplikovali serolo{ki negativnoj teladi
nastala je infekcija i sinteza specifi~nih antitela. Na ovaj na~in nesumnjivo je
potvr|eno prisustvo virusa BVD u pomenutim uzorcima sperme Š13¹.

Cilj ovoga rada je da uka`e na mogu}nost utvr|ivanja prisustva virusa
BVD u nativnoj spermi bikova pomo}u reverzne transkripcije - polimeraza lan~ane
reakcije (RT-PCR) i njenu prednost u odnosu na klasi~nu izolaciju virusa.

Kao materijal u ispitivanju osetljivosti metoda za utvr|ivanje prisustva
virusa BVD u spermi kori{}eni su uzorci nativne sperme {est bikova i necitopato-
geni (ncp) soj virusa BVD 22146, titra 105.5, na sekundarnoj kulturi }elija fetalnog
tele}eg bubrega (FTB). Radi utvr|ivanja statusa bikova donora sperme u odnosu
na BVD virusnu infekciju, obavljena su ispitivanja prisustva specifi~nih antitela (se-
rumneutralizacioni test) i virusnog antigena (ELISA test - IDEXX HerdChek anti-
gen/serum test kit) u krvnom serumu. Ispitivanjem nije utvr|eno prisustvo spe-
cifi~nih antitela za virus BVD, niti je utvr|eno prisustvo BVD virusnog antigena. Na-
tivna sperma 6 bikova, za koju je prethodno izolacijom virusa i RT-PCR metodom
utvr|eno da je negativna na virus BVD, eksperimentalno je inokulisana desetos-
trukim razre|enjima ncp 22146 soja virusa BVD. Pre dodavanja virusa, nativna
sperma je podeljena u tri jednaka dela po 0,45 ml. Jedan deo je inokulisan viru-
som, jedan deo je slu`io kao negativna kontrola u ispitivanjima, a tre}i deo je
ostavljen za slu~aj potreba ponavljanja nekog dela eksperimenta. Inokulacija viru-
som je obavljena tako {to su uzorci nativne sperme prethodno razre|eni doda-
vanjem fiziolo{kog rastvora u razmeri 1:1 (na 0,45 ml nativne sperme dodato je
0,45 ml fiziolo{kog rastvora). Na 0,9 ml ovako razre|enih uzoraka nativne sperme
dodato je po 0,1 ml desetostrukih razre|enja 22146 soja BVD virusa u fiziolo{kom
rastvoru, po~ev od koncentrovanog virusa do 10-5. Na ovaj na~in su dobijena
razre|enja BVD virusa od 10-1 do 10-6 u 0,1 ml nativne sperme. Ovakav na~in
ve{ta~ke infekcije je odabran radi {to ta~nije procene koli~ine virusa koja se nalazi
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u 0,1 ml inficiranih uzoraka sperme. Negova koli~ina u uzorcima nativne sperme je
bila 5 x 104 TCID/50, 5 x 103 TCID/50, 5 x 102 TCID/50, 5 x 101 TCID/50, 5 TCID/50 i 0,5
TCID/50. Na ovaj na~in dobili smo razli~it broj virusnih ~estica, pri ~emu nativna
sperma sa svim svojim osobinama nije bila razre|ivana. Na isti na~in su razre|eni
parni uzorci nativne sperme koja je ostavljena za negativnu kontrolu, s tim da je
umesto 0,1 ml razre|enja virusa dodavano 0,1 ml fiziolo{kog rastvora (0,45 ml na-
tivne sperme + 0,45 ml fiziolo{kog rastvora + 0,1 ml fiziolo{kog rastvora).

Iz ovako pripremljenih uzoraka sperme bikova, nakon homogeniza-
cije (vortex 15 sekundi) i centrifugovanja (3000 rpm u trajanju od pet minuta),
obavljena je reizolacija virusa na kulturi }elija FTB. Za izolaciju je kori{}en super-
natant nativne sperme posle centrifugovanja. Reizolacija virusa BVD obavljena je
u mikrotitar plo~i sa 96 bazen~i}a u kojoj je svako razre|enje virusa u nativnoj
spermi postavljeno u tri primerka, a svako od njih je titrovano u medijumu za kul-
turu }elija od razre|enja 1:2 do 1:256. U svaki bazen~i} mikroplo~e je postavljeno
0,1 ml supernatanta inokulisanih uzoraka sperme, na prethodno opisan na~in, na
koje je dodato 0,1 ml suspenzije FTB }elija u medijumu za rast kulture }elija.
Ovakva postavka reizolacije virusa BVD iz sperme je sprovedena zbog poznatog i
o~ekivanog toksi~nog efekta za kulturu }elija i utvr|ivanja koli~ine virusa koja
predstavlja granicu detekcije u izolaciji virusa BVD iz nativne sperme. Kao medi-
jum za rast i odr`avanje kulture }elija kori{}en je Eagle MEM sa hepesom
(SIGMA) i 10% fetalnog gove|eg seruma za koji je prethodno utvr|en da je „slo-
bodan” od virusa BVD, kao i specifi~nih antitela za virus BVD. Posle pet dana inku-
bacije na temperaturi od 37oC mikrotitar plo~e, na kojima je obavljena reizolacija
virusa BVD smrznute su i nakon tri uzastopna ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja
uzorci su, u istom rasporedu u koli~ini od 20 µl, preba~eni na nove mikrotitar
plo~e. Na njih je dodato po 0,1 ml suspenzije novih FTB }elija, a inkubacija na
temperaturi od 37oC trajala je ~etiri dana. Na isti na~in, u istom rasporedu i u istim
uslovima su inokulisani i supkultivisani uzorci pripremljene nativne sperme kao
negativne kontrole. S obzirom da virusni soj koji je kori{}en u eksperimentu pri-
pada necitopatogenom biotipu virusa BVD (kakav je naj~e{}e prisutan u prirodi),
njegovo prisustvo, u kulturi }elija druge slepe pasa`e uzoraka, indirektno je
potvr|ivano tehnikom fluorescentnih antitela (poliklonska antitela za BVDV kon-
jugovana FITC-om; American Bioresearch, USA).

Istovremeno, obavljeno je dokazivanje prisustva BVD virusnog ge-
noma RT-PCR metodom u istim uzorcima nativne sperme bikova inokulisane viru-
som. Izolacija RNA je obavljena, iz iste koli~ine (0,1 ml) supernatanta inficiranih
uzoraka sperme koja su postavljena na izolaciju virusa, kori{}enjem reagensa Tri-
zol®LS (Gibco BRL) po upustvu proizvo|a~a. Izolovana RNA je resuspendovana
u 40 �l DEPC-tretirane vode. Umno`avanje sekvence od 300 bp 5'UTR dela ge-
noma BVD virusa sprovedeno je pomo}u „one-tube RT-PCR” metode (Access RT-
PCR system, Promega, USA) po uputstvu proizvo|a~a i po opisanoj proceduri
Barli~-Maganje i Groma Š14¹ i Toplaka i saradnika Š15¹, kori{}enjem prajmera
Pest2-L i P1-U opisanih u tabeli 1. U RT-PCR reakciji je kori{}eno 4 �l izolovanih
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RNA uzoraka. Dobijeni PCR produkt je izdvojen na 1,5% agaroznom gelu. Para-
lelno je, radi ispitivanja osetljivosti RT-PCR metode i odabranih prajmera u detek-
ciji 22146 soja virusa BVD, sprovedena RT-PCR detekcija desetostrukih raz-
re|enja ovog virusa koja su kori{}ena za inokulaciju nativne sperme bikova.

Tabela 1. Detalji oligonukleotidnih prajmera koji su kori{}eni u RT-PCR reakciji. Pozicija u
genomu i predvi|ena veli~ina umno`ene sekvence genoma odgovaraju referentnom
BVDV soju NADL Š16¹

Table 1. Details of oligonucleotide primers used in the RT-PCR reaction. The genome position and predicetd size
of multiplied genome sequence correspond to the referent BVDV strain of NADL Š16¹

Prajmer /
Primer

Sekvenca / Sequence
(5’ - 3’)

Pozicija
u genomu /

Position in genome

Veli~ina i lokacija
u genomu /

Size and location in
genome

P1-U AGAGGCTAGCCATGCCCTTAGT 97-118 oko 300 bp

Pest2-L TCAACTCCATGTGCCATGTAC 395-375 5'-UTR

Za kulturu }elija FTB u prvoj slepoj pasa`i utvr|en je izrazito toksi~an
efekat nativne sperme do razre|enja 1:64. Toksi~an efekat, koji se ogledao u pot-
punoj citomorfolo{koj destrukciji i deformaciji }elija i nemogu}nosti njihove ad-
herencije za mikrotitar plo~u, bio je uo~ljiv nakon prva 24 ~asa na razre|enjima
nativne sperme 1:2 do 1:16. U bazen~i}ima mikrotitar plo~e, u kojima je sperma
bila razre|ena 1:32 i 1:64, nakon prva 24 ~asa inkubacije, toksi~nost se ogledala u
morfolo{kim promenama }elija, najvi{e u vidu vakuolizacije u citoplazmi, prome-
njenom obliku i stvaranju sincicijuma. Nakon naredna 24 ~asa i u tim bazen~i}ima
je nastalo odvajanje }elija od podloge. Ovakav efekat je ispoljila sperma kako viru-
som inokulisana, tako i neinokulisana sperma. U drugoj slepoj pasa`i (supkultiva-
ciji) toksi~an efekat je ustanovljen, u zavisnosti od uzorka nativne sperme,
naj~e{}e do razre|enja 1:8.

U razre|enjima 1:8, 1:16 i 1:32 druge slepe pasa`e virusom inokuli-
sanih uzoraka nativne sperme, prisustvo virusa BVD nije moglo da se doka`e teh-
nikom fluorescentnih antitela ni u jednom uzorku desetorostrukih razre|enja vi-
rusa. Virus BVD-a je reizolovan i njegovo prisustvo je dokazano tehnikom fluores-
centnih antitela u razre|enjima 1:64, 1:128 i 1:256 u sva tri primerka uzoraka na-
tivne sperme sa 5 x 104, 5 x 103 i 5 x 102 TCID/50 22146 virusa BVD u 0,1 ml. Virus
BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne sperme sa 5 x 101 (50) TCID/50, 5 TCID/50 i
0,5 TCID/50 22146 virusa BVD u 0,1 ml (tabela 2).

U istim uzorcima virusom inokulisane nativne sperme bikova doka-
zano je prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR metodom. Ispitivanja su obavlje-
na samo u po jednom primerku razre|enja 22146 virusa BVD u spermi. Pozitivan
rezultat na 1,5% agaroznom gelu, koji se ogledao u vidu o~ekivanog fragmenta
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(benda) umno`avanja veli~ine 300 bp utvr|en je u uzorcima nativne sperme sa 5 x
104, 5 x 103, 5 x 102 i 5 x 101 TCID/50 virusa BVD u 0,1 ml. U uzorcima nativne
sperme bikova sa 5 TCID/50 i 0,5 TCID/50 virusa BVD nije utvr|eno prisustvo spe-
cifi~nog benda (slika 1).

Prilikom ispitivanja desetostrukih razre|enja 22146 soja virusa BVD u
fiziolo{kom rastvoru, kojima su inokulisani uzorci nativne sperme bikova i koja je
sprovedena istovremeno i pod istim uslovima kao i ispitivanja prisustva virusa
BVD u spermi, pozitivan rezultat RT-PCR metodom je dobijen u razre|enjima 10-1,
10-2, 10-3, 10-4 i 10-5, odnosno detektovan je virus BVD titra 5 x 104 TCID/50, 5 x 103

TCID/50, 5 x 102 TCID/50, 5 x 101 TCID/50 i 5 TCID/50 virusa BVD u 0,1 ml. Samo u
razre|enju 10-6 (0,5 TCID/50) ovom metodom nije ustanovljeno prisustvo virusa
BVD u fiziolo{kom rastvoru. Pri tome, koli~ina RNA koja je kori{}ena u RT-PCR
reakciji bila je identi~na (4 �l), kao i ona kod ispitivanja prisustva virusa BVD u
uzorcima inficirane sperme.

Izolacijom na kulturi }elija FTB, pozitivan rezultat je utvr|en u uzor-
cima inokulisane nativne sperme u kojima je koli~ina virusa BVD bila 5 x 104, 5 x
103 i 5 x 102 TCID/50 u 0,1 ml. Virus BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne
sperme bikova u kojima je njegova koli~ina bila 5 x 101 TCID/50, 5 TCID/50 i 0,5
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Slika 1. Detekcija PCR produkata na gelu. S leva na desno uzorci nativne sperme sa
5 x 104, 5 x 103, 5 x 102 i 5 x 101, 5 TCID/50 i 0,5 TCID/50 virusa BVD. Sedmi uzorak
je negativna kontrola, na osmom mestu je marker 100 bp /

Figure 1. Detection of PCR products on gel. From left to right – samples of native sperm with 5x104, 5x103,
5x102, and 5x10l, 5 TCID/50 and 0.5 TCID/50 BVD virus. The seventh sample is a negative control, on
the eighth is the 100 bp marker
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TCID/50 u 0,1 ml. Pozitivan rezultat prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR meto-
dom je utvr|en u nativnoj spermi u kojoj je koli~ina virusa BVD bila 5 x 104, 5 x 103,
5 x 102 i 5 x 101 TCID/50 u 0,1 ml, dok njegovo prisustvo nije utvr|eno u uzorcima
sa 5 TCID/50 i 0,5 TCID/50 virusa BVD u 0,1 ml.

Eksperiment je ukazao na prednosti koje ima RT-PCR metoda u od-
nosu na izolaciju virusa BVD u uzorcima nativne sperme bikova. Utvr|ene pred-
nosti RT-PCR metode su: brzina ispitivanja (jedan do dva dana) i ve}a osetljivost.
Metoda RT-PCR je, pri tome, pokazala deset puta ve}u osetljivost (50 TCID/50) u
odnosu na izolaciju virusa (500 TCID/50), iako je u reakciji kori{}eno 4 �l od 40 �l
izolovane RNA iz uzorka. Do sli~nih rezultata su do{li i drugi autori Š11, 17, 13¹
Izolacija virusa traje najmanje deset dana, a njena manja osetljivost je, pre svega,
rezultat toksi~nog efekta nativne sperme bikova za kulturu }elija. Naime, ispiti-
vanja su ukazala na toksi~an efekat nativne sperme do razre|enja 1:64 za kulturu
}elija FTB u prvoj slepoj pasa`i. Toksi~an efekat se preneo i na uzorke u drugoj
slepoj pasa`i do razre|enja 1:8. Izrazito toksi~an efekat nativne sperme bikova za
kulturu }elija spominju i drugi autori u svojim ispitivanjima Š11, 18, 19¹. Toksi~an
efekat nativne sperme je posebno izra`en za primarne i sekundarne kulture }elija
koje se koriste kod izolacije virusa BVD zbog njihove ve}e osetljivosti i usled ~este
latentne kontaminacije komercijalnih }elijskih linija virusom BVD. Usled toksi~nog
efekta nativne sperme do razre|enja 1:64, virus BVD koji je u uzorcima bio prisu-
tan u titru 5 x 101 TCID/50, 5 TCID/50 i 0,5 TCID/50 nije mogao da se ve`e i umno`i u
kulturi }elija. U ve}im razre|enjima (1:128 i 1:256) ovih uzoraka sperme, vero-
vatno}a prisustva virusa BVD je bila veoma mala (zbog razre|enja), pa se iz tih
razloga nije ni mogao da reizoluje.

Metodom RT-PCR nije se utvrdilo prisustvo 5 TCID/50 virusa BVD u
uzorku nativne sperme bika, iako je ova koli~ina virusa utvr|ena u fiziolo{kom
rastvoru, prilikom utvr|ivanja limita detekcije ove metode. Rezultat ukazuje na
prisustvo inhibitornog efekta nativne sperme na RT-PCR reakciju. Ovaj fenomen je
opisao ve}i broj autora Š20, 17, 11¹, koji su utvrdili inhibitorni efekat nativne
sperme na reverznu transkripciju. Da Silva i sar Š17¹ ukazuju da je radi pove}anja
osetljivosti RT-PCR metode u detekciji virusa BVD u uzorcima sperme, neophodno
da se prethodno obavi obrada sperme hromatografskom kolonom Sephacryl S-
400. Posle obrade sperme autori su uspeli da utvrde pozitivnu reakciju u spermi
sa 0,4 TCID/50 virusa BVD. Givens i sar Š13¹ isti~u kao posebnu prednost mo-
gu}nost RT-PCR metode da utvrdi prisustvo virusa BVD u prisustvu specifi~nih an-
titela i nezamenljiv zna~aj ove metode kod utvr|ivanja perzistentne BVD infekcije
lokalizovane u testisima priplodnih bikova. Naime, ovi autori su ustanovili pri-
sustvo virusa BVD u ve}em broju ejakulata bika do sedam meseci nakon akutne
infekcije, pri ~emu virus nije mogao da se izoluje ni iz jednog uzorka ejakulata
posle pojavljivanja specifi~nih antitela u krvi.

Utvr|ivanje prisustva virusa BVD u nativnoj spermi i komercijalnom se-
menu bikova je od velikog zdravstvenog i ekonomskog zna~aja u govedarstvu.
Prakti~an zna~aj je jo{ ve}i kod nemogu}nosti ispitivanja bika donora sperme,
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odnosno semena, u slu~ajevima uvoza semena ili ukoliko bik nije vi{e u eks-
ploataciji. Voges i saradnici Š12¹ utvrdili su perzistentnu BVD virusnu infekciju u
testisima seropozitivnog, neviremi~nog bika u centru za VO. Virus, prose~nog titra
103,3 TCID50/ 0,1 ml, ustanovljen je u ve}em broju ejakulata tokom svih jedanaest
meseci ispitivanja, pri ~emu ni jednom slu~aju nije ustanovljen u krvi. Kod po-
menutog bika je utvr|en izuzetno visok titar antitela koji je bio ve}i od 1:4096, a na
homologni virus (izolovan iz sperme) u jednom slu~aju i 1:100000. Sperma pri
tome nije bila zna~ajnije morfolo{ki promenjena i bik se neko vreme koristio za
proizvodnju semena. Autori smatraju da ova pojava mo`e da se objasni akutnom
infekcijom imunokompetentnog bika pre puberteta, odnosno pre uspostavljanja
gustog spoja izme|u Sertolijevih }elija u testisima nazvanog krvno-testisna ba-
rijera. Virus lokalizovan u testisima je nakon formiranja barijere potpuno za{ti}en
od imunog sistema `ivotinje, {to mu omogu}ava nesmetanu replikaciju i izlu~i-
vanje spermom. Ovakvi i sli~ni slu~ajevi govore u prilog mi{ljenju da je kod ispiti-
vanja statusa BVD virusne infekcije kod bikova za priplod neophodno da se pored
ispitivanja prisustva virusa BVD i specifi~nih antitela za virus BVD u krvi, obavi i is-
pitivanje prisustva virusa BVD u spermi, odnosno komercijalnom semenu.

Na osnovu na{ih ispitivanja i podataka iz literature mo`emo, na os-
novu osetljivosti i vremena trajanja ispitivanja, da preporu~imo upotrebu stan-
dardizovane RT-PCR metode u utvr|ivanju prisustvu virusa BVD u uzorcima na-
tivne sperme bikova.
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POSSIBILITY FOR USE OF RT-PCR TECHNIQUE IN ESTABLISHING PRESENCE OF

BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS IN SPERM OF BREEDING BULLS

T. Petrovi}, S. Lazi}, M. Jovi~in, Bosiljka \uri~i}

The bovine viral diarrhea (BVD) virus is a significant health-economic patho-
gen in cattle which can be excreted and spread also through sperm of persistently or
acutely infected bulls. Native sperm of 6 bulls, found to be negative to the BVD virus by iso-
lating the virus and using the RT-PCR method, was experimentally infected with a tenfold di-
lution of the non-cytopathogen 22146 strain of the BVD virus with a titer of 105.5. This way,
dilutions of the BVD virus from 10–1 to 10–6 (5x104 TCID/50 to 0.5 TCID/50 BVD virus) in 0.1 ml
native sperm were obtained. From sperm infected in this way, the virus was reisolated on
FTB cell culture in a microtiter plate with 96 pools in which each sample of the infected
sperm was set up in three samples, and each of them was titrated to a dilution of 1:2 to
1:256. The presence of the BVD virus was proven using the technique of fluorescent anti-
bodies in a second blind passage on FTB culture cells. For cell culture, an extremely toxic
effect of native sperm to a dilution of 1:64 was established. The BVD virus was reisolated
from sperm in all three sperm samples with 5 x 104, 5 x 103, and 5 x 102 TCID/50, and it was
not reisolated from sperm with 50, with 5, and with 0.5 TCID/50 BVD virus in 0.1 ml native
sperm. At the same time, the presence of the BVD viral genome was proved using the RT-
PCR method in the same samples of artificially infected native sperm of bulls. A positive re-
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sult was established in native sperm with 5 x 104, 5 x 103, 5 x 102, and 50 TCID/50 BVD virus
in 0.1 ml native sperm.

The experiment proved that the RT-PCR method has advantages over the iso-
lation of the BVD virus from samples of native sperm of bulls. These are: short-term investi-
gations (1 to 2 days) and greater sensitivity (10 times bigger than the isolation of the virus).
The isolation of the virus takes at least 10 days, and its greater sensitivity is primarily a result
of the cytotoxic effect of native sperm of bulls on cell culture.

Key words: BVD virus, native sperm of bulls, virus isolation, RT-PCR.

VOZMO@NOSTÃ UPOTREBLENIÂ RT-PCR TEHNIKI V UTVER@DENII
PRISUTSTVIÂ VIRUSA GOVÂ@EY VIRUSNOY DIAREI V SPERME

PLEMENNÀH BÀKOV

T. Petrovi~, S. Lazi~, M. Yovi~in, BosilÝka D`uri~i~

Virus govÔ`ey virusnoy diarei (VGVD/GVD) zna~itelÝnìy zdravoohra-
nitelÝno-Ìkonomi~eskiy patogen u krupnogo rogatogo skota, kotorìy mo`no vì-
delÔtÝ i ras{irÔtÝ i putëm spermì persistentno i ostro inficirovannìh bìkov.
NativnaÔ sperma 6 bìkov, dlÔ kotoroy izolÔciey virusa i RT-PCR metodom ut-
ver`deno, ~to otricatelÝnaÔ na GVD virus, ÌksperimentalÝno inficirovana de-
sÔtikratnìmi razre`ënnostÔmi necitopatogennìmi 22146 {tammom GVD virusa ot
10–1 do 10–6 (5h10–4 TCID/50 do 0,5 TCID/50 GVD virusa) v 0,1 ml nativnoy spermì.
Iz takoy `e inficirovannoy spermì sover{ena reizolÔciÔ virusa na kulÝture
kletok FTB v mikrolitr plite s 96 basseynikov v kotoroy ka`dìy obraz~ik infi-
ciorovannoy spermì postavlen v tri ÌkzemplÔra, a ka`dìy obraz~ik infici-
rovannoy spermì postavlen v tri ÌkzemlÔra, a ka`dìy iz nih titrovan ot raz-
re`Ònnosti 1:2 do 1:256. DokazatelÝstvo prisutstviÔ GVD virusa sover{eno teh-
nikoy fluorescentnìh antitel v drugom slepom passa`e na kulÝture kletok FTB.
DlÔ kulÝturì kletok utvre`den vìrazitelÝno toksi~eskiy Ìffekt nativnoy
spermì vo vseh trÒh ÌkzemplÔrah obraz~ikov spermì s 5h104, 5h103 i 5h102 TCID/50,
a ne reizolirovan iz spermì s 50, s 5 i s 0,5 TCID/50 GVD virusa v 0,1 ml nativnoy
spermì. Odnovremenno sover{eno dokazìvanie prisutsviÔ GVD virusnogo genoma
RT-PCR metodom v tot Ìe obraz~ikah iskusstvenno inficirovannoy nativnoy
sperme s 5h104, 5h103, 5h102 i 50 TCID/50 GVD virusa v 0,1 ml nativnoy spermì.

Õksperiment ukazal, ~to RT-PCR metod imeet preimuçestva v otno{e-
nii izolÔcii GVD virusa iz obraz~ikov nativnoy spermì bìkov. Õto sutÝ: bìstrota
ispìtaniÔ (1 do 2 dnÔ) i bôlÝ{aÔ ~uvstvitelÝnostÝ pre`de vsego rezulÝtat cito-
toksi~eskogo Ìffekta nativnoy spermì bìkov na kulÝturu kletok.

KlÓ~evìe slova: GVD virus, nativnaÔ sperma bìkov, izolÔciÔ virusa, RT-PCR
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UDK 619:612.126:546.23:636.5

UTICAJ VISOKIH NIVOA ORGANSKI VEZANOG SELENA U

HRANI NA AKTIVNOST GLUTATION-PEROKSIDAZE

(GSH-Px) U KRVNOJ PLAZMI BROJLERA*

EFFECT OF HIGH LEVELS OF ORGANIC SELENIUM ON
GLUTATION-PEROXIDASE (GSH-Px) ACTIVITY IN BLOOD PLASMA

OF BROILERS

Mirjana Joksimovi}-Todorovi}, @. Joki}, Z. Sinovec**

Ogled je izveden na 125 hibro brojlera podeljenih u pet grupa.

Ogled je trajao 42 dana. Sve sme{e za ishranu brojlera u ogledu

sadr`avale su 0,15 mg Se/kg, u formi natrijum selenita. Brojleri kon-

trolne grupe hranjeni su sme{ama bez dodatog organskog selena, a

brojleri oglednih grupa dobijale su sme{e u koje je selen, u obliku sele-

nizovanog kvasca, dodat u koli~ini od 2, 5, 10 ili 15 mg/kg. Selenizo-

vani kvasac (ICN – Galenika) dobijen je od pivskog kvasca i sadr`ao je

1,51, odnosno 1,45 mg/g ukupnog, odnosno organski vezanog se-

lena.

Na po~etku tova, aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera K-grupe kre-

tala se oko 16,55 �kat/L, dok je aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera

oglednih grupa bila statisti~ki zna~ajno vi{a, ali bez ve}ih razlika

izme|u pojedinih grupa (prose~no 25,53 �kat/L).

U krvnoj plazmi K-grupe aktivnost GSH-Px pada ve} u drugoj

nedelji `ivota i odr`ava se relativno konstantnom (oko 10 �kat/L) do

kraja ogleda. U oglednim grupama zapa`a se isti fenomen, ali je trend

smanjivanja aktivnosti GSH-Px u krvnoj plazmi izrazitiji, pri ~emu je, za

razliku od kontrolne grupe, izra`en i u kasnijim fazama ogleda. U tre}oj

nedelji tova aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi brojlera kontrolne i ogled-

nih grupa je relativno jednaka, a zatim je aktivnost GSH-Px u plazmi

brojlera oglednih grupa bila ni`a bez ve}ih razlika izme|u pojedinih

grupa.

Klju~ne re~i: brojleri, organski selen, glutation-peroksidaza
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Selen je metaboli~ki i nutritivno esencijalan mikroelement za sve vrste
`ivotinja. Svoju biolo{ku ulogu u organizmu obavlja preko enzima glutation-
peroksidaze (GSH-Px) u ~ijem se aktivnom mestu nalazi ovaj element Š17¹. Selen
zavisna glutation-peroksidaza, zajedno sa katalazom, superoksid-dizmutazom i
vitaminom E, u~estvuje u mehanizmu odbrane }elijskih membrana od peroksida-
tivnih o{te}enja prouzrokovanih delovanjem kiseonika. Aktivnost GSH-Px zavisi
od nivoa dodatog selena Š14, 23¹, a razli~ita je u pojedinim organima, telesnim
te~nostima, }elijama i sub}elijskim frakcijama Š5¹.

Biolo{ka raspolo`ivost predstavlja kvantitativni izraz biolo{ke iskoristi-
vosti, a zavisi od sadr`aja i oblika selena u hrani Š24, 25¹. Ispitivanjima biolo{ke ra-
spolo`ivosti selena iz razli~itih izvora, ustanovljeno je da selenocistein ima ne{to
ve}u, a selenometionin tri do ~etiri puta ve}u biolo{ku iskoristivost nego natrijum
selenit. Tako|e, organski selen je znatno manje toksi~an Š26¹, br`e se deponuje i
du`e zadr`ava u tkivima Š12¹.

Najve}i broj podataka iz literature odnose se na ispitivanje korelacije
izme|u aktivnosti GSH-Px i optimalnih i/ili suboptimalnih sadr`aja selena u hrani.
Dobijeni rezultati su potvrdili ~injenicu da pove}anja sadr`aja selena do granica
optimalnih koli~ina uzrokuju linearno pove}anje aktivnosti GSH-Px Š13, 16, 18¹.
Zbog toga je cilj izvedenih istra`ivanja bio da se utvrdi efekat pove}anih koli~ina
nivoa organski vezanog selena dodatog u hranu na aktivnost GSH-Px u krvnoj
plazmi brojlera.

Za ispitivanja efekata dodavanja razli~itih koli~ina organski vezanog
selena u ishrani brojlera organizovan je ogled po grupno-kontrolnom sistemu, a
za ogled su kori{}ena jednodnevna pilad „Hybro” provinijencije, oba pola, indi-
vidualno obele`ena krilnim markicama. Prilikom formiranja ogleda obavljen je po-
jedina~an klini~ki pregled, a sve odabrane jedinke bile su zdrave, vitalne i u dobroj
kondiciji.

Postupak sa brojlerima tokom ogleda u pogledu primene preventivnih
mera, sme{taja, nege i na~ina hranjenja i pojenja bio je prilago|en kaveznom
na~inu uzgoja. Hranjenje i napajanje je bilo po volji (ad libitum). U toku ogleda
zoohigijenski i mikroklimatski uslovi su u potpunosti odgovarali tehnolo{kim nor-
mativima za ovu provenijenciju.

Ogled je izveden na 125 brojlera podeljenih u pet jednakih grupa, po
25 jedinki u svakoj grupi. Ogled je trajao 42 dana, a podeljen je u dve faze po 22
dana. Tokom ogleda, uzimani su uzorci krvi iz krilne vene od po pet jedinki iz
svake grupe. Uzorci krvi su centrifugovani 15 minuta na 2500 rpm, radi izdvajanja
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krvne plazme u kojoj je odre|ivana aktivnost glutation-peroksidaze, standarnom
metodom Š4¹.

Brojleri su hranjeni sa dve vrste potpunih sme{a za ishranu pili}a u
tovu standardnog sirovinskog i hemijskog sastava koje su u potpunosti zadovolja-
vale potrebe brojlera u razli~itim fazama tova. Potpuna sme{a za po~etni tov pili}a
kori{}ena je od 1 do 21. dana, a potpuna sme{a za zavr{ni tov od 21 do 42. dana
ogleda. Sve sme{e za ishranu brojlera u ogledu sadr`avale su 0,15 mg Se/kg, u
formi natrijum selenita.

Osnovni cilj ispitivanja bio je da se utvrdi uticaj ishrane brojlera sme{a-
ma sa razli~itim koli~inama dodatog oganski vezanog selena. Brojleri kontrolne
grupe hranjeni su sme{ama bez dodatog organski vezanog selena, a ogledne
grupe sme{ama u koje je selen, u obliku selenizovanog kvasca, dodat u koli~ini
od 2, 5, 10 ili 15 mg/kg. Selenizovani kvasac (ICN – Galenika) dobijen je od
pivskog kvasca i sadr`ao je 1,51, odnosno 1,45 mg/g ukupnog, odnosno organ-
ski vezanog selena.

Dobijeni rezultati ogleda grupisani su u odgovaraju}e statisti~ke serije
i obra|eni uz primenu nekoliko matemati~ko-statisti~kih metoda kori{}enjem pro-
grama SPSS 8.0 i MS Excel 97, kako bi bilo omogu}eno objektivnije i egzaktnije
zaklju~ivanje Š21¹. Ocena statisti~kih razlika izme|u pojedinih grupa dobijena je t-
testom na nivou rizika od 5%

Rezultati o uticaju kori{}enja hrane sa visokim sadr`ajem organski
vezanog selena (selenizovanog kvasca) na aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi bro-
jlera prikazani su u tabeli 1. Na po~etku ogleda (7. dana), aktivnost GSH-Px u
plazmi brojlera K-grupe bila je oko 16,55 mkat/L, dok je aktivnost GSH-Px u plazmi
brojlera oglednih grupa bila statisti~ki zna~ajno vi{a, ali bez zna~ajnih razlika
izme|u pojedinih grupa (prose~no 25,53 �kat/L).

Posmatraju}i K-grupu (grafikon 1), uo~ava se da ve} u drugoj nedelji
`ivota aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi pada (y = 27,04-3,71x; rxy= 0,714) i da se
odr`ava relativno konstantnom (oko 10 �kat/L) do kraja ogleda. U oglednim gru-
pama zapa`a se isti fenomen, ali je trend opadanja aktivnosti GSH-Px u krvnoj
plazmi izrazitiji (y = 24,15+9,02Ln(x); rxy= 0,946), pri ~emu je, za razliku od kon-
trolne grupe, izra`en i u kasnijim fazama ogleda. U tre}oj nedelji ogleda aktivnost
GSH-Px u krvnoj plazmi brojlera kontrolne i oglednih grupa je relativno jednaka, a
zatim je aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera oglednih grupa bila ni`a, bez ve}ih
razlika izme|u pojedinih grupa.

Aktivnost GSH-Px u organizmu nije konstantna ve} se menja zavisno
od vrste tkiva, }elija i sub}elijskih frakcija Š5¹. Pored toga, aktivnost ovog enzima
znatno varira {to zavisi od vrste `ivotinja i statusa selena u organizmu Š1¹. Veoma
je te{ko, a ponekada i nije mogu}e da se porede rezultati aktivnosti GSH-Px nave-
deni u literaturi, jer je aktivnost odre|ivana razli~itim metodama i izra`avana u
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razli~itim jedinicama, a ponekada detaljni podaci o metodama potpuno nedo-
staju.

Smatra se da je odre|ivanje koncentracije selena i aktivnosti seleno-
enzima GSH-Px u krvi, ali i u tkivima, najpouzdanije merilo statusa selena kod `i-
votinja. Pored toga, za navedena ispitivanja naj~e{}e se koriste uzorci krvi ili krvne
plazme koji su lako dostupni, pa je ova metoda {iroko prihva}ena. Me|utim,
ograni~avaju}i faktor je ~injenica da se rezultati ispitivanja aktivnosti GSH-Px u
krvi mogu da prihvate kao odgovaraju}i samo kod suboptimalnih i optimalnih
sadr`aja selena u hrani Š2, 15, 17, 20¹. Pove}ana koli~ina selena u hrani (2 mg/kg
hrane) ne dovodi do srazmernog pove}anja aktivnosti GSH-Px, ve} aktivnost
ovog enzima pri visokim nivoima pokazuje efekat platoa Š13, 16, 18¹. Drugim
re~ima, odnos pove}anja aktivnosti enzima GSH-Px u krvi sa pove}anjem koli~ine
selena u hrani opisan je logaritamskom regresionom krivom Š11¹.

Rezultati, sli~ni dobijenim u izvedenom ogledu, opisani su u literturi.
Aktivnost GSH-Px u krvi `ivotinja hranjenih hranom sa visokim sadr`ajem selena u
du`em vremenskom periodu bila je ni`a u odnosu na `ivotinje kojima se selen nije
dodavao u hranu Š7¹. Tako|e, sadr`aj selena u hrani od 0,64 mg Se/kg uzrokuje
ve}u aktivnost enzima GSH-Px nego 2,0 mg Se/kg Š8¹. Sa druge strane, doda-
vanje selena u koli~ini od 1,4, odnosno 4,6 mg/kg hrane ne uti~e na aktivnost
GSH-Px, odnosno aktivnost je relativno jednaka. Me|utim, pove}anje koli~ine se-
lena od 14 mg/kg hrane izaziva zna~ajno (dvostruko) pove}anje aktivnosti enzima
Š22¹.

Dobijeni rezultati, posebno nakon prve nedelje, ukazuju da je svarlji-
vost, a time i biolo{ka raspolo`ivost organski vezanog selena ve}a, odnosno da je
kao izvor selena superiorniji u odnosu na neorganske oblike Š10¹. Sa druge
strane, pretpostavlja se da je pad aktivnosti enzima GSH-Px u krvi u daljem toku
ogleda vezan za jake i specifi~ne homeostatske mehanizme. Naime, pri po-
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ve}anju koncentracije hranljivih materija u krvi ve}ih od fiziolo{kih granica po-
ve}ano je i deponovanje hranljivih sastojaka u tkiva, {to je, kako su potvrdili rezul-
tati ogleda, izra`enije u slu~ajevima vi{ih koncentracija. Pored toga, selen vezan
za amino-kiseline, pre svega metionin, lako se ugra|uje u tkivne proteine Š19¹,
dok je iskori{}avanje neorganskih formi, preko sinteze Se-cisteina, znatno slabije.
Zato je logi~no da se pretpostavi da se ispitivanje statusa selena, pored ispitivanja
aktivnosti GSH-Px u krvi `ivotinja, mora da zasniva na istovremenom odre|ivanju
sadr`aja selena u tkivima Š3¹. U principu, sadr`aj selena u tkivima je mnogo
pouzdaniji podatak za procenu statusa selena u organizmu, a posebno kada se
razmatra biolo{ka raspolo`ivost pojedinih izvora selena. Za razliku od ispitivanja
aktinosti enzima GSH-Px u krvi, kori{}enjem pove}anih koli~ina organski veza-
nog selena uo~ava se izrazita prednost organskih nad neorganskim izvorima Š9¹.
Pri koli~ini od 0,30 mg Se/kg hrane u neorganskoj, odnosno organskoj formi
utvr|en je sadr`aj selena u muskulaturi grudi brojlera od 0,37, odnosno
0,16 mg/kg Š6¹.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja mo`e da se zaklju~i da se
odre|ivanje aktivnosti enzima GSH-Px u krvi mo`e da prihvati kao odgovaraju}e
merilo statusa selena kod `ivotinja samo kod niskog sadr`aja selena u hrani. Zato
se ispitivanje statusa selena, pored ispitivanja aktivnosti GSH-Px u krvi, mora da
zasniva na istovremenom odre|ivanju sadr`aja selena u tkivima `ivotinja.
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EFFECT OF HIGH LEVELS OF ORGANIC SELENIUM ON GLUTATION-PEROXIDASE

(GSH-Px) ACTIVITY IN BLOOD PLASMA OF BROILERS

Mirjana Joksimovi}-Todorovi}, @. Joki}, Z. Sinovec

An experiment lasting 45 days was performed on 125 Hybro broilers divided
into five groups. All compounds for broiler feed mixes used in the experiment contained
0.15 mg Se/kg, in the form of sodium selenite. The control group (K-group) of broilers was
fed mixes without added organic selenium, and the experimental groups with mixes to
which selenium, in the form of selenized yeast, was added in quantities of 2, 5, 10, or 15
mg/kg. Selenized yeast (ICN – Galenika) was obtained from beer yeast and contained 1.5l,
or 1.45 mg/g total, or organically bound selenium.

At the beginning of the fattening period, GSH-Px plasma activity in broilers of
the K-group ranged around 16.55 µkat/L, while GSH-Px plasma activity in broilers of experi-
mental groups was statistically significantly higher, but without any major differences
among the individual groups (on the average 25.53µkat/L).

In the blood plasma of K-group, GSH-Px activity dropped already in the sec-
ond week of life and was maintained at a relatively constant level (about 10ìkat/L) until the
end of the experiment. The same phenomenon was observed in the experimental groups,
but the trend of declining GSH-Px activity in blood plasma was more expressed, and, con-
trary to the control group, was expressed also in the later phases of the experiment. In the
3rd week of the fattening period, GSH-Px plasma activity in broilers of the control and ex-
perimental groups was relatively equal, and then the plasma activity of GSH-Px in broilers
of the experimental groups decreased, but there were no major differences among the indi-
vidual groups.

Key words: broilers, organic selenium, glutation-peroxidase

VLIÂNIE VÀSOKIH UROVNEY ORGANI^ESKOGO SELENA V KORME NA
AKTIVNOSTÃ GLÁTATION-PEROKSIDAZÀ V KROVÂNOY PLAZME

BROYLEROV

MirÔna Yoksimovi~, @. Yoki~, Z. Sinovec

Selen metaboli~eski i pitatelÝno ÌsencialÝnìy mikroÌlement dlÔ
vseh vidov `ivotnìh. SvoÓ biologi~eskuÓ rol v organizme vìpolnÔet ~erez
Ìnzima glÓtation peroksidazì (GSHPh) v ~ÝÒm aktivnom meste nahoditsÔ Ìtot ele-
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ment (17). Selen zavisimaÔ GSHPh, vmeste s katalazoy, superokisÝ-dizmutazoy i
vitaminom E, u~astvuet v mehanizme ohranì kleto~nìh membran ot peroksli-
telÝnìh povre`deniy, pri~inÒnnìh vozdeystviem kisloroda. AktivnostÝ GSHPh
zavisit ot urovnÔ doplonitelÝnogo selena (14,23), a razli~naÔ v nekotorìh orga-
nah, telesnìh `idkostÔh, kletkah i podkleto~nìh frakciÔh (5).

Biologi~eskoe nali~ie predstavlÔet soboy koli~estvennoe vìra`e-
nie biologi~eskoy ispolÝzovannosti, a zavisit ot soder`aniÔ i formì selena v
korme (24,25). IspìtaniÔmi biologi~eskogo nali~iÔ selena iz razli~nìh isto~ni-
kov, ustanovleno, ~to selenocistein imeet nemnogo bôlÝ{uÓ, a selenometionin 3-
4 raza bôlÝ{uÓ ispolÝzovannostÝ, ~em selenit natriÔ. Tak`e, organi~eskiy selen
zna~itelÝno menÝ{e toksi~eskiy (26), bìstree deponiruetsÔ i bolee dolgo
zader`ivaetsÔ v tkanÔh.

NaibolÝ{ee ~islo literaturnìh dannìh otnosÔtsÔ k ispìtaniÓ kor-
relÔcii me`du aktivnostÝÓ GSH-Ph i optimalÝnìh soder`aniy selena v korme.
Polu~ennìe rezulÝtatì podtverdili fakt, ~to uveli~eniÔ soder`aniÔ selena do
granic optimalÝnìh koli~estv privodÔt do linearnogo uveli~eniÔ aktivnosti
GSH-Ph (13, 16, 18). Vsledstvie Ìtogo celÝ vìvedennìh issledovaniy bìla utver-
ditÝ Ìffekt uveli~ennìh koli~estv urovnÔ organi~eskog selena dopolnielÝnogo
v korm na aktivnostÝ GSH-Ph v krovÔnoy plazme broylerov.

KlÓ~evìe slova: broylerì, organi~eskiy selen, glÓtation-peroksidaz
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EFEKTI TERAPIJE HIPOVOLEMIJSKIH STANJA PASA

RAZLI^ITIM KOMERCIJALNIM RASTVORIMA*

EFFECTS OF DIFFERENT COMMERCIAL SOLUTIONS IN THERAPY
OF HYPOVOLEMIA IN DOGS

P. Stepanovi}**

Na hipovolemiju relativno ~esto nailazimo u klini~koj patologiji

pasa. Ona uglavnom predstavlja prate}i simptom razli~itih bolesnih

stanja (povra}anje, prolivi, sekvestracije, opekotine, smrzotine, asci-

tes, perikardijalne efuzije i sli~no), dok primarno nastaje nakon akutne

hemoragije. S obzirom na raznoliku etiologiju, hipovolemija se osim ne-

dostatka te~nosti mo`e da karakteri{e i razli~itim deficitima (elektroliti,

proteini, albumini, ugljeni hidrati), {to predstavlja bitan preduslov za

procenu stanja pacijenta i propisivanje adekvatne terapije.

Klju~ne re~i: pas, hipovolemija, rastvor NaCl, rastvor dekstrana,
Hartmanov rastvor, krv, Perftoran

Da bi veterinar koji se bavi klini~kom praksom pravilno procenio koje
su potrebe pacijenta u stanju hipovolemije, bilo bi neophodno da uradi odre|ene
analize na osnovu kojih bi mogao da proceni trenutno stanje psa. Osim tempera-
ture, pulsa, disanja i krvnog pritiska, bilo bi po`eljno da se urade i odre|ene he-
matolo{ke i biohemijske analize periferne krvi. Od hematolo{kih analiza bi trebalo
da se proceni broj eritrocita i leukocita, hemoglobin kao i stanje hematokrita, dok
od biohemijskih analiza treba da se proceni glikemija, kalijum, natrijum, kalcijum,
ureja, kreatinin, osmolarnost i ukupni proteini i albumini. Ovo su analize koje je
mogu}e da se urade u prose~no opremljenim laboratorijama, me|utim, ukoliko
mogu}nosti dozvoljavaju, nalaz bi bio kompletniji ako bi se procenile i vrednosti
parcijalnih pritisaka kiseonika i ugljen-dioksida u krvi, zasi}enost krvi kiseonikom,
stanje bikarbonata i pH krvi.

Na osnovu ovakvih ispitivanja i bli`e definisanih potreba pacijenta
opredeljujemo se naj~e{}e za neki od komercijalnih rastvora ili transfuziju pune
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krvi. Komercijalni rastvori koji se naj~e{}e koriste u veterinarskim ambulantama
su kristaloidi normovolemi~ne i hipertone koncentracije (NaCl 0,9%, NaCl 7,5%,
Ringerov rastvor, Hartmanov rastvor), koloidi (puna krv, plazma, albumin,
hidroksietil-skrob, dekstranski preparati) i ugljenohidratni rastvori. U novije vreme,
u svetu su u upotrebi i razli~iti sintetski preparati koji sadr`e hemoglobin i per-
fluorokarbonate koji imaju funkciju preno{enja i razmene gasova. U ovom radu su
upore|eni efekti nadoknade Hartmanovog rastvora, dekstrana, Perftorana i pune
krvi na vrednosti osnovnih hematolo{kih i biohemijskih parametara kod pasa.

Podaci dobijeni u na{im ispitivanjima su rezultat pra}enja ve}eg broja
pasa koji su tokom perioda od tri godine dovo|eni u prijemnu ambulantu Fakul-
teta veterinarske medicine. Posmatrani psi su nakon razli~itih povreda pra}enih
krvarenjem ulazili u stanje hipovolemijskog {oka, pa im je bilo neophodno nadok-
naditi izgubljenu krv. Naj~e{}e su bile u pitanju posekotine razli~itim o{trim pred-
metima i povrede u saobra}aju. U `elji da utvrdimo najefikasniji na~in nadoknade
izgubljene krvi, uporedno smo ispitali efekte razli~itih rastvora na stanje hipovo-
lemijskog {oka. Ispitivanja su obavljena na ukupno 30 odraslih pasa, razli~itih
rasa i starosti, oba pola, koji su bili podeljeni u pet grupa po 6 pasa. Za korekciju
hipovolemije kod prve grupe pasa primenjena je puna krv (K), kod druge rastvor
dekstrana (D), kod tre}e Hartmanov rastvor (H), kod ~etvrte perflorokarbonatna
emulzija Perftoran (P), pri ~emu je peta grupa slu`ila kao kontrolana grupa (kont.)
kod koje hipovolemija nije tretirana. Svim psima je krv za odgovaraju}a hema-
tolo{ka i biohemijska ispitivanja uzimana dva puta: prvi put posle prispe}a u am-
bulantu (prose~no oko 30 minuta od nastanka povrede (K30, D30, H30 i P30) i drugi
put nakon zavr{etka nadoknade (oko 150 minuta posle povrede i krvarenja (K150,
D150, H150 i P150). U uzorcima krvi su ispitani osnovni hematolo{ki parametri (kom-
pletna krvna slika), zatim koncentracija glikoze, ukupnih proteina, albumina, natri-
juma, kalijuma, kalcijuma, magnezijuma i hlorida, zatim osmolarnost plazme. He-
matolo{ka ispitivanja su obavljena na automatskom broja~u Arcus Diatron. Bio-
hemijska ispitivanja su izvedena primenom komercijalnih kitova „Reanal” na
spektrofotometru Bazic Secomam. Dobijeni rezultati su statisti~ki obra|eni, uz
ocenu zna~ajnosti razlika primenom t-testa.

Obra|eni podaci ukazuju da nadoknada izgubljene krvi nekim od
odabranih rastvora uglavnom uzrokuje smanjivanje broja eritrocita, koncentraciju
hemoglobina i hematokrita cirkuli{u}e krvi, u zavisnosti od vrste i koli~ine apliko-
vanog rastvora. Nadokna|ivanje koje je obavljeno transfuzijom pune krvi, napro-
tiv, dovelo je do pove}anja broja eritrocita u cirkulaciji svih tretiranih pasa bez sta-
tisti~ke zna~ajnosti.
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Ovakvi nalazi se sla`u sa podacima Countsa i saradnika Š1979¹, koji
izme|u ostalog, navode da je osnovni parametar za planiranje nadoknade nakon
krvarenja, koli~ina hemoglobina u cirkulaciji, pa da se na osnovu njega procenjuje
da li je osim nekog od komercijalnih rastvora za nadoknadu, neophodno da se
primeni i transfuzija pune krvi.

Prema navodima ovih autora, ukoliko bi nakon nastanka hemoragij-
skog {oka transfuzija pune krvi bila jedina terapija, moglo bi da do|e do po-
reme}aja u koagulaciji i do pove}anja gustine cirkuli{u}e krvi, {to bi se nepovolj-
no odrazilo na vitalne funkcije i terapiju pacijenata u {oku. U na{em ispitivanju, po-
sle aplikacije razli~itih zamenika krvi, samo nakon infuzije Dextrana do{lo je do
smanjenja broja leukocita, dok je posle aplikacije drugih rastvora uo~en porast
broja leukocita u cirkulaciji. Ovi nalazi su u skladu sa podacima Alama i sar Š1¹ i
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Diagram 1. Number of erythrocytes in dogs before and after administration of different substitutes
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Diagram 2. Number of leucocytes in dogs before and after administration of different substitutes
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Caponea i sar Š4¹, koji su nakon eksperimenata na svinjama i pacovima utvrdili da
Dextran ima i neka imunomodulatorna svojstva i da vezuje odre|en broj leukocita
za svoje partikule, {to bi mo`da moglo da bude obja{njenje za{to je broj leukocita
u na{em ispitivanju bio manji.

Suprotno ovim autorima, Steinbauer i sar, 1998. godine, u istra`ivanji-
ma ishemije i reperfuzije mi{i}nog tkiva kod pasa, utvrdili su da davanje Dextrana
Dx 60, u dozi od 5 mg/kg dovodi do smanjenja efekata povrede mi{i}nog tkiva, re-
dukcije me|usobne adherencije leukocita i interakcije leukocita sa endoteliju-
mom. Posmatraju}i ostale hematolo{ke parametre, jasno se uo~ava da je na-
dokna|ivanje rastvorima izazvalo zna~ajno smanjenje koncentracije hemo-
globina i hematokrita (P<0,001), {to je skladu sa nalazima Countsa i saradnika
Š5¹.
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Diagram 3. Hemoglobin concentration in dogs before and after administration of different substitutes

Dijagram 4. Hematokritska vrednost kod pasa pre i posle nadoknade razli~itim
supstituentima (X ± SE) /

Diagram 4. Hematocrit value in dogs before and after administration of different substitutes

/Blood

/Control

/Dextran /Perftoran /Hartman

/ Hemoglobin



Ni nadokna|ivanje transfuzijom pune krvi nije pove}alo koncentraciju
Hb, koja je u svim grupama ispitivanjih pasa bila zna~ajno ni`a nego kod kon-
trolne grupe (p<0,05), zbog hemodilucije koja je bila izra`ena u razli~itom ste-
penu u zavisnosti od vrste i koli~ine rastvora koji se koristi za nadoknadu krvi.

Mnogobrojna istra`ivanja su ukazala na me|usobnu zavisnost pojedi-
nih biohemijskih parametara periferne krvi. Parillo je jo{ 1993. godine, u svojim
razmatranjima razli~itih oblika {oka naglasio da stanje glikemije predstavlja
zna~ajan parametar u proceni stanja pacijenta, koji je posle ozbiljnijeg krvarenja
„upao” u stanje hipovolemijskog {oka.

Razmatranjem dobijenih rezultata, nakon zavr{etka nadoknade iz-
gubljene krvi razli~itim rastvorima, na|ene su velike razlike u koncentraciji glikoze
u perifernoj krvi me|u tretiranim psima. Nadokna|ivanje transfuzijom pune krvi
nije uslovilo statisti~ki zna~ajne promene glikemije. Me|utim, nakon nadoknade
rastvorom Dextrana nastalo je pove}anje glikemije. Suprotno ovim nalazima, na-
doknada Hartmanovim rastvorom dovela je do statisti~ki zna~ajnog smanjenja
koncentracije glikoze u perifernoj krvi tretiranih pasa (p<0,05). Nakon nadokna|i-
vanja Hartmanovim rastvorom glikemija je bila ni`a od glikemije kontrolne grupe
koja nije dobila nadoknadu, ali se zato kretala u okvirima fiziolo{kih vrednosti.

Ovaj podatak obja{njava za{to se Hartmanov rastvor naj~e{}e koristi
za nadokna|ivanje krvi u odeljenjima urgentne medicine nakon stanja koja prati
hemoragija Steven i sar Š24¹, navode da glikemija ima va`nu ulogu u odbrani volu-
mena plazme tokom hemoragi~nog {oka. Oni su utvrdili da u slu~aju nastanka
hemoragi~nog {oka postoji inverzna korelacija koncentracije glikoze u plazmi sa
hematokritom. U na{em ispitivanju se rezultati nakon nadoknade Dextranom
sla`u sa nalazima Stevena i sar Š24¹, dok su rezultati za punu krv i Hartmanov rast-
vor u suprotnosti sa rezultatima ovih autora.

395

Vet. glasnik 59 (3-4) 391 - 404 (2005) P. Stepanovi}: Efekti terapije hipovolemijskih stanja
pasa razli~itim komercijalnim rastvorima

Dijagram 5. Koncentracija glikoze u krvnom serumu pasa pre i posle nadoknade razli~itim
supstituentima (X ± SE) /

Diagram 5. Glucose concentration in blood serum of dogs before and after administrtion of different
substitutes

/ Glucose



Jospe i Forbes Š14¹ godine ispitivali su kretanje ve}ine biohemijskih
parametara u krvnom serumu posle krvarenja. Prema ovim autorima merenje kon-
centracije elektrolita u serumu ne mo`e da bude validno kod onih pacijenata za
koje se utvrdi da su krvarenjem, dijarejom ili povra}anjem izgubili vi{e od 5 posto
telesne mase. Laboratorijskim analizama krvi, ukazuju autori, osim poreme}enog
odnosa elektrolita u serumu, trebalo bi da se provere promene u koncentracijama
ureje, hematokrita i albumina, koji su nastali kao posledica hemokoncentracije.

Koncentracije Na+ svih grupa pasa u na{em ispitivanju bile su ni`e od
koncentracije Na+ kontrolne grupe, ali bez statisti~ke zna~ajnosti. Izuzetak pred-
stavlja grupa koja je kao nadoknadu primila Hartmanov rastvor, gde je nakon in-
fuzije nastalo statisti~ki zna~ajno smanjenje koncentracije Na+ (p<0,05). Gould i
sar Š9¹, navode da ukoliko je nakon krvarenja izmerena niska koncentracija Na+ u
serumu nekog pacijenta, da to ne zna~i smanjenje ukupnog Na+ u telu. Simptomi
hiponatrijemije mogu da se razvijaju u zavisnosti od brzine i koli~ine smanjenja
koncentracije Na+ u serumu.

Hellerstein, u svojoj studiji Š12¹, navodi da je kalijum veoma zastupljen
intracelularni katjon tako da njegove akutne promene u serumu naj~e{}e ne uti~u
bitno na nivo ukupnog K+ u organizmu. Tek hroni~ne promene, naro~ito hipoka-
lemija, mogu da se odraze na stanje zaliha organizma. Koncentraciju K+ u serumu
regulisali su bubrezi, a mali gubitak se odvija i preko stolice. Prema Zelikovicu,
Š27¹, u acidemiji, koncentracija K+ u ekstracelularnoj te~nosti je povi{ena zbog
izlaska K+ iz }elije. Tom prilikom, prema ovom autoru, koncentracija serumskog
K+ se pove}a za pribli`no 1 mmol/L uvek kada se pH smanji za 0,1. U alkalozi se
javlja suprotno. U na{im ispitivanjima pH arterijske krvi je kod pasa koji su kao
zamenu krvi primili transfuziju pune krvi bio statisti~ki zna~ajno ni`i u odnosu na
kontrolne pse bez nadoknade. Dobra procena smanjenja intracelularnog K+

mo`e da se utvrdi i preko elektrokardiograma, gde mogu da se registruju:
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Diagram 6. Sodium concentration in blood serum of dogs before and after administration of different
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spljo{teni T talasi, skra}eni P-R intervali i QRS kompleks Š14¹. Analizom elektro-
kardiograma u na{em ispitivanju nije bilo promena koje bi ukazivale na promene
u koncentraciji kalijuma ispitivanih pasa kako je to opisao Hellerstein Š12¹.

Rezultati na{ih istra`ivanja su ukazali da su koncentracije K+ posle
aplikacije svih rastvora bile statisti~ki zna~ajno ni`e u odnosu na vrednosti kali-
juma na|ene trideset minuta nakon krvarenja (p<0,05). Istovremeno nisu se
smanjivale ispod nivoa vrednosti kontrolne grupe na {ta dodatno ukazuje i ot-
sustvo promena u EKG-u.

Habner Š10¹, razmatrao je odnose izme|u koncentracije bikarbonata i
elektrolita koji su odgovorni za odr`avanje intravaskularnog volumena. On navodi
da u stanjima kada se bikarbonati izgube iz organizma, bilo kroz gastrointestinalni
trakt ili preko bubrega, hlor (Cl–) predstavlja jedini anjon koji je na raspolaganju da
odr`i volumen te~nosti. Disproporcionalno pove}ana apsorpcija Cl–, zajedno sa
Na_, mo`e da kompenzuje gubitak HCO3

–, {to izaziva hiperhloremiju bez pro-
mene vrednosti anjonskog procepa. Analizom promena koncentracije hlorida u
na{em eksperimentu, nakon nadokna|ivanja izgubljene krvi, nalazimo da je kod
svih ispitivanih grupa nastalo smanjenje koncentracije hlorida u odnosu na kon-
centraciju kod kontrolne grupe, sa izuzetkom grupe koja je primila Dextran. U
na{em ispitivanju smo na{li da je nastalo statisti~ki zna~ajno smanjenje koncen-
tracije hlorida u grupi pasa koja je kao zamenu za krv primila Hartmanov rastvor i
statisti~ki zna~ajno pove}anje koncentracije hlorida u grupi pasa koja je primila in-
fuziju Dekstrana (p<0,05).

Pore|enjem rezultata koncentracije hlorida sa koncentracijama bikar-
bonata u na{em ispitivanju, mo`emo da konstatujemo da je nakon krvarenja u
svim grupama pasa uklju~enih u ispitivanje nastala jaka acidoza sa statisti~ki
zna~ajnim smanjenjem koncentracije bikarbonata (p<0,001), sa izuzetkom grupe
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pasa gde je zamenik krvi bio Dextran. U toj grupi je smanjenje koncentracije bikar-
bonata arterijske krvi bilo ne{to manje, ali i dalje statisti~ki zna~ajno (p<0,05). Iz
navedenih podataka mo`e da se zaklju~i da je krvarenje kod pasa uklju~enih u
ovo ispitivanje bilo toliko obimno da je do{lo do tro{enja rezervi elektrolita i bikar-
bonata u organizmu pasa ve} u toku prvih 150 minuta od nastanka povrede i
krvarenja.

Hackett Š11¹, razmatrao je odnose izme|u koncentracija kalcijuma,
magnezijuma, kalijuma i proteina i albumina u krvnom serumu. Prema ovom
autoru, totalni serumski kalcijum se sastoji od jonizovanih i protein-vezanih frak-
cija. Jonizovane frakcije su fiziolo{ki aktivna polovina i u normalnim okolnostima
su odre|enim mehanizmima pa`ljivo regulisane unutar fiziolo{kih granica. Pro-
mene koncentracije plazmatskih proteina mogu da uzrokuju promenu koncentra-
cije totalnog serumskog kalcijuma bez uticaja na njegovu biolo{ku aktivnost. Iz
tog razloga, navodi autor, kada se interpretiraju vrednosti ukupnog kalcijuma u
serumu, trebalo bi svakako da se razmotre i koncentracije albumina i proteina. U
odnosu na koncentraciju kalcijuma kontrolne grupe, u na{em ispitivanju je kod
svih tretiranih pasa nastalo statisti~ki zna~ajno smanjenje koncentracije kalcijuma
nakon nadokna|ivanja izgubljene krvi (p<0,001). Ukoliko se osvrnemo na po-
datke dobijene za proteine u na{em ispitivanju, u odnosu na rezultate koji govore
o promenama koncentracije kalcijuma, mo`e da se zapazi da koncentracija ukup-
nih proteina statisti~ki zna~ajno opada nakon nadoknade Hartmanovim rastvo-
rom (p<0,05). Posle nadoknade Dextranom nastalo je jo{ ve}e, tako|e statisti~ki
zna~ajno smanjenje koncentracije ukupnih proteina u krvi tretiranih `ivotinja
(p<0,001). Nasuprot ovim rastvorima, nadoknada koja je obavljena transfuzijom
pune krvi dovela je do pove}anja koncentracije ukupnih proteina, bez statisti~ke
zna~ajnosti u odnosu na kontrolnu grupu. Razlike u koncentraciji proteina posle
nadokna|ivanja rastvorima u na{em ispitivanju nisu pokazale da imaju bilo
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kakvog uticaja na koncentraciju kalcijuma, {to zna~i da na{i nalazi nisu u skladu
sa rezultatima Hacketta Š11¹.

Hackett Š11¹ navodi da je magnezijum neophodan u normalnoj raz-
meni natrijum - kalijum. Hipomagnezijemija je po ovom autoru, drugi naj~e{}i na-
laz posle ozbiljnog krvarenja i mo`e da bude uvod u refraktarnu hipokalijemiju.
Ukoliko se hipokalijemija ne otkloni agresivnom terapijom, prema Hackettu Š11¹,
treba razmotriti postojanje hipomagnezijemije. S obzirom da se u serumu nalazi
manje od jedan posto ukupnog telesnog magnezijuma, nije lako da se odredi nje-
gov deficit. Nakon brzog re{avanja hipokalijemije do}i }e do spontanog vra}anja
koncentracije magnezijuma u serumu Š11¹.

Analizom rezultata ispitivanja promena koncentracija magnezijuma u
krvi svih ispitivanih pasa, mo`e da se ustanovi prisustvo smanjenja koncentracije
magnezijuma u svim grupama nakon nadoknade izgubljene krvi. Statisti~ki
zna~ajno ni`u koncentraciju magnezijuma u odnosu na koncentraciju magnezi-
juma kontrolne grupe imala je grupa koja je primila Hartmanov rastvor (p<0,05).
Ukoliko analiziramo koncentracije kalijuma u na{em ispitivanju, zapazi}emo da
niska koncentracija kalijuma u krvi indukuje smanjenje koncentracije magnezi-
juma posle nadokna|ivanja Hartmanovim rastvorom (p<0,05).

S obzirom da se kristaloidi naj~e{}e koriste za nadoknadu volumena
nakon hipovolemije, prema Steele i sar Š23a¹, koloidni osmotski pritisak se sman-
juje zbog razre|enja serumskih proteina i sni`avanja nivoa natrijuma u plazmi.
Mnogi kristaloidni rastvori se nadokna|uju u srazmeri 2:1 ili ~ak 3:1 u odnosu na
koli~inu izgubljene krvi, pa od toga i zavisi koiko }e razre|enje plazme nastati po-
sle obavljenog nadokna|ivanja. Rezultati promena koncentracija osmolarnosti u
krvi svih ispitivanih pasa u na{im ispitivanjima, pokazuju da je nakon obavljenog
nadokna|ivanja kod svih grupa, koncentracija bila ni`a u odnosu na kontrolnu
grupu.
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Osmolarnost je bila statisti~ki zna~ajno ni`a samo nakon nadoknade
Hartmanovim rastvorom (p<0,05), uprkos ~injenici da u njegovom sastavu
zna~ajan udeo imaju soli natrijuma. Jarhult je 1973. godine Š13¹ objavio da
hiperosmolaritet koji nastaje nakon hemoragije kod ma~aka, gotovo u potpunosti
koincidira sa porastom nivoa glikoze u plazmi, neposredno nakon po~etka he-
moragije. Vi{e autora je opisalo da posthemoragi~na hiperglikemija izaziva
zna~ajno pove}anje osmolariteta plazme, ~ak i za 60 do 70 posto Š13, 25, 18, 20¹.

U jetri se odigravaju zna~ajni procesi dezaminacije amino-kiselina, pri
~emu se stvara ureja iz oslobo|enog amonijaka. Ona se zajedno sa kreatininom
izlu~uje preko bubrega. Ukoliko su poreme}aji funkcije jetre i bubrega izra`eni u
ve}em stepenu, koncentracija ovih neproteinskih azotnih sastojaka krvi se
zna~ajnije menja. Koncentracija ureje u na{im ispitivanjima se pove}ala kod svih
tretiranih pasa, sa izuzetkom grupe koja je kao zamenu za krv dobila Hartmanov
rastvor. U ovoj grupi je zabele`ena statisti~ki zna~ajno ni`a koncentracija ureje
(p<0,05) u odnosu na kontrolu. Sve ostale grupe su imale vi{e koncentracije
ureje, uz naznaku da je nakon zamene krvi Dextranom koncentracija ureje bila
zna~ajno vi{a (p<0,05 i p<0,001), nego kod kontrolne grupe koja nije primila in-
fuziju.

Prema Zelikovicu Š27¹, pra}enje kreatinina u plazmi je mnogo pouzda-
niji indeks renalne funkcije nego {to je to ureja, zato {to na koncentaciju kreatinina
mo`e manje da uti~e optere}enje proteinima iz hrane ili poreme}aji u mi{i}ima.
Tako|e treba imati u vidu da ovaj parametar varira zajedno sa godinama i
mi{i}nom masom pacijenta. Posle obavljene nadoknade krvi, svi rastvori su dove-
li do smanjenja koncentracije ureje. Koncentracije kreatinina svih tretiranih pasa
su bile statisti~ki zna~ajno ni`e (p<0,05) u odnosu na koncentraciju kreatinina
kontrolne grupe.

Poznato je da se sve belan~evine krvne plazme osim imunoglobulina
sinteti{u u jetri. Rebanal i sar Š22¹, ukazuju da krvarenjem mo`e da se izgubi i do

400

Vet. glasnik 59 (3-4) 391 - 404 (2005) P. Stepanovi}: Efekti terapije hipovolemijskih stanja
pasa razli~itim komercijalnim rastvorima
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Diagram 10. Osmolarity of blood serum in dogs before and after administration of different substitutes
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50 posto proteina iz krvne plazme. Zbog toga oni mogu da se koriste i za procenu
stepena krvarenja. Rezultati na{ih ispitivanja ukazuju da su se kod svih tretiranih
pasa desile zna~ajne promene u pravcu smanjenja koncentracije ukupnih prote-
ina u perifernoj krvi pasa. Fiziolo{ke vrednosti za koncentraciju proteina pasa se
kre}u u rasponu od 54 do 71 g/L. Koncentracija proteina izmerena u krvi pasa u
na{em eksperimentu kod svih eksperimentalnih grupa bile su ni`e i kretale su se u
rasponu od 38 do 48 g/L. Ovaj podatak ukazuje koliko je krvarenje bilo ozbiljno,
{to zna~i da je tokom krvarenja i razvoja hipovolemiskog {oka kod tretiranih `ivoti-
nja nastalo zna~ajnije smanjenje koncentracije ukupnih proteina u krvi, {to je u
skladu sa navodima iz literature Š22¹.

Poznato je da albumini ~ine 35 do 50 posto od ukupnih proteina i da
zna~ajno doprinose odr`avanju koloidno osmotskog pritiska plazme usled svoje
male molekulske veli~ine i zastupljenosti u krvnoj plazmi. Oni tako|e slu`e i kao
proteinski nosa~ za mnoge nerastvorne organske supstancije kao {to je na primer
nekonjugovani bilirubin, razni lekovi i tako dalje Š26, 21¹. Rezultati ispitivanja
promena u kvalitativnom odnosu proteina krvne plazme u krvi svih tretiranih pasa,
pokazuju prisustvo promena kod svih glavnih kategorija proteina. Kod svih tretira-
nih pasa je utvr|eno zna~ajno smanjenje koncentracije albumina (p<0,05), {to je
u skladu sa nalazima Webba Š26¹ i Pulimood i Parka Š21¹.

Smanjenje volumena krvi u cirkulaciji pokre}e neuralne, endokrine i
druge autoregulatorne procese. Prema Dobbsu i sar Š8¹, ukoliko se obavi veoma
brza nadoknada krvi, nasta}e naglo pove}anje intravaskularnog volumena, {to }e
da pove}a minutni volumen, ali ne}e do}i i do zna~ajnog pove}anja arterijskog
pritiska. Mo}ni kardiopulmonalni i arterijalni baroreceptorni refleksi, amortizuju
akutno pove}anje pritiska tako da on po~inje da raste postepeno posle perioda
od 5 do 10 minuta od po~etka nadoknade krvi. Pove}anje arterijskog pritiska bi
posledi~no trebalo da dovede do pove}anja kapilarnog pritiska i transfera te~no-
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Dijagram 11. Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu pasa pre i posle
nadoknade razli~itim supstituentima (X ± SE) /

Diagram 11. Concentration of total proteins in blood serum of dogs before and after administration of
different substitutes

/ Total proteins



sti u intersticijalne prostore, {to }e prema Cowley i sar Š6¹, da izazove ponovno
prolazno smanjenje pritiska usled preraspodele izme|u cirkulacije i intersticijalnih
prostora. Prema navodima Mc Crae i Wildsmitha Š17¹ pacijenti su tipi~no hipoten-
zivni za vreme hipovolemije, sa smanjenom sr~anom kontraktilno{}u ili sistem-
skom vazodilatacijom. Zbog toga je brzina aplikacije infuzije veoma va`na tokom
vra}anja izgubljenog volumena. Kien i sar. su 1997. godine utvrdili da infuzione
rastvore treba aplikovati u najkra}em trajanju od trideset minuta, ~ime se izbega-
vaju sporedni efekti kao {to je hipertenzija (sistemska i pulmonalna) i aritmija. Priti-
sak se psima meri na prednjem ekstremitetu i mo`e da se koristi aparat sa
man`etnom koji se koristi za merenje kod ljudi.

Analizom ispitivanih komercijalnih rastvora i pune krvi mo`e da se iz-
vede zaklju~ak da puna krv nije uvek najbolji zamenik izgubljenog volumena. Efi-
kasnost primenjenog rastvora zavisi od koli~ine izgubljene krvi, hematokrita i kon-
centracije ve}eg broja navedenih parametara. U najve}em broju slu~ajeva te{kih
hemoragija, kao najdelotvornija se pokazala kombinacija transfuzije pune krvi sa
nekim od komercijalnih rastvora. U odeljenjima urgentrne medicine se za nadok-
nadu volumena na prvom mestu koristi Hartmanov rastvor, zatim transfuzija pune
krvi, a tek usled njenog deficita, neki od koloidnih rastvora. Najnovija istra`ivanja u
oblasti nadoknade krvi posle krvarenja su pokazala da u skorijoj budu}nosti mo`e
da se o~ekuje pojavljivanje ve}eg broja komercijalnih rastvora koji }e pored na-
doknade volumena da budu u stanju i da obavljaju transportovanje gasova u krvi
(derivati hemoglobina i perfluorokarbonatne emulzije).

402

Vet. glasnik 59 (3-4) 391 - 404 (2005) P. Stepanovi}: Efekti terapije hipovolemijskih stanja
pasa razli~itim komercijalnim rastvorima

0

20

40

60

80

100

120

0 I II III V VII X dan

%
D K P H KO

Dijagram 12. Relativna zastupljenost albumina (izra`ena u %) u krvnom serumu pasa pre i
posle nadoknade razli~itim supstituentima. (X ± SE) /

Dijagram 12. Relative representation of albumin (expressed %) in blood serum of dogs before and after
administration of different substitutes
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EFFECTS OF DIFFERENT COMMERCIAL SOLUTIONS IN THERAPY OF

HYPOVOLEMIA IN DOGS

P. Stepanovi}

Hypovolemia is represented in the clinical pathology of the dog in a high per-
centage. It mostly presents an accompanying syndrome in many diseased conditions
(vomiting, diarrhea, sequestration, burns, cold burns, ascites, periocardiac efusions, and
others), while they primarily occur following acute hemorrhagia. Having in mind its diverse
etiology, hypovolemia, in addition to a lack of fluids, can also be characterized by various
other deficiencies (of electrolytes, proteins, albumins, carbohydrates), which presents an
important factor for evaluating the condition of the patient and prescribing the adequate
therapy.

Key words: dog, hypovolemia, NaCl, Dextran, Hartman, blood, Perftoran

ÕFFEKTÀ TERAPII GIPOVOLEMI^ESKIH SOSTOÂNIY SOBAK
RAZLI^NÀMI KOMMER^ESKIMI RASTVORAMI

P. Stepanovi~

GipovolemiÔ v bolÝ{om procente predstavlena v klini~eskoy patolo-
gii sobak. Ona glavnìm obrazom predstavlÔet soboy soprovo`daÓçiy simptom
mnogih boleznennìh sostoÔniy (rvota, ponosì, sekvestraciÔ, o`ogi, merzlÔtinì,
ascit, perikardialÝnìe Ìffuzii i t. p.), poka pervi~no voznikaÓt posle ostroy
gemorragii. S u~ëtom na raznoobraznuÓ ÌtiologiÓ, gipovolemiÔ krome nedostatka
`idkosti mo`et harakterizovatÝsÔ i razli~nìmi deficitami (Ìlektrolitì, pro-
teinì, alÝbuminì, uglevodì), ~to predstavlÔet soboy predvaritelÝnoe uslovie
dlÔ ocenki sostoÔniÔ pacienta i propisìvanie adekvatnoy terapii.

KlÓ~evìe slova: sobak, gipovolemiÔ, NaCl, Dextran, Hartman, krov, Perftoran
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INFLUENCA-A INFEKCIJE @IVOTINJA I PTICA I NJIHOV
ZNA^AJ ZA EPIDEMIOLOGIJU INFLUENCE LJUDI*

INFLUENZA-A INFECTIONS IN ANIMALS AND BIRDS AND THEIR
SIGNIFICANCE IN THE EPIDEMIOLOGY OF HUMAN INFLUENZA-A

S. \uri{i}, Dubravka Milanov, T. Petrovi}**

Cilj ovog prikaza je da uka`e na dosada{nja saznanja komparativ-

nih analiza virusa influence-A, na neke ekolo{ke i epizootiolo{ke as-

pekte i na do sada registrovane slu~ajeve preno{enja ovih virusa iz-

me|u `ivotinja, `ivotinja i ptica i ljudi. Na taj na~in smatramo da }emo

pomo}i na{oj stru~noj javnosti da sveobuhvatnije sagleda sada neiz-

vesnu epizootiolo{ku (epidemiolo{ku) situaciju infekcija izazvanih viru-

sima influenca-A u svetu i sa du`nom pa`njom obezbediti mere preven-

tive.

Ovu materiju {irokih aspekata, oboga}enu svakim danom novim

informacijama, zbog ograni~enog prostora sveli smo na, u ovom tre-

nutku, biolo{ki zna~ajnije aspekte.

Tako smo ceo prikaz podelili na navedene odeljke:

Uvod sa ukazivanjem na postojanje u prirodi velikog broja virusa

influence-A sa {irokim spektrom antigenskih i biolo{kih karakteristika

kod doma}ih i divljih `ivotinja i ptica, kao i da ovi virusi mogu da budu

potencijalni izvor „novih” pandemi~nih virusa i da predstavljaju stalnu

pretnju blagostanju ljudi.

Saznanja komparativnih analiza virusa influenca-A sa posebnim

osvrtom na klasifikaciju, gra|u viriona, strukturu genoma i nomenkla-

turu, zatim na progresivnu mutaciju virusa zvanu „antigenski drift” i gen-

sku rekombinaciju zvanu „antigenski {ift”.

Virusi influence-A ljudi, `ivotinja i ptica, sa prikazom do sada identi-

fikovanih podtipova i varijanti virusa.

Preno{enje virusa izme|u `ivotinja, ptica i ljudi sa prikazom do

sada registrovanih slu~ajeva preno{enja virusa u prirodi, kao i mo-

gu}nosti eksperimentalno izazvanih infekcija teladi, svinja, mi{eva,

hr~kova, veverica izazvanih virusima influence-A koji poti~u od ptica.
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Zaklju~na razmatranja ukazuju na potrebu da se veterinarska me-

dicina intenzivnije bavi izu~avanjem biologije, genetike i epizootiolo-

gije izolovanih virusa `ivotinja i ptica i tako doprinese razre{avanju mno-

gih nepoznanica koje ~ine epidemiologiju influence ljudi izuzetnom.

Literatura prikazuje deo literature koja se koristila u pripremi

ovoga prikaza.

Klju~ne re~i: `ivotinje, ptice, ljudi, infekcije izazvane virusom
influence-A, epizootiologija, epidemiologija

Infekcije izazvane virusima influenca-A ustanovljene su kod ljudi, ve-
likog broja doma}ih i divljih `ivotinja i ptica. Sve do 1930. godine (kod svinja) i
1933 (kod ljudi), nije se znalo da influencu izazivaju virusi Š1¹. Od tada, uporedo sa
razvojem virusologije, saop{tavano je o izolovanju ovih virusa i kod mnogih dru-
gih `ivotinja i ptica. Sve do 1955. godine nije im se pridavao veliki zna~aj. Tek kada
je te godine ustanovljeno da klasi~nu kugu `ivine izaziva virus influence-A, koji se
ne razlikuje od virusa izolovanog 1933. godine kod ljudi, po~elo je da raste in-
teresovanje za ovaj kao i druge izolovane viruse `ivotinja i ptica.

Zahvaljuju}i razvoju virusologije, molekularne biologije i genetike,
izu~avanjem izolata virusa do{lo je do eksplozije informacija o njima. Dobijena
saznanja ukazala su da u prirodi postoji ogroman rezervoar virusa influenca-A sa
{irokim spektrom antigenskih i biolo{kih karakteristika. Zbog toga su neki viruso-
lozi smatrali da ovi virusi mogu da predstavljaju stalnu pretnju blagostanju ljudi,
kao potencijalni izvor „novih” pandemi~nih virusa ili kao delova njihovih genskih
komponenata Š1, 2¹.

Osim toga, verovalo se da }e ste~ena saznanja o virusima influence
nehumanog porekla doprineti da se razjasne mnogobrojne nepoznanice u ekolo-
giji i epidemiologiji influence-A ljudi, kao oboljenja najrazornije mo}i u istoriji ljud-
skog roda.

Zbog pomenutih mogu}nosti, Svetska zdravstvena organizacija je jo{
1957. godine predlo`ila koordiniraju}i istra`iva~ki program ekologije influence
kod `ivotinja i ptica, anga`uju}i na njegovoj realizaciji veliki broj laboratorija {irom
sveta Š3¹. Istovremeno, taj program je podstakao sakupljanje informacija o zoo-
noznom aspektu influence-A, kao i detaljnija izu~avanja i upore|ivanja antigen-
skih i genetskih karakteristika virusa izolovanih kod ljudi i virusa `ivotinjskog
porekla.

Cilj ovoga prikaza je da uka`e na dosada{nja saznanja komparativnih
analiza virusa influence-A, na neke ekolo{ke i epizootiolo{ke aspekte i mogu}no-
sti preno{enja ovih virusa me|u `ivotinjskim vrstama, kao i izme|u ljudi, `ivotinja i
ptica. Time je argumentovano ukazano na potrebu kontinualnog izu~avanja
influenca-A infekcija kod ljudi, `ivotinja i ptica.
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Klasifikacija virusa / Classification of viruses
Influenca virusi pripadaju familiji Orthomyxoviridae koja ima jedan ge-

nus sastavljen od tipova A, B i C Š4¹. Sva tri tipa inficiraju ~oveka, dok su `ivotinje i
ptice prijem~ive samo za tip A. Za epidemije influence ljudi odgovorni su tipovi A i
B, sa napomenom da su do sada epidemije sa te{kim posledicama po ljudski rod
izazivali samo virusi tipa A.

Podela virusa na tipove obavljena je na osnovu antigenskih karakteris-
tika unutra{njih, nukleoproteinskog (NP) i matriks proteinskog (MP) antigena. Ovi
antigeni su zajedni~ki za sve viruse influenca-A kod ljudi, `ivotinja i ptica (slika 1).

Virusi tipa A podeljeni su na podtipove u odnosu na povr{inske anti-
gene, hemaglutinin (HA) i neuraminidazu (NA). Na osnovu osobina tih povr{inskih
antigena razlikujemo influenca viruse humanog porekla od virusa `ivotinja i ptica.

Virion influence-A je rapavo sferi~an ili filamentozan, dijametra 80-
120 nm. Nukleokapsid pokazuje heli~nu simetriju i zatvoren je sa matriks protei-
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Saznanja komparativnih analiza influenca virusa /

Results of comparative analyses of the influenza-A virus

Slika 1. Model influenca-A viriona
Figure 1. Model of influenza-A virion

Izgled virusne ~estice (viriona) /Appearance of viral particle (virion)
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nom. Sa spolja{nje strane matriksa je lipidna membrana. Na njenoj povr{ini su
dva tipa glikoproteinske projekcije ili takozvanih „spajkova” sa kojima su
povezane aktivnosti hemaglutinina i neuraminidaze. To su najva`niji antigeni koji
stimuli{u za{titni imunitet kod doma}ina, ~oveka ili `ivotinje.

U nukleokapsidu viriona nalazi se jedan segmentirani, jednolan~ani
RNA-genom Š5¹. Genom sadr`i jednu nukleotidnu sekvencu komplementarnu sa
mRNA koja se nalazi u polizomalnim frakcijama inficiranih }elija na mestu na
kome se uo~ava sinteza proteina. RNA je predstavljena sa 8 diskretnih segmenata
(slika 1). Svaki segment kodira jedan polipeptid. ^ini ga jedna molekula RNA koja
funkcioni{e kao jedan gen (tabela 1).

Tabela 1. Osobine gena i genski produkti virusa influence /
Table 1. Gene characteristics and gene products of influenza virus

Segmenti
RNA

viriona,
broj gena /
Segments of
RNA virion,
number of

genes

Du`ina
nukleotidnog

lanca /
Length of
nucleotide

chain

Relativno
molarno

bogatstvo /
Relative
molar

richness

Molekularna
te`ina
x 106 /

Molecular
weight x 106

5, terminal nukleotida /
5 terminal nucleotide

1 5 10 15 20

Produkt
gena /
Gene

product

1 5100 0.7 0.89 U-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-U-A-G-U-U-U-U-U-U-A P2 P3

2 3670 0.7 0.89 A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-U-A-G-U-U-U-U-U-U-A P1

3 4230 0.7 0.80 A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-U-A-G-U-U-U-U-U-U-A P2 i P3

4 2490 0.8 0.56 A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-G-U-G-U-U-U-U-U-U-U H

5 2370 1.00 0.48 A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-G-U-A-U-U-U-U-U-U-U NP N

6 2400 1.1 0.28 A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-A-G-A-U-U-U-U-U-U-G NP N

7 930 1.3 0.21 A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-U-A-G-U-U-U-U-U-U-A N

8 820 1.2 A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
G-G-U-G-U-U-U-U-U-U-A NS

Segment broj 4 sadr`i gen za hemaglutinin, a segment 6 kodira gen za
neuraminidazu (NA). Drugi segmenti, odnosno geni, va`ni su za druge delove
strukture viriona (kapsid) ili funkcije (replikaciju).
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Genom virusa /Viral genome



Kada se RNA replikuje, sklona je da ~ini gre{ke i to mnogo vi{e nego
DNA. Zbog toga RNA virusi (i svi drugi i virus influence) imaju ~este mutacije koje
se brzo odvijaju. Kroz vreme se ove mutacije akumuliraju toliko da se virus razvije
u novi soj. Ta se progresivna mutacija naziva „antigenski drift”. Zbog toga {to oblik
proteinskog antigena polako do`ivljava promene koje se razlikuju kod svake ge-
neracije virusa i originalno antitelo prestaje da ih prepoznaje. Takav „drift” je odgo-
voran za lokalizovane pojave influence i doga|a se svake dve do tri godine.

Zbog toga {to je RNA virusa segmentirana, velika je mogu}nost da
kod simultane infekcije jedne }elije sa dva razli~ita soja virusa influence-A, potom-
stvo viriona sadr`i me{avinu roditeljskih gena. Tada postoji mogu}nost da nas-
tane 28 (=256) razli~itih kombinacija koje }e da formiraju niz RNA segmenata kod
potomstva virusa Š5¹.

Uzmimo za primer da se nove kombinacije doga|aju na HA i NA geni-
ma. Poznato je da virusi influence-A poseduju 13 HA (u novije vreme 15) i 9 NA
razli~itih vrsta gena. Svaki od viriona mo`e da sadr`i samo jedan HA i jedan NA
antigen. Ako bi jednu }eliju istovremeno inficirali H1N1 i H3N7 virusi influence,
onda bi potomci posedovali ne samo gene roditelja, ve} i me{anu kombinaciju
(slika 2).
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Slika 2. Prikaz genetske rekombinacije /
Figure 2. Presentation of genetic recombination

Two different viruses infect cell

Genetic recombination occurs and new virions are created



U ovom primeru razmenjen je samo gen iz segmenta br. 6 (gen za
neuraminidazu). Me|utim, mogu}e su razmene i drugih segmenata (ili gena) viri-
ona. Ovakve evolucije virusa nazivane su „antigenski {ift”. Takve geneti~ke re-
kombinacije bi}e od zna~aja za osobine virusa kao {to su: prijem~ivost, odnosno
sposobnost inficiranja odre|enog doma}ina, prenosivost unutar i izme|u vrsta,
virulenciju i tako dalje.

U revidiranom sistemu nomenklature, koji su 1980. godine predlo`ili
za kori{}enje eksperti Svetske zdravstvene organizacije, HA antigeni virusa in-
fluence-A (humanog i `ivotinjskog porekla) regrupisani su u 13 (u najnovije vreme
u 15) podtipova, a NA antigeni na ukupno 9 podtipova Š6¹.

Tabela 2. Podtipovi influenca-A virusa
Table 2. Subtypes of influenza-A viruses

Podtipovi hemaglutinina /
Subtypes of hemagglutinin H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15

Podtipovi neuraminidaze /
Subtypes of neuraminidase N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9

Virusi influenca-A do sada su izolovani iz ljudi, svinja, konja i niza dru-
gih `ivotinja. Od doma}ih i divljih ptica virusi su izolovani iz koko{aka, pataka,
}uraka, prepelica, fazana, gusaka, ptica selica itd.

Kod konja i svinja infekcije sa ovim virusima su akutnog toka sa zna-
cima afekcije respiratornog sistema sa visokim morbiditetom, a niskim mortalite-
tom. Kod doma}e peradi i divljih ptica infekcije sa virusima influence-A mogu da
budu asimptomatske ili u formi brzih fatalnih obolenja generalizovane prirode.

Uprkos dugoj istoriji, influenca ljudi je po~ela da se ispituje temeljnije
tek od 1932. kada je i izolovan prvi virus influence iz organizma ~oveka Š5¹. U
dvadesetom veku registrovane su tri pandemije i nekoliko epidemija influence-A
kod ljudi (tabela 3).
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Nomenklatura virusa /Virus nomenclature

Influenca-A virusi ljudi, `ivotinja i ptica /

Influenza-A viruses in humans, animals and birds

Kocirkulacija virusa u humanoj populaciji /

Cocirculation of the viruses in humans



Tabela 3. Prevalencija podtipova influenca-A virusa kod ljudi
Table 3. Prevalence of subtypes of influenza-A viruses in humans

Period /
Period

Podtipovi /
Subtypes Napomena / Note

1918-1933 H1N1 Pandemija i prvo izolovanje / Pandemic and first isolating

1934-1946 H1N1 Ustanovljene vakcinacije / Established infections

1947-1957 H1N1 Ustanovljene vakcinacije / Established infections

1957-1968 H2N2 Pandemija, Azijski grip / Pandemic, Asian Flu

1968 H3N2 Hong Kong, Pandemija / Hong Kong, Pandemic

1976 H1N1 Svinjski grip / Swine Flu

1977-2003 H1N1+H3N2

2001-2002 H1N2 Izolovan: Engleska, Izrael, Egipat / Isolated: England, Israel, Egypt

Izme|u pojedinih pandemija izazvanih »novim« antigenskim podtipo-
vima (antigenski {ift), pandemi~ni sojevi virusa do`ivljavali su manje promene
izazvane mutacijama ili selekcijom, svake dve do tri godine. Nastajale su vero-
vatno zbog selektivnog antigenskog pritiska u inficiranoj populaciji (antigenski
drift).

Na osnovu istra`ivanja izvedenih 1979-80 god. u raznim delovima
sveta, ustanovljeno je da u zapatima svinja cirkuli{u podtipovi H1N1 i H3N2 vi-
rusa. Prema podacima iz 1976 god, zapati svinja Severne Amerike bi mogli da
budu glavni rezervoar H1N1 virusa. Me|utim, saop{tenja iz drugih zemalja sveta
ukazuju na nisku prevalenciju lokalizovanih infekcija sa ovim podtipom virusa i u
Japanu, Italiji, Izraelu i nekim zemljama centralne Evrope Š7¹. Mi smo 1982 god.
ustanovili infekciju sa ovim podtipom virusa u jednom zapatu svinja u Vojvodini
Š8¹. H1N1 podtip virusa izolovan je i iz svinja u Kini, Hong-Kongu, Singapuru,
Tajvanu Š7¹. Svi izolati ovog podtipa pokazali su genetskim ispitivanjem veliku het-
erogenost RNA prema RNA virusa humanog porekla.

H3N2 podtip virusa influence-A prvi put je izolovan 1969 godine iz
svinja na Tajvanu Š9¹. Brojne varijante ovog podtipa izolovane su i kod svinja u
Hong-Kongu. U to vreme, svinje su ~esto obolevale sa signifikatnim znacima po-
sle pojave influence kod ljudi. Oligonukleotidne analize ovih varijanti pokazale su
da su poreklom od H3N2 referentnog soja virusa izolovanog 1968 god Š7¹.

Podaci o dosada{njim pojavama influence konja u svetu, ukazuju sa
su uzrokovane sa H7N7 i H3N8 virusima Š5¹. Tabelom 4 prikazujemo zemlje u ko-
jima su registrovane pojave influence izazvane pomenutim podtipovima.
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Tabela 4. Pregled zemalja u kojima je registrovana pojava influence konja
Table 4. Survey of countries in which influenza was registered in horses

H7N7 od 1956 / H7N7 since 1956 H3N8 od 1963 / H3N8 since 1963

^ehoslova~ka / Czechoslovakia SAD / USA

[vedska / Sweden Kanada / Canada

Nema~ka / Germany Engleska / England

Usa / USA [vajcarska / Switzerland

Kanada / Canada Francuska / France

Poljska / Poland Brazil / Brazil

Ma|arska / Hungary Meksiko / Mexico

Francuska / France Holandija / The Netherlands

Engleska / England Austrija / Austria

Meksiko / Mexico Ma|arska / Hungary

Jugoslavija / Yugoslavia Italija / Italy

Indija / India Rusija / Russia

Turska / Turkey Liban / Lebanon

Austrija / Austria Gr~ka / Greece

Iran / Iran Japan / Japan

Argentina / Argentina Jugoslavija / Yugoslavia

Singapur / Singapore Nema~ka / Germany

Kina / China Iran / Iran

Finska / Finland

Argentina / Argentina

Izolati poreklom iz [vedske pokazuju zna~ajne antigenske „driftove”
pa zbog toga ote`avaju primenu vakcine u suzbijanju ovih infekcija.

Veliki broj anigenski razli~itih influenca-A virusa je izolovano iz do-
ma}ih i divljih vrsta ptica. Svi do sada poznati (13H i 9N) podtipovi influence-A vi-
rusa u mnogim kombinacijama, izolovani su iz ptica. Vodene ptice, posebno
patke su glavni rezervoari virusa influence-A, ali se on izoluje i iz doma}e peradi:
koko{aka, pataka, }uraka, gusaka. Pojave influence kod peradi obi~no nastaju
preno{enjem virusa sa divljih ptica. Zna~ajnu ulogu u razmno`avanju i {irenju vi-
rusa imaju i ptice- ku}ni ljubimci.
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Tabela 5. Prikaz influenca-A virusa izolovanih iz koko{aka, }urki i pataka /
Table 5. Presentation of influenza-A viruses isolated from hens, turkeys and ducks

Zemlja /

Country
Influenca-A podtipovi /
Influenza-A subtypes

Godine izolovanja /
Year when isolated

[kotska / Scotland H5, H? N1, N7 1959, 1970

Engleska / England H1, H3-H7,
H9-H11 N1-N4, N6-N9 1956, 1962, 1963, 1966, 1969

1973, 1977, 1979-1982

^ehoslova~ka / Czechoslovakia H4 N6 1956

Kanada / Canada H5, H6, H10 N1, N2, N7-N9 1952, 1963-1968, 1974

Rusija / Russia H3-H7, H11 N1, N2, N8, N9,
N? 1960, 1963, 1967-1979

Australija / Australia H7 N7 1975

Hong Kong / Hong Kong H1-H7, H9-H11 N1-N9 1969, 1975-1978

Italija / Italy H5, H6, H10 N2, N8, N9, N? 1965, 1966, 1973, 1976-1980

Jugoslavija / Yugoslavia H10 N? 1966

Poljska / Poland H3 N? 1967

Ma|arska / Hungary H? N? 1970

Nema~ka / Germany H2 N6 1972

SAD / USA H1, H4-H7, H9 N1-N3, N5, N6,
N8, N? 1964-1971

Belgija / Belgium H6, H11 N2, N6 1978, 1979

Izrael / Israel H5, H7, H11 N2 1971, 1973, 1978, 1980

Francuska / France H6, H9 N2 1979, 1980

Preno{enje sa svinja na ~oveka / Transfer from swine to humans
Svinja mo`e da bude inficirana sa influenca-A virusima svinjskog, hu-

manog i avijarnog porekla. Zbog ovakve prijem~ivosti, svinja mo`e da bude is-
tovremeno inficirana sa virusima iz razli~itih vrsta, na primer sa virusom patke i vi-
rusom ~oveka. U takvim okolnostima postoji mogu}nost da se geni ovih virusa
izme{aju i kreiraju nov virus. Ako novi virus bude imao ve}inu gena humanog vi-
rusa, a gene za hemaglutinin i neuraminidazu od pa~ijeg virusa, bio bi u mo-
gu}nosti da inficira ~oveka i da se {iri sa osobe na osobu. Tada mo`e da nastane
pandemija influence. Iako nije uobi~ajeno da se ljudi inficiraju direktno od `ivoti-
nja, ipak su zabele`eni i takvi slu~ajevi infekcije ljudi. Mogu}nost preno{enja
H1N1 virusa sa svinje na ~oveka dokumentovana je u SAD 1976, 1977 i 1980 go-
dine Š10¹. Tih godina (1974) izolovan je i prvi influenca-A virus (A/Mayo cli-
nic/103/74) iz plu}nog tkiva petnaestogodi{njeg de~aka, umrlog od Ho~ingsove
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bolesti, koji je bio srodan virusu influence-A svinja, podtipu H1N1. @ive}i na jednoj
farmi, de~ak je bio u stalnom kontaktu sa svinjama.

Januara 1976 god. registrovana je pojava influence-A me|u regrutima
u Fort Dixu, New Jersey Š10¹. Izolovani virus iz organizma umrlog regruta bio je
H1N1 podtip i identi~an sa virusima izolovanim iz svinja na podru~ju Amerike. Kod
500 regruta su ustanovljena antitela specifi~na za taj virus. Pretpostavka je da je
neko prethodno inficiran virusom od svinja, uneo virus me|u regrute.

Iste godine na jednoj farmi svinja u Wisconsin-u neposredno posle
klini~ke pojave influence svinja, oboleo je i ~uvar-sto~ar. Virusi izolovani iz ~oveka
i svinja bili su antigenski i genetski identi~ni i pripadali su H1N1 podtipu virusa. U
Wisconsin-u je zabele`en i drugi slu~aj obolenja ~uvara svinja od influence. U tom
slu~aju ~uvar je dalje preneo virus na jo{ dva radnika na farmi.

Preno{enje sa ~oveka na svinju / Transfer from humans to swine
Za vreme pandemije influence 1918 god. kod ljudi, jedan ameri~ki vet-

erinar registrovao je iznenadnu pojavu epizootije kod svinja u Ajovi. Zbog sli~nih
manifestacija bolesti kao kod ljudi, pretpostavilo se da je virus influence prenet sa
~oveka na svinje, mada su opet neki epidemiolozi tvrdili da je virus sa svinje pre-
net na ljude. Retrogradne filogenetske analize potvrdile su da je infekciju izazvao
N1H1 podtip virusa Š11¹.

Podtip virusa influence H3N2 igleda da je ubikvitaran kod `ivotinja i
mnogo puta je izolovan iz svinja. Pojava varijanti ovog podtipa virusa u zapatima
svinja obi~no koincidira sa pojavom infekcije u humanoj populaciji Š12¹. Izo-
lovanje iz svinja virusa sli~nih virusu A/Hong Kong/ 68, sugeri{u da svinje mogu
da budu potencijalni rezervoar virusa za budu}u pandemiju influence ljudi.

Preno{enje sa konja na ljude / Transfer from horses to humans
Postoje saop{tenja da su ljudi ro|eni u devetnaestom veku posedo-

vali antitela za H3 antigen virusa influence-A konjskog porekla. Zbog toga se pret-
postavlja da je pandemija influence ljudi iz 1889-1890 god. bila izazvana virusom
influence poreklom od konja Š5¹.

Preno{enja sa ljudi na konje / Transfer from humans to horses
Postoji vi{e saop{tenja o infekcijama konja sa influenca-A podtipo-

vima H1N1, H2N2 i H3N2 i to obi~no u koincidenciji sa pojavama humane influ-
ence. Eksperimentalne infekcije konja sa ovim humanim podtipovima virusa,
potvrdile su prijem~ivost konja na ove viruse Š5¹.

Preno{enje sa ptica na ljude / Transfer from birds to humans
Prvo saop{tenje o izolovanju H7N1 podtipa virusa avijarnog porekla je

iz 1970. god. Te godine je izolovan pomenuti podtip virusa iz organizma ~oveka
obolelog od hepatitisa i kod njega nisu ustanovljena antitela za taj virus. Pande-
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mi~an podtip virusa H3N2 evoluirao je iz podtipa H2N2 i virusa donatora H-
antigena H3N8 avijarnog porekla. N antigen je dobijen od azijskog soja virusa.

Tokom 1997 god. podtip virusa H5N1 influence A ubijao je `ivinu u
Hong Kongu i cirkulisao u prirodi u populaciji divljih ptica, dok je u pro{losti
mogao da inficira samo `ivinu. Na kraju iste godine po~ele su infekcije i kod ljudi
sa katastrofalnim posledicama. Od 18 osoba sa potvr|enom H5N1 infekcijom,
umrlo je 6. Me|utim, tokom ove pojave influence nije ustanovljeno preno{enje in-
fekcije sa ~oveka na ~oveka Š11¹. Kako je u Hong Kongu `ivina uni{tena, nisu regi-
strovani novi slu~ajevi obolevanja ljudi. Genetskom analizom izolata virusa us-
tanovljeno je da su svi geni H5N1 virusa bili pti~jeg porekla. Nije utvr|eno koje su
to genetske promene omogu}ile virusu da inficira ljude. Izolati H5N1 virusa mogli
su da se podele na dve grupe. Jedna grupa (HK483) je jako patogena za mi{eve,
dok je druga (HK486) bila slabo patogena. Rekombinacija je pokazala da je PB2
gen virusa (kodira jedan od integralnih proteina polimeraze) vezan za HA (hema-
glutinin) koji je izgleda odgovoran za virulenciju. Analizom sekvenci aminokiselina
PB2 proteina, ustanovljeno je da postoje razlike kod 8 aminokiselina izme|u PB2
od HK483 i HK486. Po{to se ovaj virus nije prenosio sa jedne na drugu osobu,
mi{ljenje je da za sada ovaj virus nije pandemi~an Š11¹.

Krajem oktobra 2003.god, u Vijetnamu u Hanojskoj bolnici je le~eno
od te{kog oblika respiratornog obolenja 14 osoba (13 dece i 1 mladi}). Umrlo je
11-oro dece i majka jednog umrlog de~aka. Iz organizma ovih pacijenata izolovan
je H5N1 virus Š13¹.

Infekcije sa H5N1 virusom pojavile su se iste godine u Kini kod dva
stanovnika Hong Konga koji su doputovali u Kinu. Jedan od obolelih je umro Š13¹.

Tokom 2003.godine registrovana je masovna pojava influenca-A in-
fekcije `ivine sa H5N1 podtipom virusa Š13¹. Sekvencioniranjem genoma izolova-
nih virusa, ustanovljeno je da virusi poseduju gene avijarnog porekla i da nemaju
gene humanog porekla. Ukoliko bi ih rekombinacijama ovi virusi stekli, bilo bi
omogu}eno preno{enje i sa ~oveka na ~oveka.

Pojava ovog virusa u decembru 2003. registrovana je i u Ju`noj Koreji i
Japanu.

Na farmama `ivine u Holandiji februara 2003 registrovana je cirkulcija
H7N7 podtipa virusa koji je izazvao masovna uginu}a kod `ivine i obolenje kod 80
ljudi sa smrtnim ishodom kod jednog veterinara Š14¹.

Razli~iti podtipovi influenca-A virusa ptica ispitivani su na sposobnost
da se razmno`avaju u organizmima `ivotinja: teladi, svinja, mi{eva, hr~kova,
veverica, lasica, prepelica. Ve}ina virusa razmno`avala se do izvesnog stepena u
organizmu ovih `ivotinja. Neki su se podtipovi pona{ali sli~no virusima `ivotinja,
dok su neki bili ograni~eni u razmno`avanju Š15¹.
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Podaci prezentirani u ovom prikazu ukazuju da su do sada ste~ena
saznanja o komparativnim analizama, kao i o nekim ekolo{kim i epizootiolo{kim
(epidemiolo{kim) aspektima virusa influence A dovoljna da, pre svega shvatimo
potrebu da im posvetimo mnogo ve}u pa`nju nego do sada.

U okviru svojih nadle`nosti u za{titi zdravlja ljudi, veterinarska me-
dicina bi bave}i se intenzivnije izu~avanjem biologije, genetike i epizootiologije
izolovanih virusa influence-A iz `ivotinja i ptica (posebno vodenih ptica), dala
najve}i doprinos razre{avanju mnogih nepoznanica koje ~ine izuzetnom epide-
miologiju influence-A ljudi. Na taj na~in bi se spre~io i negativan uticaj koji ova
bolest mo`e da ima na dru{tvo preko socio-ekonomskih faktora.

U poslednje vreme neizvesna epizootiologija (epidemiologija) influen-
ce-A na dalekom istoku i nekim zemljama Evrope pokazuje koliko je na{e znanje o
ovom obolenju ograni~eno. I zbog toga kod pojedinaca postoji opravdana
sumnja da bi do sada ste~ena saznanja o influenca-A virusima mogla sa vi{e us-
peha, nego {to je to u~injeno 1918.god, da preveniraju neku mogu}u narednu
pandemiju. Novija saznanja o epizootiologiji (epidemiologiji) ukazuju da postoji
mogu}nost pojave razornih epidemija koje bi izazvali „novi” virusi nastali rekombi-
nacijom gena virusa animalnog ili pti~jeg porekla i egzistiraju}eg virusa humanog
porekla. Jedina mogu}nost koja nam je za sada na raspolaganju da preveniramo
takvu pojavu je da spre~imo kontakt doma}ih `ivotinja i ptica (koko{aka, pataka,
}uraka) sa divljim, posebno vodenim pticama. Te ptice su u prirodi glavni izvor vi-
rusa influence-A. Za sada druga sredstva preventive (vakcine, lekovi) nisu pri-
menljivi.
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INFLUENZA-A INFECTIONS IN ANIMALS AND BIRDS AND THEIR SIGNIFICANCE IN

THE EPIDEMIOLOGY OF HUMAN INFLUENZA-A

S. \uri{i}, Dubravka Milanov, T. Petrovi}

The objective of this presentation is to point out at knowledge obtained so far
through comparative analyses of the influenza-A virus, certain ecological and epizooti-
ological aspects, and at the cases registered so far of the transfer of this virus among ani-
mals, animals and birds and humans. In this way, we believe we will help our professional
public to take a more comprehensive view of the currently uncertain epizootiological (epi-
demiological) situation regarding infections with influenza-A viruses in the world, and to se-
cure preventive measures with due attention.

New information is daily added to this matter, which is of wide-ranging as-
pects, and, because of insufficient space, we have limited this work to the aspects which
are currently biologically the most significant.

Consequently, we have divided the entire presentation into the following sec-
tions:

Introduction with emphasis on the existence of large numbers of influenza-A
viruses in nature, with a wide range of antigenic and biological characteristics in domestic
and wild animals and birds, as well as on the fact that these viruses can be a potential
source of so-called new pandemic viruses and pose a constant threat to human welfare.

Results of comparative analyses of the influnza-A virus, with special emphasis
on classification, virion structure, genome structure and nomenclature, on the progressive
mutation of the virus, known as antigenic drift, and the genetic recombination, known as
antigenic shift.

Influenza-A viruses in humans, animals and birds with a presentation of sub-
types and variants of the virus identified so far.

Transfer of the virus among animals, birds and humans, with a presentation of
cases registered so far of virus transfer in nature, as well as possibilities for experimental in-
fections of calves, swine, mice, hamsters, and squirrels with influenza-A viruses originating
from birds.

Concluding remarks indicate the need for veterinary medicine to be more in-
tensely engaged on investigations of the biology, genetics and epizootiology of isolated vi-
ruses in animal and birds, and thus to contribute to the clarification of numerous unknown
factors that render influenza epidemiology in humans so exceptional.

References show a part of the literature used in preparing this presentation.

Key words: animals, birds, humans, infection caused by influenza-A virus, epizootiology,
epidemiology
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INFLÁÕNCA-A INFEKCII @IVOTNÀH I PTIC I IH ZNA^ENIE DLÂ
ÕPIDEMIOLOGII INFLÁENCÀ-A LÁDEY

S. D`uri{i~, Dubravka Milanov, T. Petrovi~

CelÝ Ìtogo pokaza ukazatÝ na bìv{ie do sih por poznaniÔ sravni-
telÝnìh analizov virusa inflÓÌncì-A, na nekotorìe Ìkologi~eskie aspektì i na
do sih por registrirovannìe slu~ai pereneseniÔ Ìtih vìrusov sredi `ivotnìh i
ptic i lÓdey. Takim obrazom mì s~itaem, mì momo`em na{ey specialÝnoy obçest-
vennosti vseobÍemlÓçie uvideltÝ teperÝ neizvestnuÓ Ìpizootiologi~eskuÓ
(epidemiologi~eskuÓ) situaciÓ infekciy s inflÓÌnca-A virusami v mire i s
dol`nìm vnimaniem obespe~itÝ merì preventivì.

Õto veçestvo {irokih aspektov, obogaçeno ka`dìm dnÒm novìmi in-
formaciÔmi, iz-za orani~ennogo prostora mì sveli na, v Ìtom mgnovenii, bio-
logi~eski bolee zna~itelÝnìe aspektì.

Tak mì celìy pokaz razdelili na sleduÓçie otdelì:
Vvedenie s ukazìvaniem na suçestvovanie v prirode bolÝ{ogo ~isla

inflÓÌnca-A virusa s {irokim spektrom antigennìh i biologi~eskih harakteris-
tik u domaçnih i dikih `ivotnìh i ptic,slovno i ~to Ìti virusì mogut bìtÝ poten-

cialÝnìy isto~nik „novìh” pandemi~eskih virusov i ~to predstavlÔÓt soboy pos-
toÔnnuÓ ugrozu blagosostoÔniÓ lÓdey.

PoznaniÔ sravnitelÝnìh analizov inflÓÌnca-A virusa s otdelÝnìm
obzorom na klassifikaciÓ, stroenie viriona, strukturu genoma i nomenklaturu,

zatem na progressivnuÓ mutaciÓ virusa, zvannuÓ „antigennìy drift” i gennuÓ re-

kombinaciÓ, zvannuÓ „antigennìy {ift”.
InflÓÌnca-A virusì lÓdey, `ivotnìh i ptic s pokazom do sih por

identificirovannìh podtipov i variantov virusov.
Perenesenie virusa sredi `ivotnìh, ptic i lÓdey s pokazom do sih

por registrirovannìh slu~aev pereneseniÔ virusa v prirode, slovno i vozmo`no-
sti ÌksperimentalÝnìh infekciy telÔt, sviney, mì{ey, homÔkov, belok s inflÓ-
Ìnca-A virusami i proisho`deniem ot ptic.

ZaklÓ~itatelÝnìe rassmatrivaniÔ ukazìvaÓt na nu`du, ~to veteri-
narnÔ medicina bolee intensivno zanimaetsÔ izu~eniem biologii, genetiki i
Ìpizootologii, izolirovannìh virusov `ivotnìh i ptic i tak sodeystvuet raz-
re{eniÓ mnogih neznakomstv, sostavlÔÓçie }pidemiologiÓ inflÓÌncì lÓdey
isklÓ~itelÝnoy.

Literatura pokazìvaet ~astÝ literatirì,polÝzovannoy v podgotovke
Ìtogo pokaza.

KlÓ~evìe slova: `ivotnìe, pticì, lÓdi, infekcii, vìzvannìe virusom
inflÓÌncì-A, ÌpizootiologiÔ, ÌpidemiologiÔ
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UDK 619:616.995.1(497.1)

HELMINTOZE DIGESTIVNOG TRAKTA DOMA]IH
@IVOTINJA U NEKIM DELOVIMA SRBIJE*

HELMINTHOSES OF DIGESTIVE TRACT IN DOMESTIC ANIMALS IN
DIFFERENT EPIZOOTIOLOGICAL REGIONS OF REPUBLIC OF SERBIA

Tamara Ili}, Sanda Dimitrijevi}**

Veliku zastupljenost razli~itih parazitoza u na{oj zemlji uslovljavaju

geografski polo`aj i klimatski uslovi pojedinih podru~ja, velike aglome-

racije stoke na nekim lokalitetima, nezadovoljavaju}i nivo zoohigijen-

skih uslova u objektima za stoku i na ispustima, kvalitativno i kvantita-

tivno neodgovaraju}a ishrana, nizak higijenski nivo ishrane i napajanja,

ograni~ene pa{ne povr{ine i njihov slab kvalitet, ekstenzivan na~in

dr`anja i ishrane `ivotinja, prisustvo odgovaraju}ih vektora ili prelaznih

doma}in, kao i nizak stru~ni i kulturni nivo sto~ara.

Preveniranje parazitskih infekcija i borba protiv njihovih uzro~nika

podrazumeva prekidanje lanca biolo{kog ciklusa parazita u nekom od

stadijuma njihovog razvoja. Zato je neophodno da se uni{tavaju naj-

osetljiviji i u momentu tretiranja, najdostupniji razvojni oblici parazita.

U uslovima kada se dinamika epizootiolo{ke situacije na terenu

neo~ekivano menja, neophodno je da se adekvatnom primenom me-

toda terapije i profilakse u veterinarskoj medicini sprovodi organi-

zovana i planska borba protiv parazitskih infekcija.

Klju~ne re~i: goveda, ovce, svinje, konji, helmintoze, epizootiologija

U na{oj zemlji veliku zastupljenost razli~itih parazitoza uslovljavaju
geografski polo`aj i klimatski uslovi pojedinih podru~ja, velike aglomeracije stoke
na nekim lokalitetima, nezadovoljavaju}i nivo zoohigijenskih uslova u objektima
za stoku i na ispustima, kvalitativno i kvantitativno neodgovaraju}a ishrana, nizak
higijenski nivo ishrane i napajanja, ograni~ene pa{ne povr{ine i njihov slab kvali-
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tet, ekstenzivan na~in dr`anja i ishrane `ivotinja, prisustvo odgovaraju}ih vektora
ili prelaznih doma}ina, kao i nizak stru~ni i kulturni nivo sto~ara Š2, 3¹.

Za borbu protiv parazitskih bolesti veoma je va`no da veterinar dobro
poznaje teren na kome radi, odnosno da se potrudi da upozna epizootiolo{ku
situaciju postoje}ih parazitskih bolesti na svom terenu i {tete nastale kao posle-
dica parazitizma aktuelnih uzro~nika. Tako|e je obavezan da proveri socijalni, kul-
turni i materijalni nivo, kao i mogu}nost sto~ara za prihvatanje antiparazitskih ak-
cija. Zato pre svakog vida organizovane borbe protiv parazitoza, treba da se
sprovede odgovaraju}i edukativni i propagandni program, kroz koji }e vlasnici
`ivotinja da se upoznaju sa postoje}om problematikom. Zami{ljenu akciju mo-
gu}e je sprovesti u {irim razmerama, tek kada vlasnici budu uvereni da je ona i ko-
risna. Planiranju ovakvog posla uvek treba da se pristupi oprezno i uz dobre pri-
preme, jer se u slu~aju i najmanjeg propusta i neuspeha sto~ari te{ko mogu da
privole na novi poku{aj Š4, 6, 11¹.

Cilj ovoga rada je da se prika`e zastupljenost pojedinih grupa helmin-
toza, na razli~itim epizootiolo{kim podru~jima Republike Srbije, u proteklih pet
godina. Na ovaj na~in, nastojali smo da damo uporedni prikaz epizootiolo{ke
situacije na posmatranim lokalitetima i razlike u pogledu u~estalosti pojavljivanja
trematodoza, cestodoza i nematodoza, na svakom od njih.

Pojedina~ni i grupni uzorci fecesa uzorkovani su od `ivotinja ~iji je
na~in uzgoja stajski, pa{ni ili kombinovani. Uzorci su ispitivani kvalitativnim meto-
dama koprolo{kog pregleda, sa koncentracijom i bez koncentracije parazitskih
elemenata. Dijagnostikovanje trematodoza, cestodoza i nematodoza, obuhvatilo
je koprolo{ku analizu navedenog broja uzoraka fecesa: 492 (goveda), 276 (ovce),
402 (svinje) i 68 (konji) – za Brani~evski okrug; 308 (goveda), 426 (ovce), 92
(svinje) i 24 (konji) – za Zlatiborski okrug; 346 (goveda), 168 (ovce), 126 (svinje) i
14 (konji) – za Ni{avski okrug i 416 (goveda), 228 (ovce), 156 (svinje) i 58 (konji) –
za Ju`no-banatski okrug.

Rezultati obavljene koprolo{ke analize ukazuju da je najve}i procenat
goveda inficiranih trematodama, ustanovljen na teritoriji Ni{avskog okruga i izno-
sio je 86,71 posto. Najni`i ekstenzitet infekcije goveda izazvan trematodama,
utvr|en je na teritoriji Ju`no-banatskog okruga i u odnosu na ukupan broj pre-
gledanih `ivotinja bio je 17,31 posto. Trematodoze ovaca su bile najzastupljenije
na podru~ju Zlatiborskog okruga (98,12%), dok je kod ovaca sa teritorije Ju`no-
banatskog okruga dijagnostikovan najmanji broj uzro~nika iz ove grupe (24,56%).
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U poslednjih pet godina, na podru~ju Brani~evskog i Ju`no-banat-
skog okruga u~estalost pojavljivanja trematodoza je smanjena u odnosu na peri-
od od pre petnaest godina, kada je prevalencija ovih helmintoza bila znatno ve}a
(tabela 1).

U periodu od 1999. do 2004. godine, na posmatranim lokalitetima od
cestodoza je dijagnostikovana samo monijezioza. Izuzetak je predstavljao Bra-
ni~evski okrug, na ~ijoj teritoriji nije dijagnostikovana ova cestodoza. Na teritoriji
Zlatiborskog okruga monijezioza je ustanovljena samo kod ovaca (45,07%). Teri-
torija Ni{avskog okruga pokazuje ni`i stepen inficiranosti ovom anoplocefalidom,
koja je dijagnostikovana i kod goveda (15,03%) i kod ovaca (21,43%) sa navede-
nog podru~ja. Na teritoriji Ju`no-banatskog okruga monijezioza je dijagnostiko-
vana samo kod ovaca, pri ~emu su od 228 pregledanih uzoraka fecesa 42 bila
pozitivna, {to iznosi 26,92 posto.

U posmatranom petogodi{njem periodu, parazitske infekcije prouz-
rokovane nematodama su bile naju~estalije. Najve}i broj inficiranih goveda us-
tanovljen je na teritoriji Ju`no-banatskog okruga (78,85%), dok je na teritoriji
Ni{avskog okruga u~estalost pojavljivanja infekcija prouzrokovanih nematodama
bila najni`a i iznosila je 38,15 posto. Kod goveda koja poti~u sa teritorije Zlatibor-
skog okruga, nematodoze su zastupljene u pribli`no istom procentu (78,58%) kao
kod goveda sa teritorije Ju`no-banatskog okruga. Goveda koja poti~u sa teritorije
Brani~evskog okruga, pokazuju skoro identi~nu zastupljenost nematodoza
(38,21%), kao i goveda sa teritorije Ni{avskog okruga (tabela 1).

Najve}i stepen inficiranosti nematodama pokazuju ovce koje poti~u
sa teritorije Ju`no-banatskog okruga (71,05%). Najni`i ekstenzitet infekcije ovaca
uzro~nicima nematodoza, dijagnostikovan je na podru~ju Brani~evskog okruga
(46,37%). Zastupljenost nematodoza kod svinja bila je najve}a na teritoriji Ni{av-
skog okruga (92,06%), a najni`a na teritoriji Zlatiborskog okruga (86,95%). [to se
ti~e konja, najve}a zastupljenost nematodoza je dijagnostikovana na teritoriji
Brani~evskog okruga (88,24%), dok je najni`a bila ustanovljena na teritoriji Zlati-
borskog okruga (66,66%).

Iz izlo`enog se vidi da je zastupljenost nematodoza bila najevidentnija
me|u populacijom svinja (92,06%), da je anoplocefalidoza bila najdominantnija
kod ovaca (45,07%), kao i da su po pitanju trematodoza, tako|e, najugro`enije
bile ovce (98,12%).

Rezultati koje prezentuje ovaj rad su imali za cilj da poslu`e kao mera
pore|enja epizootiolo{ke situacije na nekim podru~jima na{e zemlje, u posled-
njih nekoliko godina i deset do petnaest godina ranije. Ovo je naro~ito va`no zbog
toga {to u poslednje vreme podru~ja koja su bila distrikti izvesnih helmintoza, po-
kazuju zna~ajno smanjenje ili potpuno odsustvo uzro~nika ovih parazitoza, u od-
nosu na njihovu procentualnu zastupljenost od pre desetak godina. S druge
strane, na nekim od posmatranih lokaliteta pojedini paraziti su konstantno pri-
sutni, {to mo`e da se pripi{e i neadekvatnim tretmanima le~enja, koji imaju kao
posledicu razvoj rezistencije parazita prema upotrebljenim anthelminticima Š3, 8¹.
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Upravo zbog toga, potrebno je da se sprovodi minimalan, ali efikasan
broj tretmana i treba da se izbegava preventivna dehelmintizacija novih `ivotinja,
pre nego {to se pridru`e ve} postoje}im jedinkama u odre|enom arealu. U pro-
gramima suzbijanja parazitskih infekcija neophodno je da se naizmeni~no pri-
menjuju sredstva iz razli~itih hemijskih grupa, naj~e{}e u vidu rotacije tokom go-
dine, odnosno jednog generacijskog ciklusa parazita Š1, 4, 5, 10¹.

Sa aspekta epizootiologije, najefikasnije je plansko i sveobuhvatno
suzbijanje, s obzirom da je ve}ina parazitskih bolesti enzootskog i epizootskog
karaktera. Pojedina~no suzbijanje parazitoza nema efekta, jer dovodi do po-
bolj{anja samo kod manjeg broja `ivotinja, koje nisu za{ti}ene od ponovne infek-
cije, kada dospeju u kontakt sa netretiranim jedinkama Š4, 7, 9¹.

U uslovima kada se dinamika epizootiolo{ke situacije menja na pre-
thodno prikazan na~in, neophodno je adekvatnom primenom metoda terapije i
prevencije sprovoditi u veterinarskoj medicini, organizovanu i plansku borbu pro-
tiv parazitskih infekcija.

Preveniranje parazitskih infekcija i borba protiv njihovih uzro~nika, po-
drazumeva prekidanje lanca biolo{kog ciklusa parazita, u nekom od stadijuma
njihovog razvoja. Zato je neophodno da se uni{tavaju najosetljiviji i u momentu
tretiranja, najdostupniji razvojni oblici parazita.

Prilikom odlu~ivanja za neki od na~ina suzbijanja, veoma je va`no da
se ustanovi u kom obliku se javljaju postoje}e parazitoze.
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prospets for biological control of the free-living stages of nematode parasites of livestock.
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HELMINTHOSES OF DIGESTIVE TRACT IN DOMESTIC ANIMALS IN DIFFERENT

EPIZOOTIOLOGICAL REGIONS OF REPUBLIC OF SERBIA

Tamara Ili}, Sanda Dimitrijevi}

Parasitic helminthoses in domestic animals are triggered by causes originat-
ing from the classes: Trematoda (flatworms), Cestoda (tapeworms), and Nematoda
(roundworms), which are in most cases endoparasites.

The big presence of different parasitoses in our country are a result of the geo-
graphic position and the climatic conditions of certain areas, large agglomerations of cattle
in certain localities, an unsatisfactory level of zoohygienic conditions in cattle facilities and
on pastures, a diet that is inadequate both in quality and in quantity, a low hygiene level of
the diet and watering, limited areas for grazing and their poor quality, extensive mainte-
nance and diet of the animals, the presence of corresponding vectors or transitory hosts,
as well as a low professional and cultural level of cattle farmers.

The prevention of parasitic infections and the fight against their causes implies
the severing of the chain of the parasite’s biological cycle during one of the stages of its de-
velopment. That is why it is necessary to destroy the most sensitive ones and the most
available development forms of the parasite.

Under the conditions when the dynamics of the epizootiological situation in
the field is changing unexpectedly, it is necessary to apply the adequate therapeutic meth-
ods and prophylaxis in veterinary medicine, and to conduct an organized and planned fight
against parasitic infections.

Key words: Trematoda, Cestoda, Nematoda, epizootiology, coprological diagnostics

GELÃMINTOZÀ PIÇEVARITELÃNOGO TRAKTA DOMA[NIH @IVOTNÀH V
NEKOTORÀH ^ASTÂH SERBII

Tamara Ili~, Sanda Dimitrievi~

BolÝ{uÓ predstavlennostÝ razli~nìh parazitoz v na{ey strane obu-
slovlivaÓt geografi~eskoe polo`enie i klimati~eskie usloviÔ otdelÝnìh ray-
onov bolÝ{ie agglomeracii skota na nekotorìh rayonov, bolÝ{ie aglomeracii
skota na nekotorìh mestah, neudovletvorÔçiy urovenÝ zoogigieni~eskih usloviy
v skotovod~eskih obÍektah i na vìpasah (dlÔ skota), ka~estvenno i koli~estvenno
nesootvetstvuÓçee kormlenie, nizkiy gigieni~eskiy urovenÝ kormleniÔ i napai-
vaniÔ, ograni~ennìe pastbiçnìe poverhnosti i ih slaboe ka~estvo, Ìkstensivnìy
sposob soder`aniÔ i kormleniÔ `ivotnìh, slovno i nizkiy specialÝnìy i kulÝ-
turnìy urovenÝ skotovodov.
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Prevenirovanie parazitarnìh infekciy i borÝba protiv ih vozbu-
diteley, podrazumevaet prerìvanie cepi biologi~eskogo cikla parazitov, v neko-
toroy iz stadiy ih razvitiÔ. Potomu neobhodimo uni~to`atÝ naibolee ~uvstvi-
telÝnìe i v momente le~eniÔ, naibolee dostupnìe razvivaÓçie formì parazi-
tov.

V aspekte Ìpizootologii, naibolee Ìffektivnoe planovoe i vseo-
bÍemlÓçee podavlenie, s u~ëtom, ~to bolÝ{instvo parazitarnìh bolezney Ìnzo-
oti~eskogo i Ìpizooti~eskogo haraktera. OtdelÝnoe podavlenie parazitozov ne
imeet Ìffekta, ibo privodit do ulu~{eniÔ tolÝko u bolee malenÝkogo ~isla `iv-
otnìh, kotorìe ne ohranënnìe ot povtornoy infekcii, kogda popadut v kontakt s
nele~ennìm edini~nìm `ivotnìm.

KlÓ~evìe slova: trematodì, cestodì, nematodì, ÌpizootologiÔ, koprologi~eskaÔ
diagnostika
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UDK 619:616.981.48:637

THE PRESENCE OF VEROTOXINOGENIC E. COLI IN SOME

FOODS*

PRISUSTVO VEROTOKSINOGENE E.COLI U NEKIM NAMIRNICAMA

K. Bostan, O. Cetin, O. Ergun**

In this study 30 samples each of ready-to-cook meatballs and

white cheese as well as 96 samples of various ready-to-eat foods, ob-

tained from different sales outlets in Istanbul, were analysed for the

presence of verotoxins (consequently verotoxigenic E. coli) E. coli with

the aid of the enzyme immunoassay technique. Additionally, total coli-

form and chromogenic E. coli count were determined by cultural meth-

ods for all food samples. E. coli growth was detected in all ready-to-

cook meatballs (100%), in 27 of the white cheese samples (90%) and

in 69 of the other ready-to-eat food samples (71.9%). Verotoxins, how-

ever, could not be detected in any of the samples examined with the aid

of the ELISA technique. The findings of this study indicate a low micro-

biological quality of the analysed meatball, white cheese and ready-to-

eat food samples; a considerable part of them did not conform to legal

standards. However, within the sensitivity limits of the method applied

no verotoxinogenic E. coli could be detected.

Key words: Verotoxin, Escherichia coli, meatball, cheese,
ready-to-eat food

Escherichia coli (E. coli), a member of the Enterobacteriaceae, are
motile, non-spore-forming bacilli that stain Gram-negative. The bacterium lives
commensally in the intestines of humans and warm blooded animals. Thus, the
presence of E. coli in foods usually indicates a lack of hygiene in handling and
production operations, and the possible presence of enteric pathogens. Many
strains of E. coli bacteria are harmless. However, some strains are pathogenic and
may cause serious illness in people Š22¹. Enterohaemorhagic E. coli (EHEC),
which was first recognized as a cause of illness in 1982, has been held responsi-
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ble for some cases of very severe poisoning that ended in death Š6, 23, 9, 20, 3¹.
EHEC includes E. coli strains (E. coli O157:H7) that produce verotoxins (VT1 and
VT2). Verotoxins have a cytotoxic effect and also produced by some other E. coli

serotypes Š15¹. Verotoxin-producing E. coli (VTEC) are considered a major cause
of gastrointestinal disease in developed countries. The nature of illness can range
from a mild form of diarrhea to more severe forms known as hemorrhagic colitis
and hemolytic uremic syndrome Š30, 28¹. Although the number of organisms re-
quired to cause disease is not known, it is suspected to be very small.

The main sources of infection are meat and meat products from cattle,
sheep and goats. Among other known sources of infection are consumption of
sprouts, vegetable salad, unpasteurized milk and juice. Insufficient cooking or
raw consumption of contaminated products increases the risk of poisoning Š36,
28¹. The presence of verotoxigenic E. coli in various foods has been investigated
by several researchers. The general finding was a low rate of incidence in animal
based food Š5, 26, 17, 13, 87¹. There are various methods for isolation of verotoxi-
genic E. coli from food and other material. However, these methods are rather on-
erous and time consuming. In contrast, detection of toxins (verotoxin) from an en-
richment culture using immunoenzymatic assay as a way of identifying the VTEC
in foods is more easy, fast and sensitive Š32, 14, 27, 25¹. This study has been real-
ised with the aim of determining with the aid of the ELISA technique the presence
of verotoxinogenic E. coli in ready-to-cook meatballs, cheese and ready-to-eat
foods marketed in Istanbul.

Materials / Materijal
In this study a total of 156 food samples, which are composed of 30

ready-to-cook meatball, 30 white pickled cheese and 96 ready-to-eat food (tradi-
tional Turkish cold dishes) and marketed without packaging, have been analysed.
The samples were obtained from various markets and other sales outlets in Istan-
bul. The samples were placed in sterile plastic bags and were transported imme-
diately to the laboratory under hygienic conditions.

Microbiological analyses / Mikrobiolo{ke analize
A 10 g sample of each food sample was homogenised 1:10 (w/v) with

sterile 0.1 % peptone water for 2 min in a Stomacher Lab-Blender (Seward). Serial
10-fold dilutions were prepared from the same solution and inoculated in appro-
priate growth media Š12¹.

Total coliform and E. coli count were determined on Chromogenic E.

coli / Coliform Medium Agar (Oxoid, CM 0956) by using pour plate technique. The
plates were incubated for 24 hours at 37°C and evaluated. Red to pink colonies
were considered total coliform and dark-blue to violet colonies presumptive E. coli

Š10, 19¹.
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Detection of verotoxin / Ustanovljavanje verotoksina
The presence of verotoxins was determined by ELISA-based Ridas-

creen Verotoxin Test Kit (Biopharm, R5701). Toxin detection was carried out after
cultural enrichment. For this purpose, food samples (25 g) were added into 225 ml
modified Tryptic Soy broth (mTSB, Oxoid CM129) supplemented with 1.0 ml of a
0.45% novobiocin (Biochemika 71882) and incubated overnight at 37°C. This was
folloÓed by short centrifugation and the supernatant was directly applied into the
assay. The assay was performed following the manufacturer's instructions to de-
tect VT1 and VT2. The readings were taken at 450 nm wavelength using an auto-
mated micro plate reader (ELx-800, Universal Microplate Reader, BIO-TEK).

In this study, coliform and E. coli growth were detected in all ready-to-
cook meatball samples (Tables 1 and 3). The average coliform and E. coli counts
were high and determined as 1.2x105 cfu/g and 3.4x104 cfu/g, respectively. The
high contamination rate and average counts may be explained as a sign of the low
hygienic quality of the meatballs. Another reason for the high count of microor-
ganisms may be due to the fact that they were collected during a relatively hot
season (from May to August) of the year. Chapman et al. Š7¹ who investigated the
presence of E. coli in meat and raw meat products found microorganism counts in
lamb and beef collected during July and August exceeding 104 cfu/g. The Turkish
Food Codex Directive on prepared meat mixtures Š31¹ sets a limit for E. coli of
5.0x103 cfu/g. In 24 of the samples (80%), the E. coli count was above the legal
limit.

Table 1. Coliform counts of the cheese and ready-to-cook meatball samples (cfu/g)
Tabela 1. Koliformna merenja uzoraka sira i polupripremljenih }ufti (cfu/g)

Sample / Uzorak n /
n

The lowest /
Najni`e

The highest /
Najvi{e

Average /
Prose~no

Meatball / Mesna }ufta 30 6.8x102 3.9x105 1.2x105

White pickled cheese /
Beli za~injeni sir 30 <10 (3) 5.1x105 7.9x104

Of the cheese samples, only 3 (10%) were negative for coliform and E.

coli growth (Tables 1 and 3). In twenty five samples the coliform and E. coli count
exceeded 100 cfu/g. According to the cheese standard issued by the Institute for
Turkish Standards Š34¹, the coliform count in 1g of white cheese must not exceed
100, while E. coli must not be present at all. This means that 80% of the examined
white cheese samples did not conform to that standard with respect to their coli-
form count while 90% failed to meet the E. coli condition. The average coliform
count was found to be 7.9x104 cfu/g while the average E. coli count was
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5.3x104 cfu/g. The ratio of E. coli among the total of coliform bacteria is rather high
(67.1%). For meatballs and the ready-to-eat foods investigated, the ratios were
considerably lower, 28.3% and 23.1% respectively. Another study carried out in
Turkey reported high coliform and E. coli counts in white cheese Š35¹, which failed
to meet the E. coli condition. Tawfek et al Š33¹ found coliform bacteria in all of the
100 Kariesh cheese samples with average coliform counts of 18.9x103/g. Reibnitz
et al. Š29¹ found, in a study carried out in Brasil that 79% of the examined cheese
samples did not conform to legal requirements while 20% exceeded the limits for
E. coli. Aleksieva Š2¹ reported that 3.1% of the analysed white pickled cheese sam-
ples contained between 10-100 cfu/g, a finding which is far below the results ob-
tained in this study. The high contamination with coliform and E. coli of the exam-
ined cheese samples may be an indicator that most products have been pro-
duced from raw milk and had not matured sufficiently.

In the 96 samples comprising thirteen different food varieties of ready-
to-eat products, the average coliform count was 2.2x104 cfu/g and the average E.

coli count 5.1x103 cfu/g (Tables 2 and 4). Coliform and E. coli growth were not de-
termined at a countable level in 22.9% and 28.1% of the samples, respectively.
The E. coli count in 12 samples (12.5%) was in the range of 10-100 cfu/g, in 41 of
the samples (42.7%) between 100 and 10.000 cfu/g, and in 16 samples (16.7%) it
exceeded 10.000 cfu/g. The highest average coliform count, 8.8x104 cfu/g, was
detected in kýsýr samples - a cold dish made with cracked wheat, salad vegeta-
bles, and olive oil – while the lowest count, 3.5x102 cfu/g, was found in tarator
samples – an appetizer made with yoghurt, garlic, mashed corn, chopped carrot,
sesame oil, mashed chickpea and mashed eggplant. With respect to E. coli, the
highest count with 1.4x104 cfu/g was detected in paste with hot pepper samples -
and the lowest count with 2.9x102 cfu/g in tarator samples.

Phls Š24¹ classified ready-to-eat foods with respect to their E. coli

count in four categories: <10 cfu/g – suitable; <100 cfu/g – acceptable; 100-10
000 cfu/g – insufficient; (>10 000 cfu/g) – not acceptable. On the basis of that clas-
sification 28.1% of the ready-to-eat foods investigated in this study conform to the
quality of „suitable”, 12.5% are „acceptable”, 42.7% „insufficient” and 16.7% „not
acceptable”. The values and ratios reported in other studies on ready-to-eat foods
are lower than in this work. Gillespie et al Š11¹ examined the microbiological qual-
ity of 2354 samples of ready-to-eat foods. They reported that 157 samples (6%)
were of insufficient quality and only 2 samples (<1%) with E. coli counts exceed-
ing 104 cfu/g were not acceptable. Mosupye and Holy Š21¹, who analysed 51
ready-to-eat food samples in South Africa, reported an average Enterobacte-

riaceae count of 2.0 log cfu/g. Only in 2% of the samples inspected could E. coli

be isolated. Kaneko et al. Š16¹ found in their study of ready-to-eat foods in Tokyo a
coliform count range of 0.1-2.3 log cfu/g.
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Table 2. Coliform counts of the ready-to-eat food samples (cfu/g)
Tabela 2. Koliformna merenja uzoraka gotove hrane (cfu/g)

Sample* /
Uzorak

n /
n

The lowest /
Najni`e

The highest /
Najvi{e

Average /
Prose~no

Paste with hot pepper (acýlý ezme) /
Namaz sa feferonama (acili ezme) 11 <10 (2) 2.1x105 3.9x104

American salad / Ameri~ka salata 10 <10 (3) 2.3x105 4.6x104

Cold white beans vinaigrette (barbunya pilaki) /
Hladna salata od belog pasulja (barbunya pilaki) 8 <10 (2) 1.2x105 4.1x104

Kýsýr / Kisir 10 1.2x103 2.1x105 8.8x104

Fried eggplant / Pr`eni plavi patlid`an 7 <10 (3) 3.0x104 4.3x103

Fava / Fava 6 <10 (1) 4.6x104 1.9x104

Haydari / Haydari 8 <10 (2) 6.0x103 1.2x103

Humus / Humus 6 <10 (1) 3.5x104 1.4x104

Sarma / Sarma 8 <10 (3) 2.5x104 5.0x103

Mushroom salad / Salata od pe~urki 6 <10 (1) 2.5x104 1.1x104

Pasa mezesi / Pasa mezesi 5 <10 (1) 3.6x104 1.2x104

Vegetable salad with yogurt /
Salata od povr}a sa jogurtom 5 <10 (1) 1.5x104 5.9x103

Tarator / Tarator 6 <10 (2) 1.3x103 3.5x102

Total / Ukupno 96 <10 (22) 2.3x105 2.2x104

* Turkish names of traditional cold dishes were written as italic.
* Turski nazivi tradicionalnih hladnih jela ispisani su kurzivom

Table 3. E. coli counts of the cheese and ready-to-cook meatball samples (cfu/g) /
Tabela 3. Merenja E. coli u uzorcima sira i polupripremljenih mesnih }ufti (cfu/g)

Sample /
Uzorak

n /
n

The lowest /
Najni`e

The highest /
Najvi{e

Average /
Prose~no

Meatball / Mesna }ufta 30 1.0x101 1.2x105 3.4x104

White pickled cheese /
Beli za~injeni sir 30 <10 (3) 3.0x105 5.3x104

Despite the fact that high counts of coliform and E. coli have been de-
tected in the meatball, white cheese and ready-to-eat food samples investigated
in this study, no verotoxins and consequently no verotoxinogenic E. coli could be
found with the ELISA technique. Meat and meat products, which may be easily
contaminated with verotoxin producing E. coli strains during processing, are ideal
medium supporting the bacterial growth. Abdul-Raouf et al Š1¹ investigated the
presence of verotoxin 1 produced by E. coli O157:H7 in roasted beef. They incu-
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bated beef (pH 5.9) at different temperatures and found that samples incubated at
37°C had a 15-24% higher verotoxin content than samples incubated at 21°C. A
decrease of the pH to 5.4 (with the addition of acetic acid and citric acid) reduced
the amount of toxins considerably. Weeratna and Doyle Š37¹ reported the highest
concentrations of verotoxin 1 in milk and ground meat samples incubated at 37°C
for 48 hrs. Samples incubated at 25°C and 30°C were found to produce much less
toxin. In this study no toxin was detected despite the fact that all samples were in-
cubated in an enriched medium at 37°C. It can, therefore, be concluded that non
of the examined samples contained verotoxinogenic E. coli. All studies on the inci-
dence rate of E. coli O157:H7 in risk foods reported only very few cases. Coia et al.
Š8¹ who analysed 1190 raw meat products in Scotland, found VTEC O157 in only 2
beef burgers. Chapman et al. Š7¹, found E. coli O157:H7 in 21 out of 1500 cattle
carcasses (1.4%), in 10 out of 1500 lamb carcasses (0.7%) an in 22 out of 4983
raw meat samples (0.44%). Heuveling et al. Š13¹ tested, in 1996 and 1997 in The
Netherlands, 2,941 meat products for the presence of verotoxin producing E. coli.
They isolated O157 VTEC in 6 out of 571 samples of ground beef (1.3%), in 2 out
of 402 samples of raw beef and ground pork (0.5%), in 1 out of 76 samples of raw
ground pork (1.3%) and in 1 out of 393 other raw pork products (0.3%). The results
for all other raw beef products as well as all poultry, lamb and game products were
negative. Little and Louvois (1998) who analysed 2330 samples of raw meat in
Great Britain reported O157 VTEC in 3 samples while in 2192 cooked samples no
traces of the organism could be detected. However low the incidence rate of vero-
toxinogenic E. coli in meat products may be, the agent survives in meat and meat
products for extended periods of time. Ansay et al. Š5¹ reported that E. coli

O157:H7 remained active for a long time in contaminated ground beef kept at dif-
ferent storage temperatures.

Due to their low pH, cheeses are not an ideal medium for the develop-
ment and support of E. coli. However, E. coli remains present in cheese produced
from contaminated raw milk which is not sufficiently matured. Maher et al. Š18¹ in-
vestigated the behaviour of E. coli O157:H7 in cheese prepared from contami-
nated raw milk. They found that a count of 1.52 log cfu/g in milk increased in one
day old cheese to 3.4 log cfu/g while rapidly decreasing during maturing; after 21
days the count fell below 10 cfu/g. However, even on the 90th day of maturing the
bacteria could still be detected in an enriched medium. Quinto and Capeda Š26¹
investigated the presence of E. coli in 221 samples of soft cheese made from raw
milk and in 75 samples of soft cheese made from pasteurised milk. They reported
that 3 samples of the raw milk cheese (1.4%) were contaminated with toxigenic E.

coli, one of which contained verotoxin. Coia et al. Š8¹ examined 500 samples of
raw milk and 739 samples of cheese made from raw milk. They reported no pres-
ence of the bacteria in any of the samples.

In the present study E. coli O157:H7 was not directly determined in the
foods with high E. coli count. And even after enrichment according to procedures
no verotoxin could be detected. This means that the samples did not contain vero-
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toxinogenic E. coli. Ansay and Kaspar Š5a¹ also found contamination with E. coli in
58% of the cheese samples tested, however, they did not find E. coli O157:H7 in
any of the samples.

Table 4. E. coli counts of the ready-to-eat food samples (cfu/g)
Tabela 4. Merenja E. Coli u uzorcima gotove hrane (cfu/g)

Sample * /
Uzorak

n /
n

The lowest /
Najni`e

The highest /
Najvi{e

Average /
Prose~no

Paste with hot pepper (acýlý ezme) /
Namaz sa feferonama (acili ezme) 11 <10 (3) 6.1x104 1.4x104

American salad / Ameri~ka salata 10 <10 (3) 6.0x103 1.5x103

Cold white beans vinaigrette (barbunya pilaki) /
Hladna salata od belog pasulja (barbunya pilaki) 8 <10 (2) 5.0x104 8.6x103

Kýsýr / Kisir 10 5.6x102 1.8x104 3.4x103

Fried eggplant / Pr`eni plavi patlid`an 7 <10 (5) 2.2x104 3.1x103

Fava / Fava 6 <10 (1) 1.6x104 8.1x103

Haydari / Haydari 8 <10 (3) 5.0x103 1.0x103

Humus / Humus 6 <10 (1) 2.0x104 6.6x103

Sarma / Sarma 8 <10 (4) 4.0x103 6.8x102

Mushroom salad / Salata od pe~urki 6 <10 (1) 1.3x104 7.2x103

Pasa mezesi / Pasa mezesi 5 <10 (1) 2.4x104 9.8x103

Vegetable salad with yogurt /
Salata od povr}a sa jogurtom 5 <10 (1) 4.0x103 1.6x103

Tarator / Tarator 6 <10 (2) 3.5x102 2.9x102

Total / Ukupno 96 <10 (27) 6.1x104 5.1x103

* Turkish names of traditional cold dishes were written as italic /
* Turski nazivi tradicionalnih hladnih jela ispisani su kurzivom

The findings of this study indicate that the analysed meatball, cheese
and ready-to-eat samples have a low microbiological quality, but that samples,
however, were reliable from the point of view of verotoxinogenic E. coli.

ACKNOWLEDGEMENT: This work was supported by the Research Fund of the Istanbul University
(Project number: 1514/28082000).

433

Vet. glasnik 59 (3-4) 427 - 436 (2005) K. Bostan et al.: The presence of verotoxinogenic
E. coli in some foods

Conclusion / Zaklju~ak



1. Abdul-Raouf U. M., Beuchat L. R., Zhao T., Ammar M. S.: Growth and vero-
toxin 1 production by Escherichia coli O157:H7 in ground roasted beef. Int. J. Food Micro-
biol., 23, 1, 79-88,1994. - 2. Aleksieva V.: Enterococcal and coliform content in white brine
cheese. Vet. Med. Nauki., 17, 2, 85-91, 1980. - 3. Ananymous: Outbreak of Escherichia coli
O157:H7 infection associated with eating fresh cheese curds - Wisconsin, June 1998. - 4.
MMWR: Morb. Mortal. Wkly. Rep., 49, 40, 911-913, 2000. - 5. Ansay S. E., Darling K. A., Kas-
par C. W.: Survival of Escherichia coli O157:H7 in ground-beef patties during storage at 2, -
2, 15 and then -2 degrees C, and -20 degrees C. J. Food Prot., 62, 11, 1243-1247,1999. - 5a.
Ansay S. E., Kaspar C. W.: Survey of retail cheeses, dairy processing environments and raw
milk for Escherichia coli O157:H7. Lett. Appl. Microbiol., 25, 2, 131-134,1997. - 6. Carter A.
O., Borckzyk A. A., Carlson J. A., Harvey B., Hockin J. C., Karmali M. A., Krishnan C., Korn
D. A., Lior H.: A severe outbreak of Escherichia coli O157:H7-associated hemorrhagic coli-
tis in a nursing home. N. Engl. J. Med., 317, 24, 1496-1500, 1987. - 7. Chapman P. A., Cer-
dan Malo A. T., Ellin M., Ashton R., Harkin M. A.: Escherichia coli O157 in cattle and sheep
at slaughter, on beef and lamb carcasses and in raw beef and lamb products in South York-
shire, UK. Int. J. Food Microbiol., 64, 1-2, 139-150, 2001. - 8. Coia J. E., Johnston Y., Steers
N. J., Hanson M. F.: A survey of the prevalence of Escherichia coli O157 in raw meats, raw
cow's milk and raw-milk cheeses in south-east Scotland. Int. J. Food Microbiol., 66, 1-2, 63-
69, 2001. - 9. Davis B. S., Brgan R. T.: A widespread community outbreak of E coli 0157 in-
fection in Scotland. Public Health., 109, 5, 381-388, 1995. - 10. Frampton E. W., Restaino
L.: Methods for E. coli identification in food, water and clinical samples based on ß-
glucuronidase detection. J. Appl. Bacteriol. 51, 5, 402-404, 1993. - 11. Gillespie I. A., Little
C. L., Mitchell R. T.: Microbiological examination of ready-to-eat quiche from retail estab-
lishments in the United Kingdom. Commun. Dis. Public. Health., 4, 1, 53-59, 2001. - 12.
Harrigan W. F.: Laboratory Methods in Food Microbiology. Academic Press, London, 1998.
- 13. Heuvelink A. E., Zwartkruis-Nahuis J. T., Beumer R. R., De Boer E.: Occurrence and
survival of verocytotoxin-producing Escherichia coli O157 in meats obtained from retail
outlets in The Netherlands. J. Food Prot., 62, 10, 1115-1122, 1999. - 14. Johnson R. P., Dur-
ham R. J., Johnson S. T., Macdonald L. A., Jeffrey S. R., Butman B. T.: Detection of Escheri-
chia coli O157:H7 in meat by an enzyme-linked immunosorbent assay, EHEC-Tek. Appl.
Environ. Microbiol. 61, 386-388, 1995. - 15. Johnson R. P., Clarke R. C., Wýlson J. B., Read
S. C., Rahn K., Renwýck S. A., Sandhu K. A., Alves D. A., Karmalý M. A., Lýor H., McEwen
S. A., Spýka J. S., And Gyles C. L.: Growing concerns and recent outbreaks involving non-
O157:H7 serotypes of Verotoxigenic Escherichia coli. J. Food. Prot. 59, 1112–1122,1996. -
16. Koneko K. I., Hayashidani H., Ohtoma Y., Kosuge J., Kato M., Takahashi K., Shiraki Y.,
Ogawa M.: Bacterial contamination of ready-to-eat foods and fresh products in retail shops
and food factories. J. Food Prot., 62, 6, 644-649, 1999. - 17. Little C. L., De Louvois J.: The
microbiological examination of butchery products and butchers' premises in the United
Kingdom. J. Appl. Microbiol., 85, 1, 177-86, 1998. - 18. Maher M. M., Jordan K. N., Upton M.
E., Coffey A.: Growth and survival of E. coli O157:H7 during the manufacture and ripening
of a smear-ripened cheese produced from raw milk. J. Appl. Microbiol., 90, 2, 201-207,
2001. - 19. Manafi M.: New development in chromogenic and fluorogenic culture media.
Int. J. Food Microbiol., 60, 205-218, 2000. - 20. Mcdonnell R. J., Rampling A., Crook S.,
Cockcroft P. M., Wilshaw G. A., Cheasty T., Stuart J.: An outbreak of verocytotoxin produc-
ing Escherichia coli O157 infection associated with takeaway sandwiches. Commun. Dis.
Rep. CDR Rev., 7, 13, R201-205, 1997. - 21. Mosupye F. M., Von Holy A.: Microbiological
quality and safety of ready-to-eat street-vended foods in Johannesburg, South Africa. J.
Food Prot., 62, 11, 1278-1284, 1999. - 22. Olsvik O., Wasteson Y., Lund A., Hornes E.:
Pathogenic Escherichia coli found in food. Int. J. Food Microbiol., 12, 1, 103-113, 1991. -

434

Vet. glasnik 59 (3-4) 427 - 436 (2005) K. Bostan et al.: The presence of verotoxinogenic
E. coli in some foods

Literatura / References



23. Orr P., Lorenez B., Brown R., Kielly R., Tan B., Holton D., Clugstone H., Lugtig L., Pim C.,
Macdonald S.: An outbreak of diarrhea due to verotoxin-producing Escherichia coli in the
Canadian Northwest Territories. Scand. J. Infect. Dis., 26, 6, 675-684, 1994. - 24. Phls: Mi-
crobiological guidelines for some ready–to-eat foods sampled at point of sale. Public
Health Laboratory Service. Commun. Disease Public Health, 3, 163-137, 2000. - 25. Pim-
bley D. W., Patel P. D.: A review of analytical methods for bacterial toxins. J. Appl. Microbiol.,
85, Supplement 27, 98-109, 1998. - 26. Quinto E. J., Cepeda A.: Incidence of toxigenic
Escherichia coli in soft cheese made with raw or pasteurized milk. Lett. Appl. Microbiol., 24,
291-295, 1997. - 27. Randall L. P., Wray C., Mclaren I. M.: Studies on the development and
use of a monoclonal sandwich ELISA for the detection of verotoxic Escherichia coli in ani-
mal faeces. The Veterinary Record, 140, 112-115, 1997. - 28. Reed G. H.: Foodborne Ilness
(Part 8). Escherichia coli. Dairy, Food Environ.San. 14, 6, 329-330, 1994. - 29. Reibnitz M.
G., Tavares L. B., Garcia, J.A.: Presence of fecal coliforms, Escherichia coli and DNAse-
and coagulase-positive Staphylococcus aureus, in „colonial” cheese sold in the city of Blu-
menau, Estado de Santa Catarina, Brazil. Rev. Argent. Microbiol., 30, 1, 8-12,1998. - 30.
Riley L. W., Remis R. S., Helgerson S. D., Mcgee H. B., Davis B. R., Herbert R. J., Olcott E.
S., Johnson L. M., Hargrett N. J., Blake P. A., Cohen M. L.: Hemorrhagic colitis associated
with a rare Escherichia coli serotype. N. Engl. J. Med. 308, 681-685, 1983. - 31. Saglam O.
F.: Türk Gýda Mevzuatý. 2. Baský. Semih Ofset, Ankara, 2000. - 32. Speirs J. L., Akhtar M.:
Detection of Escherichia coli cytotoxins by enzyme-linked immunosorbent assays. Can. J.
Microbiol., 37, 8, 650-653, 1991. - 33. Tawfek N. F., Sharaf O. M., Hewedy M. M.: Incidence
of several pathogens and staphylococcal enterotoxins in Kariesh cheese. Offentl. Gesund-
heitswes., 51, 1, 272-279, 1989. - 34. TSE: Beyaz Peynir. Türk Standartlarý 591. Türk Stan-
dartlarý Enstitüsü, Ankara, 1989. - 35. Turantas F., Unluturk A., Goktan D.: Microbiological
and compositional status of Turkish white cheese. Int.J. Food Microbiol., 8, 1, 19-24, 1989. -
36. Waites W. M., Arbuthnott J. P.: Foodborne Illness. A lancet review. Edward Arnold, Lon-
don, 1991. - 37. Weeratna R. D., Doyle M. P.: Detection and production of verotoxin 1 of
Escherichia coli O157:H7 in food. Appl. Environ. Microbiol., 57, 10, 2951-2955, 1991.

PRISUSTVO VEROTOKSINOGENE E.COLI U NEKIM NAMIRNICAMA

K. Bostan, O. Cetin, O. Ergun

U ovom radu, 30 uzoraka polupripremljenih mesnih }ufti i belog sira, kao i 96
uzoraka raznih gotovih namirnica, uzetih sa razli~itih prodajnih objekata u Istanbulu, anal-
izirano je na prisustvo verotoksina (stoga, verotoksigene E.coli) E. coli koriste}i tehniku en-
zim imunoeseja. Osim toga, ustanovljen je ukupan broj koliformnih i hromogenih E. coli
koriste}i metode kulture kod svih uzoraka namirnica. E. coli je ustanovljena kod svih po-
lupripremljenih }ufti (100%), kod 27 uzoraka belog sira (90%) i kod 69 od ostalih uzoraka
gotovih namirnica (71,9%). Me|utim, ELIZA tehnika nije dala rezultate za verotoksine ni u
jednom od ispitivanih uzoraka. Nalazi ovih istra`ivanja pokazuju nizak mikrobiolo{ki kvali-
tet analiziranih uzoraka mesnih }ufti, belog sira i gotove hrane; prili~an deo njih nije
odgovarao zakonskim standardima. Me|utim, u okviru granica osetljivosti primenjene me-
tode, nije bilo mogu}e da se ustanovi verotoksinogena E. coli.

Klju~ne re~i: Verotoksin, Escherichia coli, mesna }ufta, sir, gotova hrana
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PRISUTSTVIE VEROTOKSINOGENNOY E. COLI V NEKOTORÀH PIÇEVÀH
PRODUKTAH

K. Bostan, O. Cetin, O. Ergun

V Ìtoy rabote, 30 obraz~ikov polupodgotovlennìh mÔsnìh tefteley i
belogo sìra, slovno i 96 obraz~ikov ranìh gotovìh piçevìh produktov, vzÔtìh s
razli~nìh proda`nìh obÍektov v Stambule, analizirovano na prisutstvie vero-

toksina (ottogo, verotoksigennìe E. coli) E. coli, polÝzuÔ tehniku Ìnzim immunoÌse.

Krome togo, ustanovleno sovokupnoe ~islo koliformnìh i hromogennìh E. coli,

polÝzuÔ metodì kulÝturì u vseh obraz~ikov piçevìh produktov. E. coli ustanov-
lena u vseh polupodgotovlennìh tefteley (100%), u 27 obraz~ikov belogo sìra
(90%), i u 69 iz ostalÝnìh obraz~ikov gotovìh piçevìh produktov (71,9%). Me`du

tem, ELIZA tehnika ne dala rezulÝtatì dlÔ verotoksinov ni v odnom iz ispì-
tìvannìh obraz~ikov. RezulÝtatì Ìtih issledovaniy pokazìvaÓt nizkoe mikro-
biologi~eskoe ka~estvo analizirovannìh obraz~ikov mÔsnìh teftele, belogo
sìra i gotovoy piçi; izrÔdnaÔ ~astÝ ih ne otve~ala zakonnìm standartam. Me`du
tem, v ramkah granic ~uvstvitelÝnosti primenënnogo metoda,ne bìlo vozmo`no us-

tanovitÝ verotoksigennuÓ E. coli.

KlÓ~evìe slova: Verotoksin, Escherichia coli, mÔsnaÔ teftelÔ, sìr, gotovaÔ piça

436

Vet. glasnik 59 (3-4) 427 - 436 (2005) K. Bostan et al.: The presence of verotoxinogenic
E. coli in some foods

RUSSKIY



UDK 619:637.5.04/.07:636.32/.38

MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION OF LAMB
CARCASSES AT ABATTOIRS OF ISTANBUL*

MIKROBIOLO[KA KONTAMINACIJA JAGNJE]IH TRUPOVA U
KLANICAMA ISTANBULA

T. Kahraman, S. K. Buyukunal, O. Cetin**

A total of a hundred lamb carcasses were sampled over a 12

month period at abattoirs in Istanbul, Turkey. Each sample examined

for total aerobic mesophilic counts (TMC), Enterobacteriaceae count

(EC), Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 and Listeria monocy-

togenes was obtained from 100 cm2 areas on four sides of lamb car-

casses using the wet and dry cotton swab technique. The study re-

vealed that total aerobic mesophilic counts in all carcasses ranged be-

tween 4.18 and 5.95 log/cm2; Enterobacteriaceae counts between

1.60 and 2.30 CFU/cm2. All samples were negative for Escherichia coli

O157:H7 and Listeria monocytogenes. Furthermore Salmonella spp.

was detected on four carcasses. The data confirms bacteriological

monitoring of lamb carcasses as a useful criteria for the verification of

slaughter hygiene.

Keywords: Carcass hygiene, abattoir, contamination, 2001/471/EC

Many potential by harmful microorganism which can all be released
from the digestive system or in excretions are present in the hides of healthy cattle
and sheep. These organisms include among others Salmonella spp., Escherichia

coli O157:H7 and Listeria monocytogenes which are responsible for foodborne ill-
nesses in humans.

Salmonella spp. is a common cause of foodborne outbreaks and in-
fection is usually acquired by ingestion of contaminated food items, such as meat,
poultry, eggs, milk and vegetables Š11¹. Typical symptoms of illnesses associated
with salmonellosis include nausea, vomiting and diarrhea; additional complica-

437

STRU^NI RAD – PROFESSIONAL PAPER

Introduction / Uvod

* Rad primljen za {tampu 7. 4. 2005. godine
** Tolga Kahraman, Serkan Kemal Buyukunal, Omer Cetin, Istanbul University, Faculty of Vete-

rinary Medicine, Department of Food Hygiene and Technology, Istanbul, Turkey



tions associated with infection include septicemia or reactive arthritis Š18¹. Ap-
proximately 31% of all food-related deaths are caused by Salmonella spp. infec-
tions in the United States every year.

Listeria monocytogenes is a pathogen that causes severe illnesses,
listeriosis, in populations at risk Š9¹. Listeriosis, a fatal infection (up to 30%) in hu-
man and animal species, has severe consequences such as abortion, septicemia,
meningitis and encephalitis Š12¹. It has been isolated from raw and pasteurized
milk, soft cheese, ice cream, raw meat, poultry, raw fish, read to eat products, fer-
mented sausages, vegetables, food processing plants and soil Š16¹. In the United
States, listeriosis is responsible for 3.8% of foodborne illness – related hospitaliza-
tion and 27.6% of foodborne disease – related deaths Š13¹.

Escherichia coli O157:H7 is one of the most important neurotoxin pro-
ducing enterohemorrhagic E. coli. It rarely produces clinical disease in animals
but is associated with hemolytic uremic syndrome, thrombocytic thrombocy-
topenic purpura and hemorrhagic colitis in human Š14¹. E. coli O157:H7 bacteria
is believed to mostly live in the intestines of cattle Š5¹ but has also been found in
the intestines of sheep, pigs, deer and goats Š4¹. An estimated 73.000 cases of in-
fection and 61 deaths occur in the United States each year.

Contamination of these microorganism from the hide to the carcass is
unavoidable due to the nature of hide removal. Contamination can occur by direct
contact between the hide and the carcass, or by contact between the carcass and
operatives' hands, clothes, tools or factory equipment that had previously been in
contact with the hide.

At the same time, 2001/471/EC, which was introduced by the EU,
relies on the use of total viable counts and Enterobacteriaceae as indicators of
carcass hygiene and feacal contamination Š2¹.

With the implementation of Hazard Analysis Critical Control Point
(HACCP) and Quality Management (QM) systems at abattoirs there are increasing
requirements for the microbiological sampling of carcasses. Carcass contamina-
tion during the slaughter process results in hygiene deficiencies which cannot be
compensated for even by the most rigorous hygiene measures during latter proc-
essing states of the raw material. This underlines the great significance of slaugh-
ter hygiene. Therefore, verification of the efficiency of slaughter hygiene by micro-
biological examination of carcasses is desirable Š20¹. This study examined the mi-
crobial contamination of lamb carcasses surfaces after slaughter to determine the
acceptability of carcass hygiene levels and prevalence of the foodborne patho-
gens Salmonella spp., E. coli O157:H7 and Listeria monocytogenes.
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Plant Process / Proces u klanici
Twenty-eight visits were made to two different abattoirs in Istanbul.

These abattoirs were established with goverment collaboration. Each of the abat-
toirs consist of a lairage, slaughter floor, dressing cradle, chilling room, cutting
room and veterinary service office. One of these slaughterhouses has a capacity
of 2000-2500 sheep/day, 200-250 cattle/day and the other’s capacity is 200-250
sheep/day, 30-35 cattle/day. All required equipment such as rail system, stunning
devices, restraining equipment, stainless steel holding bins and tables were pro-
vided. In this survey, a hundred carcasses were sampled. No more than four car-
casses were sampled at each abattoir per visit. The carcasses were randomly se-
lected from a batch of four consecutive lambs to avoid any large differences in car-
cass contamination.

Carcass Sampling / Uzorkovanje trupova
The sampling was performed within 2 hours at postmortem. All sam-

ples were taken from the left halves of the carcasses at four parts; the brisket, the
breast, the neck and the flank using double swab technique. A 100 cm2 sampling
area was delineated using a sterile stainless steel template and using a wet swab,
moistened in 0.1% peptone + 0.85% NaCl diluent and a dry swab. The handles of
the swabs were broken off, leaving the swab tips in the tubes, containing 10 ml of
maximum recovery diluent (MRD). The swabs were transported to the laboratory
at 4oC.

Microbiological Analysis / Mikrobiolo{ka analiza
After the samples were delivered to the laboratory, each tube contain-

ing the swabs was homogenized for 2 minutes in 100 ml of MRD. Samples were
examined within 6 hours after sampling.

Total Mesophilic Aerobic Count (TMC) / Ukupan broj aerobnih mezofila (TMC)
Diluted samples were plated in duplicate onto plate count agar (Merck

1.05463). Plate count agar plates were incubated at 37oC. The colonies grown in
plate count agar (PCA) were determined as TMC and the observed colonies were
enumerated after 48 h from incubation.

Enterobacteriaceae Count (EC) / Broj Enterobacteriacea (EC)
For detection of Enterobacteriaceae, ISO 5552 was used. Diluted

samples plated in duplicate on to violet red bile dextrose agar (VRBDA, Merck
1.10275). VRBDA plates were incubated at 37oC at 24 h. Enterobacteriaceae colo-
nies were enumerated on VRBDA agar, and they were observed as dark red colo-
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nies that are 1-2 mm or larger in diameter and surrounded by a zone of precipi-
tated bile acids.

Detection of Escherichia coli O157:H7 / Nalaz Escherichia coli O157:H7
For detection of E. coli O157:H7, the FDA method was used Š1¹. Each

MRD tube that contains a sample swab was added into bottles made of borosili-
cate glass containing Modified EC broth (Oxoid CM 990) with novobiocin supple-
ment (Oxoid SR0181E), and the bottles were incubated for 24 hours at 37oC. This
part was the enrichment step of the inoculation procedure for E. coli O157:H7.

The inoculum was vortexed and was inoculated with loop to the Sorbi-
tol Mac Conkey Agar (Merck 1.09207.0500) with Cefixime Tellurite supplement
(Merck 1.09202)

After the incubation period at 35oC for 18 hours, the colourless or
smoggy grey colonies were determined as suspicious bacteria. Typical colonies
that are growth were taken and inoculated to the Triptic Soy Agar (Merck
1.05458.0500) with 0.6% yeast extract (Merck 1.03753.0500). After the incubation
of the colonies at 37oC for 12 hours, E. coli O157 the latex agglutination test
(Oxoid DR 0120) was applied to the grown colonies for recovery.

Detection of Listeria monocytogenes / Nalaz Listeria monocytogenes
For detection of Listeria monocytogenes, the FDA method was used

Š1¹. Each pepton water tube that contained a sample swab was added into the
bottles containing Fraser broth (Merck 1.10398) with Half Fraser Listeria Supple-
ment (Merck 1.10399) and was added into the bottles containing Fraser broth
(Merck 1.10398) with Fraser Listeria Supplement (Merck 1.10399). Half Fraser
Broth bottles were incubated for 24 hours at 30oC. Fraser Broth bottles were in-
cubated for 24-48 hours at 35-37oC. This part was the enrichment step of the in-
oculation procedure for Listeria monocytogenes.

The inoculum was vortexed and was inoculated with loop to the OXA
(Merck 1.07004) and PALCAM agar (Merck 1.11755). After the incubation period
at 35oC for 24-48 hours, black-brown colonies on the OXA and grey-brown green
colonies with a black halo on the PALCAM agar were determined as suspicious
bacteria.

Five or more typical colonies that are growth on the OXA and PALCAM
agar were taken and inoculated to the Triptic Soy Agar (Merck 1.05458.0500) with
0,6% yeast extract (Merck 1.03753.0500). TSAYE plates were incubated at 30oC
for 24-48 hours for recovery. For identification procedure, the FDA methods was
used.

For serology, the CAMP test was used. To perform the test, streak a
beta-hemolytic Staphylococcus aureus and a Rhodococcus equi culture in paral-
lel and diametrically opposite each other on a sheep blood agar plate. Streak sev-
eral test cultures parallel to one another, but at right angles to and between the S.
aureus and R. equi streaks. After incubation at 35oC for 24-48 h, examine the
plates for hemolysis.
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Detection of Salmonella spp. / Nalaz Salmonella spp.
After enrichment of the buffered peptone water for 24 h at 37oC, 0,1 ml

was transferred to 10 ml Rappaport Vassiliadis broth (RV, Oxoid) and 10 ml trans-
ferred to 100 ml selenite cysteine broth (Merck 1.07709). The broths were incu-
bated at 42oC and 37oC, respectively, for 24 h. Aliquots from each broth were
spread, in duplicate, onto salmonella-shigella agar (SS, Merck 1.07667) and bril-
liant green phenol red lactose agar (BGPRA, Merck 1.07236) plates, and incu-
bated at 37oC for 24 h. After plating, the selenite cysteine broths were returned to
the incubator for a further 24 h, and plated out as described above. Suspicious
colonies on either SS or BGPRA were confirmed using Gram staining, catalase,
oxidase, urease, indole, simmons citrate, the Voges-Proskauer test, methyl red
test, glucose (TSI), lysine decarboxylase and semi indole motility tests, poly O
and H antisera (Prolab) and Api 20E kits (Biomerieux).

Slaughtering is an open process with many opportunities for the con-
tamination of the carcass with potentially pathogenic bacteria. Microbial contami-
nation results in reduced shelf life of meat, spoilage of meat and public health haz-
ards. The aim of this study was to examine the microbial contamination of lamb
carcass surfaces after slaughter, to determine the acceptability of carcass hygiene
levels and prevalence foodborne pathogens at the abattoirs in Istanbul.

A total of a hundred lamb carcasses were sampled over a 12 month
period. Each sample was analysed for Total Mesophilic Aerobic Count, Entero-
bacteriaceae Count, Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp. and Listeria

monocytogenes. All samples were negative for Listeria monocytogenes and
Escherichia coli O157:H7. Furthermore Salmonella spp. was detected on four
carcasses. Table 1 shows the EU bacterial performance criteria for lamb carcass
surfaces. On the other hand, Table 2 shows the result of TMCs and ECs which are
indicators of carcass surface hygiene.

Table 1. EU bacterial performance criteria (log mean CFU cm-2) for lamb carcasses /
Tabela 1.T EU kriterijumi za performanse bakterija (log SV CFU cm-2) za jagnje}e trupove

Bacteria /
Bakterija

Acceptable range /
Prihvatljiv raspon

Marginal range /
Marginalni raspon

Unacceptable range /
Neprihvatjiv raspon

Total viable counts /
Ukupno odr`ivih 3,5 3,5 – 5,0 5,0

Enterobacteriaceae /
Enterobacteriaceae 1,5 1,5 – 2,5 2,5

In this work TMCs and ECs results are transformed to log10 values.
The study revealed that total plate counts in 93% and 7% of the carcasses ranged
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from 4.18-4.99 and 5.10-5.95 CFU/cm2 respectively. The EC was detected on all of
the carcasses and ranged between 1.60-2.30 CFU/cm2.

Table 2. Variation in Total Mesophilic Aerobic Count and Enterobacteriaceae Count /
Tabela 2. Varijacije u ukupnom broju aerobnih mezofila i broju Enterobacteriaceae

Criteria /
Kriterijumi

Total viable counts (CFU cm–2 ) /
Ukupno odr`ivih (CFU cm–2)

Enterobacteriaceae (CFU cm–2) /
Enterobacteriaceae (CFU cm–2)

Range /
Raspon 3,5 3,5 – 5,0 5,0 1,5 1,5 –2,5 2,5

100a 0b 93 7 0 100 0

a Number of analysed samples / Broj analiziranih uzoraka
b Percentage of samples / Procenat uzoraka

EU 2001/471/EC requires for microbiological data to be obtained from
the carcasses before chilling using an excision or swabbing method, with a view
to determine the hygiene status within HACCP. According to the decision perform-
ance criteria, the TMCs and the ECs should be performed Š15¹. But no pathogen
performance standards. However red meat is a significant source of bacteria
which frequently cause foodborne illnesses in human.

A major survey for E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes and Sal-

monella spp. on beef carcasses in Northern Ireland was studied. Only Salmonella

spp. was isolated from three carcasses of 780, compared with the present survey,
four carcasses of 100 but in a British survey of cattle carcasses (n=29), Listeria

monocytogenes was found 7% positive Š10¹. In another study in the UK, 1500 car-
casses were analysed and E. coli O157:H7 was isolated from 21 (1.4%) carcasses
Š3¹. In France, E. coli O157:H7 was present in 1 (0.4%) of 225 carcasses Š7¹. E. coli

O157:H7 was not isolated from carcasses in the Netherlands Š8¹, in Germany, in
the USA, and in Turkey Š6¹.

At the same time, studies for determining the acceptability of carcass
hygiene have been conducted some time ago. In New Zealand, 772 lamb car-
casses were analysed and had a mean TMC of 3.35/cm2, while in Canada, an-
other study found that sheep carcasses had log10 TMC/cm2 at the shoulder, loin
and leg of 2.81; 2.80 and 2.56 respectively Š19¹. In South Australian, Phillips et al.
Š7¹, sampled 917 carcasses and had a mean TMC of 3.54/cm2, EC of 0.16/cm2,
compared with the present survey of 4.18-5.95 and 1.60-2.30 CFU/cm2 respec-
tively.

In conclusion, the main sources of the contamination for the red meat
are microorganism on the hides. During the evisceration and dressing processes,
they are transfered to the carcass surfaces directly and indirectly. Also, the con-
tamination can be spread from the contaminated carcasses to other carcasses on
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the monorail system. The extent of contamination at hide removal can be reduced
using improved hygienic practices which include slaughter and personel hygiene.
Another way to reduce or to take control of microbial carcass contamination is car-
cass decontamination treatments after dressing or hide decontamination before
the dressing. They are widely used in the US but not permitted in the EU. The re-
sult of this study indicates that there is a potential risk of contamination of meat
and that the veterinary supervision at slaughterhouses is not efficient in Turkey.

1. Anonymous: Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical
Manual. 8th Edition. AOAC International, USA, 1995. - 2. Anonymous: Commission deci-
sion of 8 June 2001(2001/471/EC). Official Journal of the European Communities L165,
48-53, 2001. - 3. Chapman P. A., Cerdan Malo A. T., Ellin M., Ashton R., Harkin M. A.:
Escherichia coli O157 in cattle and sheep at products in South Yorkshire, UK. Int. J. Food
Microbiol., 64, 139-150, 2001. - 4. Elder R. O., Keen J. E., Siragusa G. R., Barkocy-
Gallagher G. A., Koohmaraie M., Laegreid W. W.: Correlation of enterohemorrhagic
Escherichia coli O157 prevalence in feces, hides and carcasses of beef cattle during
processing. Proc. Natl. Acad. Sci., 97, 7, 2999-3003, 2000. - 5. Fu Z., Rogelj S., Kieft T. L.:
Rapid detection of Escherichia coli O157:H7 by immunomagnetic seperation and real
time PCR. Int. J. Food Microbiol., 99, 1, 47-57, 2005. - 6. Gun H., Yilmaz A., Turker S., Tanlasi
A., Yilmaz H.: Contamination of bovine carcasses and abattoir environment by Escheri-
chia coli O157:H7 in Istanbul. Int. J. Food Microbiol., 89, 339-344, 2003. - 7. Guyon R.,
Dorey F., Malas J. P., Grimont F., Foret J., Rouviere B., Collobert J. F.: Superficial contamina-
tion of bovine carcasses by Escherichia coli O157:H7 in a slaughterhouse in Normandy
(France). Meat Sci., 58, 329-331, 2001. - 8. Heuvelink A. E., Roessink G. L., Bosboom K.,
Boer E. D.: Zero tolerance for faecal contamination of carcasses as a tool in the control of
O157 VTEC infections. Int. J. Food Microbiol., 66(1-2), 13-20, 2001.-9. Jofre, A., Martin, B.,
Garriga, M., Hugas M., Pla M., Rodriguez – Lazaro, D., Aymerich, T.: Simultaneus detection
of Listeria monocytogenes and Salmonella by multiplex PCR in cooked ham. Food Micro-
biol., 22(1), 109-115, 2005. - 10. Madden R. H., Espie W. E., Moran L., McBridge J., Scates
P.: Occurrence of Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella and Cam-
pylobacter spp. on beef carcasses in Northern Ireland. Meat Sci., 58, 343-346, 2001. - 11.
Matsuoka D. M., Costa S. F., Mangini C., Almeida G. M. D., Bento C. N., Van Der Heijden I.
M., Soares R. E., Gobara S., Tavora L. G. F., Levin A. S.: A nosocomial outbreak of Salmo-
nella enteridis associated with lyophilized enteral nutrition. J. Hosp. Infect., 58, 122-127,
2004. - 12. McLauchlin J., Mitchell R. T., Smerdon W. J., Jewell K.: Listeria monocytogenes
and listeriosis: a review of hazard characterisation for use in microbiological risk as-
sessment of foods. Int. J. Food Microbiol., 92, 1, 15-33, 2004. - 13. Mead P. S., Slutsker L.,
Dietz V., Mc Caig L. F., Bresee S., Shapiro C., Griffin P. M., Tauxe R. V.: Food related illness
and death in the United States. Emerg. Infect. Dis., 5, 607-625, 1999. - 14. Murphy R. Y.,
Beard B. L., Martin E. M., Keener A. E., Osaili T.: Predicting process lethality of Escheri-
chia coli O157:H7, Salmonella and Listeria monocytogenes in ground, formulated and
formed beef/turkey links cooked in an air impigement oven. Food Microbiol., 21, 5, 493-
499, 2004. - 15. Pearce R. A., Bolton D. J., Sheridan J. J., McDowell D. A., Blair I. S., Harring-
ton D.: Studies to determine the critical control points in pork slaughter hazard analysis
and critical control point systems. Int. J. Food Microbiol., 90, 331-339, 2004. - 16. Pellicer
K. E., Copes J. A., Nosetto E. O., Echeverria M. G.: Characterization of Listeria spp. isolated
from ready to eat products in Argentina using SDS–PAGE and restriction endonuclease.
Food Res. Int., 37, 10, 1013-1019, 2004. - 17. Phillips D., Sumner J., Alexander J., Dutton K.:
Microbiological quality of Australian sheep meat. J. Food Prot. 64, 697-700, 2001. - 18.
Qiongzhen L., Sherwood J. S., Logue C. M.: The prevalence of Listeria, Salmonella,
Escherichia coli and E. coli O157:H7 on bison carcasses during processing. Food Micro-

443

Vet. glasnik 59 (3-4) 437 - 444 (2005) T. Kahraman et al.: Microbiological contamination
of lamb carcasses at abattoirs of Istanbul

Literatura / References



biol., 21, 6, 791-799, 2004. - 19. Sumner J., Petrenas E., Dean P., Dowsett P., West G., Wier-
ing G., Raven G.: Microbial contamination on beef and sheep carcasses in South Australia.
Int. J. Food Microbiol., 81, 3, 255-260, 2003. - 20. Untermann F., Stephan R., Dura U., Hofer
M., Heimann P.: Reliability and practicability of bacteriological monitoring of beef carcass
contamination and their rating within a hygiene quality control programme of abbattoirs.
Int. J. Food Microbiol., 34, 67-77, 1997.

MIKROBIOLO[KA KONTAMINACIJA JAGNJE]IH TRUPOVA U KLANICAMA

ISTANBULA

T. Kahraman, S. K. Buyukunal, O. Cetin

Uzorkovano je ukupno sto jagnje}ih trupova u toku perioda od dvanaest me-
seci u klanicama u Istanbulu u Turskoj. Svaki uzorak koji je ispitivan na ukupan broj aerob-
nih mezofila (TMC), broj Enterobacteriaceae (EC), Salmonella spp., Escherichia coli
0157:H7 i Listria monocytogenes uzet je sa povr{ine od 100 cm2 na ~etiri strane jagnje}ih
trupova koriste}i tehniku vla`nih i suvih pamu~nih {tapi}a. Ispitivanja su pokazala da je
ukupan broj aerobnih mezofila kod svih trupova iznosio izme|u 4,18 i 5,95 log/cm2; broj
Enterobacteriaceae bio je izme|u 1,60 i 2,30 log/cm2. Svi uzorci bili su negativni na
Escherichia coli 0157:H7 i Listeria monocytogenes. Osim toga, Salmonella spp. je us-
tanovljena na ~etiri trupa. Ovi podaci potvr|uju da je bakteriolo{ko pra}enje jagnje}ih tru-
pova koristan kriterijum za utvr|ivanje zdravstvene higijene u klanici.

Klju~ne re~i: zdravstvena ispravnost trupa, klanica, kontaminacija, 2001/471/EC

MIKROBIOLOGI^ESKAÂ KONTAMINACIÂ ÂGNÂ^ÃIH TULOVIÇ V
SKOTOBOYNÂH STAMBULA

T. Kahraman, S. K. Buyukunal, O. Cetin

Obraz~ikovano sovokupno 100 ÔgnÔ~Ýih tuloviç v te~enie perioda ot
12 mesÔcev v skotoboynÔh v Stambule, TurciÔ. Ka`diy obraz~ki ispìtivan na so-

vokupnoe ~islo aÌrobnih mezofill (TMS), ~islo Enterobacteriaceae (EC), Salmonella

spp., Escherichia coli 0157:N7 i Listeria monocytogenes vzÔt s poverhnosti ot 100 cm2

na ~etìre storonì ÔgnÔ~Ýih tuloviç, polÝzuÔ tehniku vla`nìh i suhih hlopkovìh
palo~ek. IspìtaniÔ pokazala, ~to sovokupnoe ~islo aÌrobnìh mezofili u vseh tu-

loviç sostavlÔlo me`du 4,18 i 5,95 log/cm2; ~islo Enterobacteriaceae bìlo me`du

1,60 i 2,30 log/cm2. Vse obraz~iki bìli otricatelÝnìe na Escherichia coli 0157:N7 i

Listeria monocytogenes. Krome togo, Salmonella spp. ustanovlena na ~etìre tu-
loviça. Õti dannìe podtver`daÓt, ~to bakteriologi~eskaÔ sle`ka ÔgnÔ~Ýih tu-
loviç poleznìy kriteriy dlÔ utver`deniÔ zdravoohranitelÝnoy gigienì v skoto-
boyne.

KlÓ~evìe slova: zdravoohranitelÝnaÔ ispravnostÝ tuloviça, skotoboynÔ,

kontaminaciÔ, 2001/471/EC
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UTICAJ EKOLO[KIH PARAMETARA NA NALAZ KVASACA I
PLESNI U SIROVOM MLEKU*

IMPACT OF ECOLOGICAL PARAMETRES ON PRESENCE OF YEASTS
AND MOULDS IN RAW MILK

Dragana Pe{i}-Mikulec, L. Stojanovi}**

Ekolo{ki faktori kao {to su temperatura, vla`nost i drugi klimatski

faktori u razli~itim geografskim podru~jima, imaju uticaj na brzinu rasta

i razmno`avanja kvasaca i plesni. Fizi~ko hemijske osobine mleka uti~u

na rast kvasaca i plesni, a me|u najva`nijima su aw, pH, temperatura i

druge. Me|usobnim uticajem ovih parametara uslovljen je njihov rast i

razmno`avanje. Cilj na{eg rada bio je da utvrdimo broj kontaminisanih

uzoraka sirovog mleka plesnima i kvascima u zavisnosti od godi{njeg

doba i geografskog podru~ja.

Klju~ne re~i: ekolo{ki faktori, kvasci, plesni, sirovo mleko

U ovom radu }emo razmotriti uticaj ekolo{kih parametara na nalaz
kvasaca i plesni u sirovom mleku u odnosu na makroklimu i geografsko podru~je.
Kvasci i plesni u mleku se po pravilu javljaju kao zaga|iva~i iz spolja{nje sredine
Š1¹. Temperatura zajedno sa klimatskim faktorima u velikoj meri uti~e na rast, raz-
mno`avanje i ishranu kvasaca i plesni a samim tim i na njihovu geografsku ras-
prostarnjenost. Za ve}inu kvasaca optimalna temperatura rasta je izme|u 18 i
25oC. Neke vrste prestaju sa rastom na temperaturama ispod 10oC i iznad 50oC.
Va`an faktor rasta plesni i kvasaca je i parametar aktivnosti vode Š3¹. Za razvoj
plesni neophodna je vla`nost, iako i same sadr`e i do 92 posto vode.

Da bi ispitali prostornu raspodelu kvasaca i plesni zasnovanu na mak-
roklimatskim karakteristikama podru~ja kao va`nog faktora koji nam omogu}ava
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da do|emo do saznanja o zaga|enosti sredine i sirovog mleka postavili smo za-
datak da odredimo broj uzoraka sirovog mleka kontaminisanih plesnima u zavis-
nosti od makroklime na slede}im geografskim podru~jima: a) ravni~arsko, b)
brdsko-planinsko, c) aluvijalne ravni uz reku i d) subplaninsko i deo kotline uz
reku i da odredimo broj uzoraka sirovog mleka kontaminiranih kvascima u zavis-
nosti od navedenih geografskih lokaliteta. Na slici 1 prikazana su podru~ja koja su
poslu`ila za uzimanje uzoraka sirovog mleka.

U cilju utvr|ivanja kontaminacije sirovog mleka kvasacima i plesnima,
u zavisnosti od makroklimatskih karakteristika podru~ja, ispitani su uzorci sirovog
mleka u slede}im geografskim podru~jima: a) ravni~arsko, b) brdsko-planinsko,
c) aluvijalne ravni uz reku i d) subplaninsko i deo kotline uz reku (slika 1).

Uzorke sirovog mleka zasejavali smo prave}i decimalna razbla`enja
u sterilnom fiziolo{kom rastvoru, a zatim smo zasejavali na Sabouroud dekstrozni
agar sa dodatkom antibiotika. Zasejane podloge smo inkubirali na 3 do 5 dana pri
temperaturi od 25oC i posmatrali broj uzoraka kontaminiranih plesnima i kvas-
cima.

Rezultati ispitivanja uzoraka sirovog mleka kontaminisanih plesnima,
u zavisnosti od makroklime na geografskim podru~jima, prikazani su u tabelama
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Figure 1. Geographical locality from which the samples of milk were taken

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and discussion



1 i 2. Region ozna~en slovom A je geografski lokalitet blago zatalasanog ravni~ar-
skog podneblja. Teren je blago nagnut ka istoki. Povr{ina zemlji{ta je blago zata-
lasana malim visinskim razlikama. Klimatske odlike ovog prostora su takve da po-
dru~je spada u toplije i su{nije delove. Nalazi se izme|u izotermi srednjih go-
di{njih temperatura koje se kre}u od 10,8 oC do 11,0 oC. Prose~na godi{nja suma
padavina iznosi 598 mm a dominantni vetrovi su severozapadni i jugoisto~ni.

Tabela 1. Ra{irenost plesni u uzorcima sirovog mleka u zavisnosti od godi{njeg doba na
regionu A, B, C i D

Table 1. The spread of moulds in the samples of raw milk depending of seasons on the loacality A

Geografski lokaliteti odakle su
uzimani uzorci /

Geographical locality from which
the samples were taken

Godi{nje doba /
Season

Uzorci gde su na|ene plesni u
procentima /

Presence of moulds in samples %

A

zima / winter 64,00

prole}e / spring 68,00

leto / summer 76,00

jesen / autumn 56,00

B

zima / winter 46,67

prole}e / spring 75,00

leto / summer 57,89

jesen / autumn 58,34

C

zima / winter 80,00

prole}e / spring 80,00

leto / summer 57,14

jesen / autumn 91,30

D

zima / winter 58,34

prole}e / spring 58,34

leto / summer 83,34

jesen / autumn 58,34

Uzorci sirovog mleka kontaminisanog plesnima na regionu A po go-
di{njim dobima iznosili su u zimu 64 posto, prole}e 68 posto, leto 76 posto i jesen
56 posto.

Rezultate ispitivanja uzoraka sirovog mleka kontaminisanih plesnima
na regionu B prikazani u tabeli 1 odnose se na geografski lokalitet brdsko-planin-
ski koje sa~injavaju niske planine i naro~ito blago distancirano pobr|e sa {irokim
prostranstvima stepenaste gra|e. Klima ovog podneblja je umereno kontinen-
talna u ni`im pojasevima, a na obroncima planina i ve}im visinama planina klima
je planinska, sa svim odlikama te klime a to su ve}e koli~ine padavina, kra}a i
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sve`a leta i duge snegovite zime. Srednje godi{nje temperature kre}u se izme|u
0oC u zimu do 18oC u toplijem delu godine u leto i prole}e. Prose~na godi{nja re-
lativna vla`nost vazduha je iznosila od 55% do 73%.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih plesnima na regionu B po go-
di{njim dobima iznosilisu su u zimu 46,67 posto, prole}e 75 posto, leto 57,89
posto i jesen 58,34 posto.

Region C geografski predstavlja aluvijalnu ravan uz reku. Klima ovog
podru~ja odlikuje se velikim razlikama srednjih godi{njih amplituda i amplituda
ekstrema. Godi{nja amplituda temnperatura za celo ovo podru~je iznosi 22,7°C.
Ovo podru~je spada u najni`e delove ravnice. Srednja januarska temperatura
iznosi od -1,0 do 1,5°C a srednja julska temperatura iznosi od 21,3 do 21,6°C.
Ko{ava je naj~e{}i vetar ali su ~esti i zapadni i severozapadni vetar.

Uzorci sirovog mleka kontaminiranih plesnima na regionu C po go-
di{njim dobima iznosili su u zimu 80 posto, prole}e 80 posto, leto 57,14 posto i je-
sen 91,3 posto.

Region D predstavljen u tabeli 1 geografski predstavlja subplaninsko
podru~je i deo kotline uz reku. Ovo podneblje ~ini 60 posto subplaninskog i plan-
inskog podru~ja a jednim delom koji iznosi 5 posto nalazi se u prostoru kotline.
Klimatske karakteristike odre|ene su polo`ajem kraja i lokalnim rasporedom rel-
jefa. Polaze}i od ovih karakteristika, klima u ni`im delovima pokazuje umereno
kontinetalno obele`je sa toplim letima i snegovima ali ne i surove zime sa izra`e-
nim prolaznim godi{njim dobima i preovla|uju}im rasporedom padavina u pro-
le}nom i jesenjem periodu. U toku godine prose~no 73 posto dana su sa vetrom a
27 posto dana su ti{ine. Najvi{e su izra`eni severozapadni i zapadni vetar koji
donosi promenu vremena, zahla|enje i padavine.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih plesnima na regionu D po go-
di{njim dobima su se iznosili u zimu 58,34 posto, prole}e 58,34 posto, leto 83,34
posto i jesen 58,34 posto.

Rezultati ispitivanja broja uzoraka kontaminisanih kvasacima u uzor-
cima sirovog mleka u zavisnosti od makroklime na prikazanim geografskim po-
dru~jima prikazani su u tabeli 2.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih kvascima na regionu A po go-
di{njim dobima su iznosili u zimu 12,00%, prole}e 36,00%, leto 48,00% i jesen
40,00%.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih kvascima na regionu B po go-
di{njim dobima su se iznosili u zimu 80,00%, prole}e 91,67%, leto 34,21% i jesen
41,67%.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih kvascima na regionu C po go-
di{njim dobima su se iznosili u zimu 60,00% , prole}e 40,00%, leto 92,85% i jesen
52,17%.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih kvascima na regionu D po go-
di{njim dobima su se iznosili u zimu 50,00%, prole}e 66,67%, leto 83,34% i jesen
75,00%.
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Tabela 2. Ra{irenost kvasaca u uzorcima sirovog mleka u zavisnostoi od godi{njeg doba
na regionu A, B, C i D

Table 2. The spread of yeasts in the samples of raw milk depends of season on the regions A, B, C and D

Geografski lokaliteti odakle su
uzimani uzorci /

Geographical locality from which
the samples were taken

Godi{nje doba /
Season

Uzorci gde su na|ene plesni
u procentima /

Presence of moulds in samples %

A

zima / winter 12,00

prole}e / spring 36,00

leto / summer 48,00

jesen / autumn 40,00

B

zima / winter 80,00

prole}e / spring 91,67

leto / summer 34,21

jesen / autumn 41,67

C

zima / winter 60,00

prole}e / spring 40,00

leto / summer 92,85

jesen / autumn 52,17

D

zima / winter 50,00

prole}e / spring 66,67

leto / summer 83,34

jesen / autumn 75,00

Pri analizama makroklimatskih uslova na velikoj lokaciji vrlo retko se
raspola`e merenjima ba{ na toj lokaciji. Obzirom da makroklima svake ta~ke (to-
poklima) ima sopstvene karakteristike i predstavljanje klime mora da bude karto-
grafsko, jer se topografski efekti odra`avaju na lokalne klimatske uslove. Mak-
roklimatski uslovi sa odre|enim geografskim karakteristikama terena, padavine i
vla`nosti vazduha na dan uzorkovnja i u toku godine predstavljaju bitne karakteri-
stike za na{a istra`ivanja Š3¹.

Ekolo{ke parametre koji su od zna~aja za ovaj rad pratili smo kroz
geografske odlike podneblja, klimatske karakteristike, sastav zemlji{ta i ostalih
parametara od zna~aja za ekolo{ki nalaz kvasaca i plesni u sirovom mleku u datoj
ekolo{koj ni{i.

Zbog uticaja temperatura kao zna~ajnog ekolo{kog faktora na rast
plesni karakteristi~na je sezonska varijacija pojavljivanja ve}eg ili manjeg broja
uzoraka kontaminisanih plesnima i kvascima Š3¹. Plesni mogu da kontaminiraju
poljoprivredne proizvode u toku sazrevanja na polju, tokom skladi{tenja i prerade.
Ekolo{ki parametri zna~ajni za razvoj plesni su temperatura, vla`nost vazduha,
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geografsko podneblje i vegetacija na tom terenu koja uslovljava pojavu odre|enih
insekata koji mogu no{eni vetrom da prenesu spore plesni i kvasaca na {iroke
udaljenosti Š5¹.

Ekolo{ki parametri zna~ajni za razvoj plesni su i kontaminisanost
`itarica pre i posle `etve kao i u toku njihovog skladi{tenja. Jo{ u vreme cvetanja
dolazi do kontaminisanosti biljaka mikroorganizmima, bakterije se naseljavaju
prve, zatim se no{eni vetrom i insektima naseljavaju kvasci i na kraju patogene sa-
profitne plesni. @etva je proces koji menja uslove ekosistema jer `itarice iz uslova
slobodnog prostora prelaze u zatvoren prostor gde se skladi{te, {to mnogo uti~e
na promenu mikroflore biljaka. Kada je sadr`aj vlage pove}an, pobolj{ava se rast
plesni {to dovodi do spontanog zagrevanja substrata. Plesni se pre `etve nase-
ljavju u zrnu `itarica kada je vla`na sezona. Kontaminacija `itarica ovim plesnima
mo`e da nastane u skladi{tu od pra{ine nastale od prethodno skladi{tenih
`itarica. Ve}ina plesni u slobodnoj prirodi dobro raste na `itaricama pri spoljnoj
temperaturi od 0 do 30oC i 35oC. Solarna radijacija mo`e biti letalna za spore ple-
sni Š6¹. Zbog uticaja temperature kao zna~ajnog ekolo{kog faktora na rast plesni,
karakteristi~na je sezonska varijacija pojavljivanja odre|enih rodova i vrsta plesni i
kvasaca.

Pod uticajem ekolo{kih faktora sredine broj uzoraka kontaminisanih
plesnima po geografskim lokalitetima se kretao:

Na regionu A broj uzoraka sirovog mleka kontaminisanih plesnima bio
je 76% u leto najve}i a najmanji u jesen 56%, na regionu B broj uzorak sirovog
mleka kontaminisanih plesnima bio je 75,00% u prole}e najve}i a najmanji
46,67% u zimu, na regionu C broj uzoraka sirovog mleka kontaminisanog ple-
snima bio je u jesen 91,30% najve}i a najmanji u leto 57,14 regionu D broj uzoraka
sirovog mleka kontaminisanog plesnima bio je 83,34% u leto najve}i a najmanji u
sva tri godi{nja doba 58,34%.

Kontaminisanost kvasacima po geografskim lokalitetima se kretala:
Na regionu A broj uzoraka sirovog mleka kontaminisanih kvascim bio

je najve}i u leto 48% a najmanji u zimu 12%, na regionu B broj uzoraka sirovog
mleka kontaminiranih kvascima bio je u prole}e 91,67% a najmanji u jesen
41,67%, na regionu C broj uzoraka sirovog mleka kontaminisanih kvascim bio je
najve}u u leto 92,85% a najmanji u prole}e 40,00% i na regionu D broj uzoraka si-
rovog mleka kontaminiranih kvascima bio je najve}i u leto 83,34% a najmanji u
zimu 50,00%.
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IMPACT OF ECOLOGICAL PARAMETRES ON PRESENCE OF YEASTS AND

MOULDS IN RAW MILK

Dragana Pe{i} Mikulec, L. Stojanovi}

Ecological parametres such as temperature, humidity and other climatic fac-
tors in different geographical regions and ecological factors of food production have a
complex impact on the speed of growth and multiplication of mould and yeasts. They en-
able one type of microorganisms to multiply on account of others. Several factors have an
impact on the growth of mould and yeasts in raw milk, and the most important ones are as
follows: aw, pH and temperature. The interplay between factors ultimately determines grow
of yeasts and moulds in raw milk.

Key words: ecological parametres, yeasts, mould, raw milk

VLIÂNIE ÕKOLOGI^ESKIH PARAMETROV NA REZULÃTATÀ DRO@@EY I
PLESNY V SÀROM MOLOKE

Dragana Pe{i~-Mikulec, L. StoÔnovi~

Õkologi~eskie faktorì kak temperatura, vla`nostÝ i drugie kli-
mati~eskie faktorì v razli~nìh geografi~eskih kraÔh, imeÓt vliÔnie na bìs-
trotu rosta i razmno`eniÔ dro``ey i plesney. Fizi~esko himi~eskie svoystva

moloka vliÔÓt na rost dro``ey i plesney, a me`du naibolee va`nìm aw, pH, tem-
peratura i pr. Vzaimnìm vliÔniem Ìtih parametrov obuslovlen ih rost i raz-
mno`enie. CelÝ na{ey rabotì bìla utverditÝ ~islo kontaminirovannìh
obraz~ikov sìrogo moloka plesnÔmi i dro``Ômi v zavisimosti ot vremeni goda i
geografi~eskogo rayona.

KlÓ~evìe slova: Ìkologi~eskie faktorì, dro``i, plesni, sìroe moloko
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ANALIZA OPASNOSTI I FAKTORA RIZIKA OD INFEKCIJE
IZAZVANE SALMONELAMA I DETERMINACIJA KRITI^NIH

KONTROLNIH TA^AKA U LANCU PROIZVODNJE U
INDUSTRIJSKOM @IVINARSTVU*

ANALYSIS OF RISK FACTORS FROM SALMONELLA INFECTIONS AND
DETERMINATION OF CRITICAL CONTROL POINTS IN POULTRY

INDUSTRY PRODUCTION CHAIN

Maja Velhner, Nada Plav{a, Olga Rackov, D. Orli}**

Ovaj rad obuhvata problematiku vezanu za infekciju `ivine izazva-

nu bakterijama iz roda Salmonela. Istaknuta je potreba sprovo|enja

adekvatne kontrole zdravlja `ivotinja i obezbe|ivanje proizvodnje

zdravstveno bezbedne hrane. Prikazane su kriti~ne kontrolne ta~ke u

odgoju `ivine i u inkubatorima, a prema iskustvima drugih autora. Radi

ranog dijagnostikovanja bolesti i potrebe za blagovremenim sprovo|e-

njem terapije istaknut je zna~aj serolo{kog monitoringa koji jo{ nije

regulisan kao zakonska obaveza, a mogao bi da doprinese analizi

rizika od infekcije salmonelama. Da bi se postigla proizvodnja zdrav-

stveno bezbedne hrane potrebna je kontrola ovog oboljenja prema

Pravilniku za suzbijanje i iskorenjivanje salmoneloze pernate `ivine, ob-

javljenog u Slu`benom listu Republike Srbije broj 6/88 i uvo|enje do-

datnih testova poput serolo{kog monitoringa.

Od specijalisti~ke veterinarske slu`be o~ekuje se da obavlja re-

dovnu analizu kriti~nih ta~aka u lancu proizvodnje i utvr|uje spe-

cifi~nosti i razlike u proizvodnji za pojedina~ne farme, {to bi omogu}ilo

efikasniju borbu sa zaraznim bolestima uop{te.

Klju~ne re~i: infekcije izazvane salmonelama, analiza opasnosti, faktor
rizika, kriti~ne ta~ke, determinacija, lanac proizvodnje,
industrijsko `ivinarstvo
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Salmonele su jedan od naj~e{}ih uzro~nika koji izazivaju trovanje ljudi
putem hrane. Sa aspekta zdravlja i ljudi i `ivotinja nisu sve salmonele podjednako
opasne. Od skoro 2000 serotipova salmonela, 99 posto i vi{e ne}e kod `ivine da
izazove klini~ke simptome oboljenja Š7¹. Suprotno tome, za ljude su patogene
manje-vi{e sve vrste salmonela ŠKaraka{evi} 1987¹, pa zbog toga nije po`eljno
njihovo prisustvo u `ivotnim namirnicama.

U nameri da se smanji broj slu~ajeva salmoneloze kod ljudi potrebno
je da veterinarska slu`ba deluje na nekoliko nivoa: odgoj i eksploatacija `ivine,
klanje i obrada `ivinskih proizvoda i edukacija potro{a~a. Upravo je edukacija po-
tro{a~a zna~ajna zbog toga {to ni u najrazvijenijim zemljama (na primer skandi-
navskim) nije po{lo za rukom da salmonele potpuno elimini{u iz `ivotnih namir-
nica. Gotovo u svim delovima proizvodnje popularno nazvanim „od farme do
trpeze” bilo je mogu}e da se doka`e prisustvo salmonela. U [paniji je, na primer,
salmonela ustanovljena kod 55 posto od ukupno pregledanih trupova pili}a i ~ak
u 20 posto ispitanih hamburgera Š2¹. U Belgiji je kontaminacija salmonelama us-
tanovljena kod 19,4 posto ispitanih trupova pili}a, a zahvaljuju}i tome {to se
pile}e meso sve vi{e prodaje u komadima ovaj procenat se 1996. godine pove}ao
na 36.7 posto Š9¹. Uz pomo} matemati~kih modela u USA je utvr|eno da na sva-
kih 20 000 jaja jedno „nosi” salmonelu koja je potencijalni hazard za zdravlje ljudi.
Zbog toga je te{ko da se otkrije ova bakterija u jajima redovnim bakteriolo{kim
kontrolama Š4¹. Privatna doma}instva su tre}i najfrekventniji izvor izbijanja obol-
jenja prouzrokovanog salmonelama u Republici Irskoj. U toku pripremanja hrane
u vi{e od 70 posto slu~ajeva od ukupnog broja uklju~enih u ogled, salmonela je
izolovana iz kuhinjskih krpa i to u broju ve}em od 100 000 cfu/ml. Prema tome,
na~in pripremanja hrane ima veliku ulogu u spre~avanju infekcija prouzrokovanih
salmonelama bilo iz proizvoda od `ivinskog mesa i jaja ili iz proizvoda od
svinjskog mesa Š6¹.

Te`nja za proizvodnjom zdravstveno bezbedne hrane treba da bude
jedan od glavnih ciljeva u sto~arskoj industriji na{e zemlje, a taj cilj podrazumeva
sistematske kontrole na farmama u prehrambenoj industriji i maloprodaji. Potreb-
no je da se izolovanje salmonela obavlja na najosetljivijim bakteriolo{kim podlo-
gama koje su nam dostupne, a uvo|enje serolo{kih ispitivanja potrebno je radi
{to ta~nijeg i objektivnijeg uvida u prisutnost infekcije izazvane salmonelama.

U ovom radu dat je prikaz glavnih kriti~nih kontrolnih ta~aka koje su
osnova analize opasnosti i faktora rizika u okviru HACCP sistema, a koji je neo-
phodan u dana{njoj savremenoj industrijskoj proizvodnji i koje se primenjuju u
nekim evropskim zemljama.
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Inkubatorske stanice mogu da budu veoma zna~ajan indikator kon-
taminacije salmonelama. Zna~aj kontrole inkubatora je utoliko ve}i {to se salmo-
nele mogu lako da pro{ire na prijem~ive pili}e u malom ograni~enom prostoru i
{to su posle le`enja pili}i najprijem~iviji na infekciju izazvanu ovim baketrijama.
Na{ Pravilnik o merama za suzbijanje i iskorenjivanje salmoneloze pernate `ivine
nala`e kontrolu ure|aja i prostorija za inkubiranje jaja putem briseva. Osim toga,
isti Pravilnik nala`e i bakteriolo{ku kontrolu ugu{aka. Brisevi se uzorkuju posle
~i{}enja i dezinfekcije ma{ina radi procenjivanja kvaliteta obavljenog ~i{}enja.
Ugu{ci se smatraju indikatorom infekcije embrioniranih jaja koja mo`e da nastane
vertikalno ili u toku skladi{tenja i transportovanja jaja do inkubatora. Me|utim,
ugu{ci ~esto nisu najpogodniji za izolovanje salmonele zbog kontaminacije bak-
terijom Proteusom spp i drugim bakterijama koje mogu da maskiraju salmonele.
Bathia i McNabb Š1¹ zato predla`u da se kao indikatori kontaminacije salmone-
lama u inkubatoru kontroli{u paperje i mekonijum, a kasnije u toku proizvodnje fe-
ces pili}a u uzrastu tri do sedam dana i prostirka kada su pili}i u uzrastu od tri do
{est nedelja. Cax i sar. Š3¹ predla`u i kontrolu ljuske jaja posle zavr{enog le`enja u
ma{inama za inkubiranje jaja, briseva sa pokretnih traka u inkubatorima i pelena.
Na ovaj na~in bi u slu~aju pozitivnog nalaza na salmonele dobili podatake o infek-
ciji pili}a i u isto vreme o kontaminaciji inkubatora. Od pomo}i bi mogao da bude
upitnik koji treba da pomogne u procenjivanju analize rizika od kontaminacije sal-
monelama, a koji bi prema na{oj preporuci trebalo da se popuni pre svakog ula-
ganja jaja u ma{ine (grafikon 1).
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Prvi nivo kontrole – inkubatorske stanice /

First level of control in hatchery

Grafikon 1. Prikaz kriti~nih kontrolnih ta~aka u inkubatoru /
Graph 1. Critical control points in hatcheries
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Jednodnevni pili}i su veoma osetljivi na infekciju izazvanu salmone-
lama, i kada nastaje infekcija prvih dana `ivota mogu da postanu izlu~iva~i sve do
polne zrelosti Š5¹. Osim toga, salmonele se prenose vertikalnim putem na potom-
stvo. Zbog toga je u na{oj zemlji izdata naredba o sprovo|enju mera za spre~a-
vanje pojavljivanja i suzbijanje zaraznih bolesti `ivotinja u kojoj se ka`e da su
obavezne bakteriolo{ke kontrole „transportnih” uginu}a i pili}a uginulih tokom
prva tri dana `ivota. Pod pretpostavkom da roditeljska jata nisu inficirana salmo-
nelama i da su jednodnevni pili}i „slobodni” od ovog uzro~nika potrebno je da se
razmotre ostali rizici vezani za sam po~etak proizvodnje. Rose i sar Š8¹ istra`ili su
glavne kriti~ne ta~ke u proizvodnji tako {to su farmerima koji su u~estvovali u ispi-
tivanju podelili upitnike koji su se odnosili na na~in njihove proizvodnje. Farmeri
su se izjasnili oko svih ta~aka za koje su istra`iva~i smatrali da uti~u na uno{enje
salmonela na farme. Podaci koji su popunjeni u upitniku odnosili su se na vrstu
prostirke, karakteristike objekata, prilaz objektima i okolinu, proceduru dezinfek-
cije, status prethodnih jata, menad`ment uginulih ptica, kontrolu divljih `ivotinja
(glodara i insekata). Na kraju oglednog perioda koji je u ovom slu~aju bio zavr{e-
tak tova ispostavilo se da je iz 33 od 86 objekata izolovana slamonela. Identifiko-
vane kriti~ne ta~ke su bile: broj i vrsta obavljene dezifekcije objekata, na~in
obavljene dezinfekcije (obavilo je osoblje na farmi ili uslu`no), veliki prilazni put
prema objektima dostupan kamionima, pojavljivanje oboljenja u prethodnom jatu
i kontrola glodara (da li su ih primetili ili ne farmeri). Sve spomenute kriti~ne ta~ke
bile su u direktnoj vezi sa pojavljivanjem salmonela u proizvodnji.

Sa pojavljivanjem salmonela nisu bile povezane promenljive ~injen-
ice: na~in i procedura ~i{}enja, izgled objekata u odnosu na mogu}nost ~i{}enja i
dezinfekcije i vrsta prostirke.

Farme koje su bile obuhva}ene ispitivanjem ozna~ene su kao po-
zitivne ukoliko je salmonela izolovana iz bilo kojeg uzorka u toku trajanja eksperi-
menta.

Prilikom analiziranja kriti~nih ta~aka u brojlerskoj proizvodnji na kraju
perioda tova Rose i sar Š8¹ primeniv{i isti princip kori{}enja upitnika i rezultata
bakteriolo{kih analiza ustanovili da je od 37 promenljivih ta~aka u lancu proiz-
vodnje sa pojavljivanjem salmonela bile povezane: kontaminacija salmonelama
pre useljavanja jednodnevnih pili}a, infekcija jednodnevnih pili}a izazvana salmo-
nelama, kontrola koju su farmeri samoinicijativno tra`ili kod prijema jednodnevnih
pili}a, ukoliko su kamioni za dostavljivanje hrane bili parkirani blizu ulaska u sobe
za presvla~enje ili kada je bra{nasta hrana ponu|ena pili}ima umesto peletirane.
Prema tome, u brojlerskoj proizvodnji bi kriti~ne ta~ke bile higijena na farmama,
intervencije spolja (ulazak vozila na farmu, dezinfekcija koju je naru~ilo drugo lice i
sli~no), praksa hranjenja i status jednodnevnih pili}a na salmonelu (grafikon 2).
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Drugi nivo kontrole – pili}i u odgoju i brojlerska proizvodnja /

Second level of control - rearing and broiler production



U odgoju konzumnih nosilja kriti~ne kontrolne ta~ke su gotovo iste
kao i kod proizvodnje brojlerskih pili}a. I u ovoj proizvodnji je veoma nepovoljna
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Grafikon 2. Prikaz kriti~nih kontrolnih ta~aka u odgoju pili}a /
Graph 2. Critical control points during rearing
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situacija ukoliko je prethodno jato bilo infiicirano ili ukoliko su jednodnevni pili}i
pozitivni na salmonele. Dakle, veoma je va`no da se pristupi ozbiljnom ~i{}enju i
dezinfekciji objekata i ukoliko u prethodnom turnusu nije bilo salmonele. Va`no je
da se isto tako pristupi bakteriolo{koj kontroli „transportnih” uginu}a i uginu}a
tokom prva tri dana `ivota. Vozila za dopremanje hrane i druga vozila koja ulaze
na farmu ne bi trebalo da se zadr`avaju kod soba za presvla~enje osoblja koje je
zaposleno na farmama. Lo Fo Wong i sar Š2002¹ upu}uju na zna~aj koje prostorije
za presvla~enje i pranje ruku kao i promenu obu}e imaju u mogu}em {irenju sal-
monele u objektima u kojima su sme{tene svinje, a isti principi mogu da se pri-
mene i u `ivinarstvu. Sa obu}e radnika i u prostorijama za presvla~enje mogu da
se izoluju salmonele, {to ukazuje da i ovaj prostor predstavlja rizik u pogledu
mogu}nosti {irenja infekcije i potrebno je da se povremeno kontroli{e putem bri-
seva. Kasnije, u toku odgoja i eksploatacije kontroli{u se prostirka i feces `ivine,
{to je i na{im zakonom regulisano. Me|utim, vrlo ~esto samo bakteriolo{ki nalaz,
~ak i kada je izolovana salmonela nije sam po sebi dovoljan da obezbedi sliku o
stvarnoj opasnosti prisustva ovog uzor~nika u proizvodnji. Iz tog razloga se obav-
lja serolo{ki monitoring jata i to na obaveznoj osnovi u zemljama u kojima je to
regulisano zakonom ili na dobrovoljnoj osnovi tamo gde se `eli na vreme i {to ob-
jektivnije da se ispita pravo stanje u pogledu infekcije izazvane ovim uzro~nicima.
Na{a iskustva koja su vrlo skromna kada su u pitanju serolo{ke analize ukazala su
da ukoliko se izoluje salmonela iz le{eva, na primer, koko{i nosilja to nije ili ne
mora da bude pokazatelj stvarnog stanja u jatu u pogledu ove infekcije. U jednom
jatu imali smo slu~ajan nalaz salmonele u le{u jedne koko{i, a serolo{ka ispiti-
vanja su pokazala vrlo mali nivo infekcije koji nije zabrinjavaju}i i koji ne bi uputio
stru~njake da preporu~e tretman jata antibioticima. Obrnuto, jata koja nisu bila
bakteriolo{ki pozitivna na salmonelu imala su ~ak i vrlo visoke titrove na ovaj
uzro~nik koji su upu}ivali na potrebu ili uvo|enja terapije ili potrebu bakteriolo{ke
kontrole fecesa koko{aka, jaja za konzum ili briseva sa kaveza, kao i posebnu
pa`nju koja bi trebala da se usmeri na naredni turnus. Iako je poznato da koko{i
koje su serolo{ki pozitivne ne moraju bezuslovno da izlu~uju salmonelu preko jaja
Š5¹ redovne serolo{ke kontrole ipak su od veoma velike pomo}i u industrijskom
`ivinarstvu, pa su danas veoma zastupljene u razvijenim zemljama. Prema tome,
na{a preporuka bi bila da se gde god je to mogu}e i koliko je to mogu}e uvede se-
rolo{i monitoring na salmonele i u na{oj zemlji radi ta~nijeg i objektivnijeg sagle-
davanja infekcije izazvane ovim bakterijama.

Tre}i nivo kontrole na salmonele bio bi u klanicama i maloprodajama.
Menad`eri ili stru~njaci koji se bave anlizama kriti~nih ta~aka i rizika od infekcije
izazvane salmonelama u lancu proizvodnje dobro znaju da ne mo`e da se
o~ekuje da delovanjem na jednom krti~nom mestu mogu da prekinu opasnost od
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Tre}i nivo kontrole-klanice i maloprodaja /

Third level of control in abattoir and retail stores



{irenja infekcije ili kontaimnacije ovom bakterijom. Zato je veoma va`no da se ima
uvid i u to da li je i kako pripremljeno vozilo za transportovanje `ivine od farme do
klanice. Odgovaraju}e ~i{}enje i dezinfekcija svih prevoznih sredstava i ambala`e
neophodno je da bi se obezbedio „~ist” prevoz. I u svinjarstvu i `ivinarstvu trans-
portovanje `ivine do klanice predstavlja svojevrstan stres za `ivotinje i one mogu
vrlo brzo u takvim okolnostima da po~nu da izlu~uju salmonele i inficiraju pili}e u
svojoj okolini. Tako za vrlo kratko vreme poraste broj inficiranih jedinki i pove}ava
se infektivni pritisak u jatu neposredno pre klanja. Slede}i korak je obrada trupova
u klanicama. Problemi nastaju ukoliko se neposredno posle klanja i obrade tru-
pova pozitivnih na salmonelu nastavi sa klanjem i obradom pili}a negativnih na
salmonelu. Prilikom evisceracije lako mogu da se kontaminiraju radne povr{ine i
oprema, pa infekcija mo`e lako da se pro{iri u klanici. U ovakvim slu~ajevima po-
ma`e da se jata pili}a pozitivna na salmonelu kolju poslednja. Na primer, ukoliko
se pili}ima pre klanja ne ukine hrana nekoliko sati pre transportovanja do klanice
mo`e da se dogodi da prilikom evisceracije do|e do prosipanja sadr`aja creva na
trupove na liniji klanja i salmonele lako mogu da se pro{ire. Voda za pranje tru-
pova treba da bude vru}a i da se odliva sa linije umesto da se tamo zadr`ava a u
cilju razre|enja koncentracije bakterije na povr{ini ko`e. Po{to se posle ~erupanja
i evisceracije `ivina podvrgava procesu hla|enja veoma je va`no da se na ko`i,
odnosno na folikulima pera zadr`i {to manje bakterije, zato {to se posle hla|enja
zatvaraju pore na ko`i i ve}i broj bakterija ostaje zarobljen na ovom mestu i ne-
dostupan dezinfekcijskom dejstvu hlora ili drugih dezinficijenasa u vodi ŠRussell
2003¹. Kontaminacija sirovog mesa prilikom obrade ili u malprodaji ne smatra se
visokim hazardom za zdravlje ljudi zbog termi~ke obrade koja }e da usledi, ali
postoji mogu}nost unakrsne kontaminacije prilikom rukovanja u kuhinjama pa
zato u mnogim zemljama nije dozvoljena prisutnost salmonele u sirovom mesu
Š2¹.

Analiza rizika od infekcije ili kontaminacije salmonelama koja je ovde
navedena predstavlja samo skroman deo napora koji bi trebalo da se u~ini da bi
se obezbedila zdravstveno bezbednija hrana. Neosporno je da je proizvodnja
zdravstveno bezbedne hrane skuplja zahvaljuju}i mnogobrojnim intervencijama
koje je potrebno da se preduzmu u lancu proizvodnje. Zdravstveno bezbednija
hrana bi prema tome trebala da ima svoju cenu na tr`i{tu, {to bi ostavilo mesta po-
tro{a~ima da sami biraju za koju vrstu namirinica }e da se opredeli. Proizvo|a~e
koji su ulo`ili u {to bezbedniju proizvodnju treba da stimuli{e dr`ava. Verovatno bi
na taj na{in proizvodnja u koju je vi{e ulo`eno bila ekonomi~nija nego {to je to tre-
nutno, {to bi za dugi vremenski period pobolj{alo na{e {anse za probijanjem na
svetskom tr`i{tu koje sve vi{e te`i za bezbednom i sigurnom hranom.
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ANALYSIS OF RISK FACTORS FROM SALMONELLA INFECTIONS AND

DETERMINATION OF CRITICAL CONTROL POINTS IN POULTRY INDUSTRY

PRODUCTION CHAIN

Maja Velhner, Nada Plav{a, Olga Rackov, D. Orli}

This paper encompasses problems related to infection caused by Salmonella
spp in poultry. The need to carry out adequate control measures and to provide safe food is
emphasized. Using experiences from other countries, critical control points are presented
in flocks during rearing and in hatcheries. In attempt to diagnose disease as early as possi-
ble and to advise proper therapy, the significance of serology monitoring is underlined. In
order to produce safe food there is a need to control disease applying our Regulations con-
cerning eradication of Salmonella spp in poultry flocks that is given in Official paper of Re-
public of Serbia No 6&88 and also to include serology monitoring in poultry flocks.

Veterinary practitioners are expected to perform analysis of critical control
points in poultry industry as well as to determine specificity and differences in production
for single farms, which would enable more effective struggle with diseases in general.

Key words: infection caused by Salmonella, analyses of risk, analyses of danger, critical
control points, determination, production chain, poultry industry
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ANALIZ OPASNOSTI I FAKTORA RISKA OT INFEKCII SALÃMONELLAMI
I OPREDELENIE KRITI^ESKIH KONTROLÃNÀH TO^EK V CEPI

PROIZVODSTVA V PROMÀ[LENNOM PTICEVODSTVE

MaÔ Velhner, NadÔ Plav{a, OlÝga Rackov, D. Orli~

Õta rabota ohvatìvaet problematiku, svÔzannuÓ dlÔ infekcii do-
ma{nih ptic bakteriÔmi iz roda SalÝmonella. Vìdvinuta nu`da provedeniÔ
adekvatnogo kontrolÔ zdorovÝÔ `ivotnìh i obespe~enie proizvodstva zdravo-
ohranitelÝno bezopasnogo korma. Pokazanì kriti~eskie kontrolÝnìe to~ki v
vìraçivanii doma{nih ptic i v inkubatorah a soglasno opìtam drugih avtorov. S
celÝÓ rannego diagnosticirovaniÔ bolezni i nu`dì dlÔ sveovremennogo prove-
deniÔ terapii vìdinuto zna~enie serologi~eskogo monitoringa, kotorìy eçÒ ne
regulirovan kak obuslovlennaÔ zakonom obÔzannostÝ, a mog bì okazatÝ sodeystvie
analizu riska ot infekcii salÝmonellami. ^tobì dosti~Ý proizvodstvo zdra-
voohranitelÝno bezopasnogo korma nu`en kontrolÝ Ìtogo zabolevaniÔ po Instruk-
cii dlÔ podavleniÔ i iskoreneniÔ salÝmonellëza pernatìh doma{nih ptic, dan-
nogo v Slu`benom liste Respubliki Serbii nomer 6/88 i vvedenie dobavo~nìh tes-
tov kak serologi~eskogo monitoringa.

Ot specialisti~eskoy veterinarnoy slu`bì o`idaetsÔ sover{atÝ re-
gulÔrnìy alaniz kriti~eskih to~ek v cepi proizvodstva i utver`datÝ speci-
fi~nosti i raznicì v proizvodstve dlÔ otdelÝnìh ferm, ~tobì dalo vozmo`nostÝ
bolee ÌffektivnuÓ borÝbu s zaraznìmi boleznÔmi voobçe.

KlÓ~evìe slova: infekcii, vìzvannìe salÝmonellami, analiz opasnosti, faktor
riska, kriti~eskie to~ki, oprelenie, cepÝ proizvodstva,
promì{lennoe pticevodstvo
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UDK 639.45.003

MESO PU@EVA – ZNA^AJ I POTRO[NJA*

SNAIL MEAT – SIGNIFICANCE AND CONSUMPTION

Olgica Dragi}evi}, M. @. Balti}**

Potro{nja jestivih vrsta pu`eva ima praistorijsko poreklo. Razli~iti

anti~ki narodi koristili su pu`eve u jelovniku, ali su Rimljani bili prvi

narod koji ih je uzgajao. Me|u ekonomski najzna~ajnijim jestivim vrsta-

ma su: Helix aspersa (Muller), Helix pomatia (Linne), Helix lucorum

(Linne), Helix aperta (Born) i Eobania vermiculata (Muller). Osim uku-

sa, meso pu`eva ima nekoliko prednosti u odnosu na ostale vrste

mesa: nizak sadr`aj masti i kalorijsku vrednost i visok sadr`aj mineral-

nih materija, esencijalnih amino-kiselina i masnih kiselina. U radu su

prezentovani podaci o sastavu mesa pu`eva sa pore|enjem sastava

razli~itih vrsta pu`eva i delova tela (utroba, stopalo). Tako|e, upore|en

je sastav mesa pu`eva u odnosu na druge vrste mesa (konjsko/pile}e,

gove|e, svinjsko i meso ribe).

Francuska je zemlja sa najve}om potro{njom pu`eva, pripremlje-

nih na razli~ite na~ine. Potro{nja pu`eva u Francuskoj se procenjuje na

40 000 tona godi{nje. Ukupan uvoz pu`eva u Francuskoj je 25 posto

svetskog uvoza. Francuska je i izvoznik pripremljenih pu`eva, koji se

uglavnom prodaju kao konzervisani pu`evi i gotova jela. Uvoz pu`eva

je mnogo vi{i od izvoza (65 tona izvezeno, u 2002. godini, 2700 tona

uvezeno iste godine). Nasuprot navedenim podacima, na nivou organi-

zovanog gajenja Francuzi su daleko od prvog mesta, a procenat

pu`eva iz uzgoja procenjuje se na svega 3 posto. Trenutno je Italija na

drugom mestu po potro{nji pu`eva, ispred [panije i Nema~ke. Razvoj

potro{nje pu`eva u Italiji pra}en je podjednakim rastom proizvodnje u

celokupnom `ivotnom ciklusu. U 2001. godini, od 24 700 tona, 9 350

tona (37,8%) ~inila je proizvodnja iz uzgoja, 600 tona (2,4%) berba iz

prirode, a 14 750 tona (59,70%) ~inio je uvoz svih vrsta i prerada

(zamrznutih, `ivih i prera|enih pu`eva). U Srbiji je po~etkom 2005. go-

dine registrovano vi{e od 400 farmi za uzgoj pu`eva.

Klju~ne re~i: pu`evi, jestivi, meso, sastav, potro{nja
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U svetu se ula`u zna~ajni napori i materijalna sredstva u razvoj sto~ar-
ske proizvodnje, kako bi se obezbedile dovoljne koli~ine kvalitetnih sirovina `ivo-
tinjskog porekla za ishranu ljudi. Pre svega, cilj je da se pove}a proizvodnja namir-
nica bogatih belan~evinama koje su od vitalnog zna~aja za ~ovekov organizam.
Kao odgovor na porast ljudske populacije i pove}ane potrebe za proizvodnjom
hrane, re{enja se tra`e i u kori{}enju nakonvencionalnih izvora belan~evina `ivot-
injskog porekla. Me|u nekonvencionalnim izvorima sve zna~ajniju ulogu ima
meso pu`eva, zbog relativno jeftine proizvodnje i kvaliteta koji se ne razlikuje
bitno od kvaliteta mesa stoke za klanje.

Upotreba pu`eva u ishrani ljudi, u pore|enju sa drugim vrstama
mesa, pa ~ak i sa ribama, jo{ uvek je veoma mala.

Jedan od mogu}ih razloga za to je u tome {to pu`evi, s obzirom da
nisu ni meso ni riba, nemaju precizno odre|en, ili bolje re~eno, nemaju pre-
poznatljiv identitet, {to kod potro{a~a izaziva izvesno podozrenje, to jest, nisu
skloni da jedu ono {to dovoljno ne poznaju.

Jedan od zna~ajnih razloga skromne potro{nje jeste i slaba ponuda
ovog proizvoda. To pu`eve svrstava u luksuznu hranu koja je u nekim slu~ajevima
namenjena isklju~ivo elitnim dru{tvenim slojevima.

Od pedesetih godina pro{log veka znatno je porasla potro{nja mesa
pu`eva i proizvoda od mesa pu`eva, posebno u Srednjoj Evropi. Poslednjih dece-
nija potro{nja mesa pu`eva pove}ana je i u ostalim evropskim zemljama, kao i
SAD i Kanadi. Ono se u nekim zemljama (Francuska, [panija, Italija, [vajcarska,
Nema~ka i druge) smatra delikatesnom namirnicom.

Pove}anje potro{nje mesa pu`eva u ishrani prati i porast biolo{kih
studija o toj namirnici, sa ciljem da se upozna njena prehrambena vrednost i pra-
vilno kori{}enje u ljudskoj ishrani. Zna~aj koji se pridaje mesu pu`eva u ljudskoj
ishrani ogleda se u tome {to u Francuskoj, Italiji, Nema~koj, [vajcarskoj i drugim
zemljama postoje ogledni centri (farme) Svetske organizacije za hranu i poljo-
privredu (FAO), koji pru`aju stru~nu pomo}, informacije i uputstva za unapre|enje
te proizvodnje.

Poslednjih godina u na{oj zemlji zna~ajno je poraslo interesovanje za
proizvodnjom i plasmanom pu`eva. Zahvaljuju}i povoljnim pedolo{kim i klimat-
skim uslovima i bogatom i raznovrsnom biljnom pokriva~u, postoje dobri uslovi za
organizovanu i ekonomi~nu proizvodnju pu`eva.

Potro{nja jestivih vrsta pu`eva ima praistorijsko poreklo. U praisto-
rijskim iskopinama, u ostacima kuhinjskog posu|a, prona|ene su lju{ture pu`e-
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va. Ovo ukazuje da je ljudska vrsta, u davnim vremenima, koristila pu`eve u
ishrani.

U 3. veku, Aristotel je detaljno opisao osobine pu`eva u svom radu iz
oblasti zoologije, u kome opisuje morfologiju i klasifikaciju razli~itih vrsta pu`eva.
On je opisao i oblik ka{ike koja se koristila pri jelu pu`eva.

Razli~iti anti~ki narodi koristili su pu`eve u jelovniku, ali su Rimljani bili
prvi narod koji ih je uzgajao. Oni su pu`eve uzgajali u pregradama kako ne bi
pobegli. Vla`nost su odr`avali skretanjem potoka preko zidova i stena. Pu`eve su
hranili crvenim vinom kako bi bili ukusniji.

Stari Plinije pisao je o Fulvius Hirpinusu koji je pripremao preliv od
pu`eva za proslave u Tarquiniumu, toskanskom gradu nedaleko od Rima, oko 50
godina posle Isusa Hrista.

U vreme {irenja Rimskog carstva helikokultura je rasprostranjena i u
druge zemlje. U [vajcarskoj i u provincijama kraj Dunava pu`evi su uzgajani od
Srednjeg veka. U toku godine, oko 10 000 000 pu`eva je preko Dunava dopre-
mano od Ulma u Alpima do Be~a.

U Srednjem veku pu`evi su imali svoje mesto u ishrani Evropljana,
posebno zbog toga {to je crkva prihvatala njihovu upotrebu u ishrani u vreme ver-
skih praznika. ^uveni francuski kuvar 1814. godine pripremio je pu`eve „a la bour-

guinogne” caru Aleksandru I.
Uskoro, od 1816. godine, nastupila je velika glad u Francuskoj. U

ovom periodu meso pu`eva koristila je sirotinja koja je u svojim ba{tama i poljima
uzgajala pu`eve, a zbog visokog sadr`aja proteina ovo je bila vredna hrana. Na
taj na~in, pu`evi su omogu}ili pre`ivljavanje velikog broja ljudi. Od tada, pu`evi su
u{li u svakodnevnu upotrebu, prvo u Francuskoj, a potom i u drugim evropskim
zemljama, iako u mnogo manjoj meri. Pu`evi su u Ameriku dospeli preko {pan-
skih i italijanskih emigranata, od 1850. godine.

Prema navedenom, mo`e da se zaklju~i da je helikokultura vrsta pro-
izvodnje koja je nastala u vreme Rimljana i kroz vekove se razvijala u razli~itim ev-
ropskim zemljama. Francuska je zemlja sa najve}om potro{njom pu`eva, pri-
premljenih na razli~ite na~ine, uglavnom sa prelivima. ^uveno jelo pripremljeno
od pu`eva - „Escargots”, koji svaki turista u Francuskoj treba da proba, danas je
skupa i cenjena vrsta hrane – delikates.

U novom milenijumu, razli~ite zemlje Azije i Latinske Amerike, ne
samo Evrope i USA, pove}ale su kori{}enje pu`eva u dnevnoj ishrani, {to ukazuje
na promenu u na~inima ishrane, usmerenim ka zdravijoj i vrednijoj hrani.

Me|u mnogobrojnim vrstama koje postoje u svetu (oko 3 000 vrsta i
varijeteta), interes je usmeren ka onima koje se koriste u komercijalne i gastro-
nomske svrhe. Jestive vrste kopnenih pu`eva variraju u veli~ini od onih koji su
duga~ki jedan milimetar do Achatina fulica, gigantskog afri~kog pu`a, koji
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naj~e{}e dosti`e du`inu od 312 milimetara. Francuski izraz „Escargot” naj~e{}e
se odnosi na vrste Helix aspersa i Helix pomatia, iako se u ishrani koriste i druge
vrste (Helix lactea, Iberus alonensis, Helix nemoralis, Helix hortensis, Eobania

punctata, Eobania vermiculata, Helix lucorum, Helix adanensis, Helix aperta,

Achatina fulica i druge).
U navedenom smislu (komercijalne ili gastronomske svrhe), prema

rasprostranjenosti ili va`nosti bitne su navedene vrste:

1. Helix aspersa (Müller)

Ovo je najrasprostranjenija vrsta u Evropi. Aklimatizovala se, pre sve-
ga, u mediteranskim zemljama i na ostrvima. Ima je i u razli~itim varijetetima u
Izraelu, Siriji, Egiptu i Turskoj. Mo`e da se na|e i u Latinskoj Americi, posebno u
^ileu i Argentini. Radi se o vrsti sposobnoj da se prilagodi bilo kojim klimatskim
uslovima i uslovima gajenja i jedina je vrsta koja mo`e da se proizvodi pod
ve{ta~kim uslovima, u zatvorenom prostoru.Ova vrsta izrazito je polimorfna po
obliku, veli~ini i boji lju{ture. U okviru vrste razlikuju se forme: minor, normalis, ma-

jor i maxima. Boja mesa je zelenkasto tamna, ali postaje svetlija u farmskim
uslovima gajenja. Za jedan kilogram proizvoda potrebno je oko 80 o~i{}enih
jedinki.

2. Helix pomatia (Linné)

Osnovna karakteristika ove vrste je mogu}nost aklimatizacije i uzgoja i
u zonama sa veoma hladnim zimama, zahvaljuju}i sposobnosti da u tom go-
di{njem dobu na otvoru lju{ture napravi otporan ro`ni poklopac – operkulum

(operkulum kod Helix aspersa nedovoljno je otporan za hladne vremenske us-
love). Rasprostranjen je u Centralnoj Evropi. U odnosu na prethodno pomenutu
vrstu, rasprostranjenost uzgoja je manja zbog klimatskih ograni~enja, sporog ra-
sta i manjeg broja oplo|enih polo`enih jaja{aca. I u okviru ove vrste postoje
razli~iti varijeteti. U Francuskoj se zove „Gros Blanc” ili „Escargot de Bourgogne”.
Na internacionalnom tr`i{tu prera|iva~ke industrije ovo je najva`niji pu`, zbog
svoje veli~ine i dobrog randmana ~istog mesa posle obrade. Boja mesa je svetla.
Za jedan kilogram proizvoda potrebno je 55 do 60 pu`eva.

3. Helix lucorum (Linné)

Ova vrsta je rasprostranjena u Italiji, Albaniji, Gr~koj, Turskoj i drugim
zemljama. U prirodi mo`e da se na|e u hladnim predelima, posebno {umskim
(naziva se i „{umski pu`”), u ravnici ili na bre`uljcima. Meso je mnogo tamnije boje
od boje mesa pu`a Helix lucorum, a cena mu je u pore|enju sa njim ni`a za oko 30
posto. U industriji je, me|utim, mnogo vi{e cenjena lju{tura ove vrste.

4. Helix aperta (Born)

Rasprostranjen je u Italiji, Tunisu, Maroku, Al`iru, Francuskoj i drugim
zemljama. Uzgoj je ote`an zbog komplikovanog biolo{kog ciklusa. Poreklo ove
vrste u prometu uglavnom je iz berbe u prirodi. Boja mesa je tamno `u}kasta. Pri-
pada vrstama manjih dimenzija.
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5. Eobania vermiculata (Müller)

U Italiji je poznat pod nazivom „rigatella”. Uglavnom poti~e iz Gr~ke,
Turske ili Maroka. Cena na tr`i{tu je mala i zbog toga se ne uzgaja na farmama.
Razlog za nisku cenu je taj {to je za proizvodnju jednog kilograma potrebno oko
250 jedinki.

Pu`evi koji se ubrajaju u tip meku{aca klase Gastropoda, predstavlja-
ju hranu visoke hranljive vrednosti, lako svarljivu i bogatu esencijalnim amino-ki-
selinama i mineralnim materijama, niske kalorijske vrednosti. Prema tome, sa dije-
tetskog stanovi{ta, mo`e da se zaklju~i da su pu`evi hrana koja mo`e da se uzima
i u posebnim prilikama, kao, na primer, pri le~enju odre|enih vrsta bolesti, u
slu~ajevima povi{enog nivoa triglicerida ili holesterola, tokom dijeta i sli~no. U
mnogim zemljama popularnost mesa pu`a u ishrani se pove}ala, jer se smatra da
deluje protiv hipertenzije.

Meso pu`a Helix pomatia i njemu sli~nih pu`eva ima ~vrstu konzisten-
ciju (5,04 kg/cm2), a pH mesa je 6,75. Aroma i ukus su karakteristi~ni (prijatno
zemljasto-memlana), a boja je svetlo-sivkasta, sa `u}kastim i svetlosme|im ni-
jansama Š4¹. Od pu`a za hranu mo`e da se iskoristi 20 do 38 posto, {to zavisi od
zahteva tr`i{ta, odnosno od na~ina odvajanja utrobe od stopala.

Vrednost mesa pu`eva u ishrani mo`e da se vidi iz njegovog hemij-
skog sastava. U tabeli 1 prikazani su podaci koji se odnose na sastav sve`eg
mesa pu`eva (glava i mi{i} stopala Helix-a). Sadr`aj vlage ima pribli`nu srednju
vrednost od 80 posto i u najve}oj meri varira u zavisnosti od temperature i
vla`nosti spolja{nje sredine Š5¹.

Tabela 1. Procentualni sastav sve`eg proizvoda – glava i mi{i}i stopala Helix-a (g/100g),
,

ŠAvanjina, 2004¹

Komponente / g/100g
(srednja vrednost / )

Vla`nost / 79,75

Sirovi proteini / 13,63

Sirova masno}a / 0,68

Pepeo / 2,37

Sirova vlakna / 0,14

Ekstrakti / 3,48

Energija / (kcal/kj) 95,82/400,5

Po hemijskom sastavu meso pu`eva odgovara drugim vrstama mesa
stoke za klanje. U odnosu na gove|e meso, pile}e meso i meso riba, ovo meso
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sadr`i neznatno ve}i sadr`aj vode i pepela, a manje belan~evina i masti. U tabeli 2
dato je pore|enje osnovnog hemijskog sastava razli~itih tipova mesa i ribe u od-
nosu na meso pu`eva.

Tabela 2. Srednji sastav razli~itih vrsta mesa i ribe (%), meso pripremljeno za jelo

ŠGomot, 1998¹

Vrsta mesa /
Proteini / Masti / Ugljeni hidrati / Pepeo / Energija /

(g) (KCal) (g) (KCal) (g) (KCal) (g) (KCal)

Pu`* / 12.5 50 0.9 8.1 2.1 7.8 1.5 66

Posno (konjsko, pile}e) / 16-20 64-80 1-5 9-45 0.5-1 1.8-3.7 0.5-2 75-128

Polu-masno (gove|e,
sardine) / 16-18 64-72 12-18 108-162 0.5 1.8-3.7 0.5-2 174-237

Masno (svinjsko) / 13-17 52-68 25-30 225-270 0.5 1.8-3.7 0.5-2 279-341

Veoma masno (tuna) / 10-16 40-64 35-50 315-450 0.5 1.8-3.7 0.5-2 356-517

* Meso Helix aspersa maxima nakon kuvanja /

Zbog veoma malog sadr`aja masti ono sve vi{e odgovara zahtevima
savremene ishrane. Sadr`aj masti (0,7%) vrlo malo varira. Kvalitativni sastav masti
prikazan je u tabeli 3.

Tabela 3. Sastav masnih kiselina – glava i mi{i}i stopala Helix-a (%) /
– (%)

ŠAvanjina, 2004¹

Masna kiselina / % (srednja vrednost) /

C 14:0 (miristinska / ) 0,32

C 14:1 (miristoleinska / ) 0,12

C 16:0 (palmitinska / 7,43

C 16:1 (palmitoleinska / ) 0,26

C 18:0 (stearinska / ) 10,26

C 18:1 (oleinska / ) 12,14

C 18:2 (linoleinska / linoleinic) 14,65

C 18:3 (linoleinska / ) 1,19

C 20:2 (eikosadekanoi~na / ) 10,08

C 20:3 (eikosotriekanoi~na / ) 0,88

C 20:4 (arahidonska / ) 12,51

C 20:5 (eikosapentaekanoi~na / ) 2,05

S zasi}eni / 26,10

S monozasi}eni / 17,87

S polizasi}eni / 56,04
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Pu` ima sastav masnih kiselina vrlo sli~an onome kod riba: nizak
sadr`aj zasi}enih i monozasi}enih masnih kiselina, a visok sadr`aj polizasi}enih
masnih kiselina. Od zasi}enih masnih kiselina u vrlo malim koli~inama zastupljene
su miristinska (C 14:0) i palmitinska (C 16:0). Na ove masne kiseline koje podi`u
nivo holesterola u krvi usmerena je pa`nja programa za prevenciju kardiovasku-
larnih bolesti primenom pravilne ishrane.

Suprotnu tendenciju imaju masne kiseline dugog lanca, kao {to su
linoleinska (C 18:3), arahidonska (C 20:4) i leikosapentanoi~na (C 20:5). Njima se
pripisuju va`ne profilakti~ke funkcije, pre svega kod kardiovaskularnih bolesti.
Prema nekim podacima, sadr`aj lipida kod vrste H. pomatia opada sa staro{}u
`ivotinje. Ista pojava uo~ena je i kod H. aspersa i H. aspersa maxima. Ova je po-
java specifi~na za pu`eve, s obzirom da je kod drugih farmskih `ivotinja starenje
povezano sa pove}anjem sadr`aja lipida Š2¹.

Sadr`aj proteina ne{to je manji od 14 posto i on najvi{e oscilira, pre
svega, u zavisnosti od vrste pu`a, kao i u zavisnosti od dela tela. Sadr`aj proteina
je sli~an u stopalu i utrobi H. a. aspersa i H. lucorum, pri ~emu druga vrsta ima vi{i
sadr`aj proteina kako u stopalu, tako i u utrobi. U tabeli 4 dat je prikaz kompara-
tivne analize stopala i utrobe kod ~etiri vrste Helix-a, hranjenih istim hranivom Š5¹.
Pu` sadr`i, u zna~ajnim koli~inama esencijalne amino-kiseline, posebno leucin,
izoleucin, fenilalanin, valin, lizin i treonin. U tabeli 5 prikazano je pore|enje amino-
kiselinskog sastava mesa pu`eva u odnosu na pile}e, gove|e i meso riba. Pro-
teini mesa pu`eva te`e se vare nego proteini u mesu ki~menjaka, a malo lak{e
nego proteini morskih meku{aca. Na osnovu amino-kiselinskog sastava smatra
se da pu`evi imaju ve}u sli~nost sa ki~menjacima nego sa beski~menjacima.

Srednji sadr`aj pepela je oko 2,4 posto, {to ukazuje na visok sadr`aj
mineralnih materija. Ovo mo`e delimi~no da se pripi{e poreklu i procesu razvoja
lju{ture (u najve}oj meri sastoji se od fosfata kalcijuma) `ivotinje u razvoju, ~ije
vrednosti su u istom redu veli~ine sa morskim gastropodima. Me|u mineralima
najve}a je koncentracija kalcijuma i fosfora koji se nalaze u recipro~nom odnosu
malo ve}em od onog koji se smatra optimalnim da bi bili apsorbovani u crevima
(tabela 6).

Pored ostalih minerala posebno je zna~ajna koli~ina gvo`|a i bakra.
Resorpcija gvo`|a, kako je poznato, ve}a je ako se radi o organskim jedinjenjima
gvo`|a koja se nalaze u hrani `ivotinjskog porekla. Visok sadr`aj bakra u vezi je
sa fiziologijom pu`eva, kod kojih respiratorni pigment nije hemoglobin, ve} hemo-
cijanin koji sadr`i bakar umesto gvo`|a. Zanimljiva je ~injenica da je me|u `ivotin-
jama koje sadr`e hemocijanin, pu` na prvom mestu po koli~ini bakra.

Ekstrakti u `ivotinjskim tkivima, koji se uop{teno mogu da defini{u kao
{e}eri, predstavljaju heterogenu grupu u kojoj dominira glikogen. Relativno velika
koli~ina ekstrakta u mesu pu`eva u odnosu na druge heterodermne `ivotinje, po
mi{ljenju nekih nau~nika, u vezi je sa njihovom specifi~no{}u da deponuju ener-
getske rezerve vi{e u formi polisaharida nego u obliku masti.
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Tabela 4. Komparativna analiza hemijskog sastava stopala i utrobe ~etiri vrste Helix-a /
species

ŠGomot, 1998¹

Vrsta /
Starost

(meseci)/
Deo
tela / % Voda /

**

Suva
materija /

**

Pepeo /

FM

Proteini /

FM

Masti /

FM

H. a. aspersa

3 stopalo / 73.7 87.5 12.4 1.3 8.1 0.8

3 utroba / 26.2 70.6 29.3 2.6 18.6 3.6

H. aspersa
maxima

3 stopalo / 71.5 86.7 13.2 1.2 8.5 0.8

3 utroba / 28.4 73.9 26 2.5 13.7 4.2

H. lucorum

4 stopalo / 74 84.8 15.2 1.3 10.9 0.9

4 utroba / 26 75 25 1.8 18.5 2.9

H. pomatia

4 stopalo / 72 86.5 13.4 1.8 9.9 0.7

4 utroba / 28 75.4 24.5 2.4 19.6 1.7

FM – rezultati izra`eni kao procenat u sve`oj materiji / ;
** – procenat u te`ini pu`eva bez ku}ice /

Tabela 5. Amino-kiselinski sastav mesa pu`eva u odnosu na pile}e, gove|e i meso riba

Šprema ^akovici, 1991¹

Aminokiselina /
Pile}e meso /

%

Gove|e meso /

%

Meso ribe /

%

Meso pu`eva /

%

Arginin / 6,9 6,6 5,8 3,9

Histidin / 2,3 2,9 2,1 3,2

Lizin / 8,4 8,1 9,0 7,5

Leucin / 7,6 8,4 7,5 8,2

Izoleucin / 5,0 5,1 5,1 4,0

Valin / 5,1 5,7 5,3 4,9

Cistin / 0,8 1,4 11,2 0,8

Metionin / 3,4 2,3 2,9 1,1

Triptofan / 1,3 1,1 1,0 /

Fenilalanin / 3,8 4,0 3,7 3,1

Glutaminska kis. / / 14,4 14,1 21,3

Tirozin / 4,2 3,2 3,0 2,3

Asparaginska kis. / / 9,1 9,4 14,7

Treonin / 4,7 4,0 4,5 4,7
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Energetska vrednost umerena je i ni`a od 100 kcal/100 grama – zna~i
mo`e da se poredi sa grudima koko{ke ili }urke. S obzirom na nizak sadr`aj
masti, kalori~na vrednost pu`eva vi{e je u funkciji sadr`aja ekstrakta i deponova-
nih {e}era.

Pored navedenih (tabela 6), meso pu`eva sadr`i i druge mikroele-
mente kao {to su nikl, kobalt, bor, aluminijum i drugi.

Tabela 6. Sadr`aj mineralnih materija (glava i mi{i} stopala Helix-a), /
Table 6. –

ŠAvanjina, 2004¹

Metal / Koncentracija / Srednja vrednost /

Kalcijum / mg/100 499

Fosfor / mg/100 186

Magnezijum / mg/100 62

Kalijum / mg/100 164

Natrijum / mg/100 109

Bakar / mg/kg 48

Gvo`|e / mg/kg 35

Mangan / mg/kg 3

Cink / mg/kg 15

Francuska je najve}i svetski potro{a~ pu`eva. Pu`evi se u ishrani
koriste kako u restoranima, tako i u doma}oj kuhinji. Francuski potro{a~i posebno
cene pu`eve pripremljene i servirane u lju{turi. Najzastupljenije vrste su Helix po-

matia, Helix lucorum i Helix aspersa. Pu`evi iz roda Achatina jo{ uvek nisu u ve}oj
upotrebi.

Uprkos blagom padu u potro{nji mesa pu`eva, francusko tr`i{te
pu`eva i dalje je vode}e u svetu. Prema podacima Bouzats i sar Š3¹ potro{nja se
procenjuje na 40 000 tona, godi{nje. Francuska je drugi po redu uvoznik pu`eva u
svetu (posle Kine). Ukupan uvoz pu`eva u Francuskoj je 25 posto svetskog uvoza.
Ovaj procenat je u blagom padu poslednjih godina (3 300 tona u 2000. godini, tj.
2 700 tona u 2002. godini). Pad uvoza direktna je posledica ni`e nacionalne po-
tro{nje. U toku 2002. godine, vrednost pu`eva koji se uvoze bila je 13 miliona evra.

Osim iz Turske, pu`evi se uvoze iz: Gr~ke, Poljske i Rumunije. Ove
~etiri zemlje ~ine oko 70 posto francuskog tr`i{ta. Statisti~ki podaci ukazuju da je
uvoz pu`eva iz Turske porastao na 60 posto za tri godine. Francuske kompanije
uvoze prete`no sve`e pu`eve koje obra|uju i izvoze uglavnom u zemlje severne
Evrope (Belgija, Holandija, Nema~ka, Velika Britanija, [vajcarska), ali i ju`ne Ev-
rope ([panija, Turska), Azije (Japan, Singapur) i Ameriku. Francuska je izvoznik
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pripremljenih pu`eva, koji se uglavnom prodaju kao konzervisani pu`evi i gotova
jela. Uvoz pu`eva je mnogo ve}i od izvoza (65 tona izvezeno u 2002. godini, 2 700
tona uvezeno iste godine) Š3¹.

Nasuprot navedenim podacima, na nivou organizovanog gajenja
Francuzi su daleko od prvog mesta, a procenat pu`eva iz uzgoja procenjuje se na
svega 3 posto Š1¹.

U tabeli 7 prikazani su bitniji podaci o udelu u uvozu i izvozu pu`eva u
pojedinim zemljama na svetskom tr`i{tu (izvor: International Trade Centre-ITC).

Tabela 7. Tr`i{te pu`eva u svetu u 2003. godini Šprema ITC, 2003¹ /

Zemlja /
Udeo u svetskom

uvozu /

(%)

Zemlja /
Udeo u svetskom

izvozu

(%)

Kina / 33 Kina / 32

Francuska / 21 Koreja / 10

Gr~ka / 11 Makedonija / 8

[panija / 10 Indonezija / 7

Italija / 7 Tunis / 5

Ma|arska / 2 Maroko / 5

Hong Kong / 2 Turska / 4

Koreja / 2 Poljska / 3

Manji udeo u svetskom uvozu pu`eva imaju i: Nema~ka, USA, Belgija,
Tajvan, Portugalija, Mekedonija, SCG, ^e{ka, Ju`na Afrika (po 1%) a u svetskom
izvozu: Rumunija (3%), Bugarska, Litvanija, Ma|arska, Bugarska, ^e{ka (po 2%) i
Francuska, Kanada, SCG, USA, [panija, Nema~ka, Portugalija, Kolumbija, Al-
gerija (po 1%), ŠITC, 2003¹.

Tr`i{te pu`eva u Italiji je poslednjih godina pretrpelo zna~ajne pro-
mene. Ukupna potro{nja zabele`ena u Italiji u periodu od 1980. do 1990. godine
bila je oko 4 700 tona, a u 2002. godini porasla je na oko 24 000 tona. Va`an je po-
datak da u ovu procenu nisu ura~unate sve koli~ine ubrane u prirodi i one koje su
utro{ene za sopstvenu potro{nju u doma}instvima ili su prodate neposredno ko-
risnicima (restoranima). Procenjuje se da te koli~ine iznose oko 10 000 tona go-
di{nje, {to predstavlja dodatnih 70 posto proizvoda koje Italijani pojedu. Trenutno
je Italija na drugom mestu po potro{nji pu`eva, ispred [panije i Nema~ke. Razvoj
potro{nje pu`eva u Italiji pra}en je podjednakim rastom proizvodnje u celokup-
nom `ivotnom ciklusu. U 2001. godini, od 24 700 tona, 9 350 tona (37,8%) ~inila je
proizvodnja iz uzgoja, 600 tona (2,4%) berba iz prirode, a 14 750 tona (59,70%)
~inio je uvoz svih vrsta i prerada (zamrznutih, `ivih i prera|enih pu`eva). Udeo u
prodaji razli~itih vrsta, `ivih i konzervisanih pu`eva bio je slede}i: Helix aspersa

(44,94%), Helix pomatia (25,71%), Eobania vermiculata (13,85%) i ostale (Helix lu-
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corum, Helix aperta i drugi – 15,50%). Potro{nja po stanovniku u Italiji iznosi oko
150 grama godi{nje Š1¹.

Za razliku od tr`i{ta Francuske, Nema~ke i [vajcarske u kojima se pro-
daja ovog proizvoda obavlja isklju~ivo u konzervisanom obliku ili kao gotov za-
mrznut proizvod, u Italiji 80 posto tr`i{ta ~ine `ivi pu`evi koji se prodaju 10 do 15
dana posle berbe.

Zna~ajnije zemlje sakuplja~i i izvoznici su: Turska (prodaje pre svega
Helix adanensis), Rumunija (Helix pomatia), Bugarska (Helix lucorum i Helix poma-

tia), Srbija (Helix pomatia), Maroko (Eobania vermiculata, Helix aspersa i Helix as-

perta), Tunis i Al`ir (Helix aspersa maxima), Poljska (Helix pomatia), Portugalija
(Helix aspersa) i druge zemlje sa manjim koli~inama za izvoz.

S obzirom da je helikokultura prisutna u na{oj zemlji odnedavno, jo{
uvek ne postoje precizni podaci o obimu proizvodnje na farmskom sektoru. U
Srbiji je po~etkom 2005. godine registrovano vi{e od 400 farmi za uzgoj pu`eva.

1. Avanjina \.: Gajenje Pu`eva. Nolit, Maxplant, Beograd, 2004. - 2. Beitz D.
C.: Physiological and metabolic systems important to animal growth: an overview. Journal
of Animal Science, 61, 1-20, 1985. - 3. Bouzats S., Custodio F., Letierce E., Shklarek V., Te-
deschi F., Ung N.: Marché français des escargots. Bordeaux Busines School, Bordeaux,
2003. - 4. ^aklovica F.: Pu`evi- uzgoj, proizvodnja i prerada. NIP Zadrugar, Sarajevo, 1991. -
5. Gomot A.: J. Moll. Stud., 64, 173-181, 1998. - 6. International Trade Centre UNC-
TAD/WTO: Market studies, Geneva, 2003.

SNAIL MEAT – SIGNIFICANCE AND CONSUMPTION

Olgica Dragi}evi}, M. @. Balti}

The consumption of snail meat goes back to prehistoric times. Different an-
cient nations had snails on their menu, but Helices culture as a productive activity was born
as a Roman culture. Some of the most economically important edible species are: Helix as-
persa (Mtiller), Helixpomatia (Linne), Helix lucorum (Linne), Helix aperta (Born), Eobania
vermiculata (Miiller). Together with its taste, snail meat has several advantages over others:
quite low lipid rate and calorie values versus rich mineral, essential amino acid and fatty
acid content. The composition of snail meat is presented. In addition, the composition of
different snail species and the part analyzed (pedal mass and visceral mass) is presented.
Also, the differences in composition according to the species (snail meat, horse/chicken
meat, beef, swine meat, fish meat) are presented.

The French are the world's leading consumers of snails. In France snails come
to market in a variety of ways. Estimated consumption of siiails in France is around 40 000
tones/year. Total French imports account for 25% of world imports. France is also the lead-
ing exporter of prepared snails, mainly sold as preserved snails and prepared dishes. Snail
imports have been much higher than exports (65 tones exported in 2002. vs. 2.700 tones
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imported). Despite the large consumption, only 3% of snails in France come from produc-
tion (farming). Italy is in second place in the world consurnption of snails, and Spain and
Germany are in the third and fourth place. The development of snails consumption in Italy
is followed with the same amount of production of snails in the whole biological circle. In
2001, from 24,700 tons, 9,350 tons (37.8%) came from production, 6 00 tons (2.4%) came
from nature, and 14,750 tons (59.70%) came from imports (frozen, fresh and prepared
snails). In Serbia, at the begining of 2005, we had over 400 registered farms for snail pro-
duction.

Key words: edible, snail, meat, composition, consumption

MÂSO ULITOK – ZNA^ENIE I POTREBLENIE

OlÝgica Dragi~evi~, M. @. Balti~

Potreblenie sÍedobnìh vidov ulitok imeet praistori~eskoe prois-
ho`denie. Razli~nìe anti~nìe narodì polÝzovali ulitki v menÓ, no rimlÔne
bìli pervìy narod, kotorìy ih vìraçival. Me`du }konomi~eski naibolee zna~i-

telÝnìmi sÍedobnìmi vidami sutÝ: Helix aspersa (Muller), Helix pomtta (Linne), Helix

Lucorum (Linne), Helix aperia (Born), Eobania verniculata (Muller). Krome vkusa, mÔso
ulitok imeet neskolÝko preimuçestv v otno{enii ostalÝnìh vidov mÔsa: nizkoe
soder`anie `ira i kaloriynuÓ stoimostÝ i vìsokoe soder`anie mineralÝnìh
veçestv, ÌsencialÝnìh aminokislot i `irnìh kislot. V rabote prezentovanì
dannìe o sostava mÔsa ulitok s srevneniem sostava razli~nìh vidov ulitok i ~as-
tey tela (vnutrennosti, stupnÔ). Tak`e, sravnen sostav mÔsa ulitok v otno{enii
drugih vidov mÔsa (lo{adinoe/cìplÔ~Ýe, govÔ`Ýe, svinoe i mÔso rìbì).

FranciÔ strana s naibólÝ{im potrebleniem ulitok, podgotovlennìh
na razli~nìe sposobì. Sovokupnìy vvoz ulitok v Francii sostavlÔet 25% miro-
vogo vvoza. FranciÔ Ìksportër podgotovlennìh ulitok, kotorìe glavnìm obrazom
prodaÓtsÔ kak konservirovannìe ulitki i gotovìe blÓda. Vvoz ulitok namnogo
bôlÝ{e vìvoza (65 tonn vìvezeno, v 2002 godu, 2.700 tonn vvezeno togo `e goda). Na-
protiv, privedënnìm dannìm, na urovne organizovannogo ravedeniÔ francuzì
daleko ot pervogo mesta, a procent ulitok iz vìraçivaniÔ ocenivaetsÔ na vsego
3%. MomentalÝno ItaliÔ na vtorom meste po potrebleniÓ ulitok, vperedi Is-
panii i Germanii. Razvitie potrebleniÔ ulitok v Italii sle`eno odinakovìm
rostom proizvodstva v celom `iznennom cikle. V 2001 godu, iz 24.700 tonn, 9.350
tonn (37,8%) sostavlÔlo proizvodstvo iz vìaçivaniÔ, 600 tonn (2,4%) sbor iz pri-
rodì, a 14.750 tonn (59,70%) sostavlÔl vvoz vseh vidov i pererabotka (zamërz-
nutìh, `ivìh i pererabotannìh ulitok). V Serbii v na~ale 2005 goda bìlo regis-
trirovano bolÝ{e 400 ferm dlÔ vìraçivaniÔ ulitok.

KlÓ~evìe slova: sÍedobnìe, ulitki, mÔso, sostav, potreblenie
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KOMPARATIVNA ANALIZA MEDONOSNOSTI RANILISTA

(STACHYS OFFICINALIS L.) U RAZLI^ITIM USLOVIMA

STANI[TA*

COMPARATIVE STUDY OF WOOD BETONY (STACHYS OFFICINALIS
L.) MELLIFEROUSNESS IN DIFFERENT HABITAT CONDITIONS

Marina Ma~ukanovi}-Joci}**

Procena medonosnosti ranilista (Stachys officinalis L.) data je na

osnovu analize stvaranja nektara ove medonosne vrste u razli~itim mik-

roklimatskim uslovima stani{ta ({uma i ogledna parcela). Prou~avanje

nektarske produkcije obuhvatilo je odre|ivanje ukupne dnevne

koli~ine nektara po cvetu, dnevne dinamike sekrecije nektara (koli~ina

izlu~enog nektara po cvetu u dvo~asovnim intervalima tokom dana) i

koncentracije {e}era u nektaru.

Cilj istra`ivanja je bio da se ispita da li i u kojoj meri mikroklimatski

parametri (relativna vla`nost i temperatura vazduha i evaporacija) uti~u

na proces sekrecije i koncentraciju {e}era u nektaru.

Komparativnom analizom medenja vrste Stachys officinalis L. na

dva ekolo{ki razli~ita lokaliteta utvr|ena je uslovljenost nektarske pro-

dukcije, a u manjoj meri koncentracije {e}era, mikroklimatskim prome-

nama u spolja{njoj sredini. Ustanovljen je dnevni model nektarskog

stvaranja sa dva sekreciona maksimuma. Ve}a koli~ina nektara po

cvetu, uz trend pove}anja u prvoj polovini dana, a opadanja u posle-

podnevnim ~asovima, ustanovljena je u {umskim uslovima pri ni`oj

temperaturi, ve}oj vla`nosti vazduha i manjoj evaporaciji.

Klju~ne re~i: nektar, nektarska produkcija, Stachys officinalis,
mikroklimatski parametri
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Cvetovi lu~e nektar, va`nu hranu za opra{iva~e, koji predstavlja na-
gradu za obavljenu polinaciju. Period sekrecije nektara korespondira sa fazom
opra{ivanja, a to je u vezi sa efikasnom reproduktivnom strategijom. Medenje je
slo`en fiziolo{ki proces i na kvantitet i kvalitet sekrecije nektara uti~u endogeni i
egzogeni faktori. Endogeni su species-specifi~ni i u velikoj meri su geneti~ki
regulisani (uticaj veli~ine, polo`aja, starosti cveta na biljci, morfologija krunice,
veli~ina i povr{ina nektarija, faza razvitka cveta, dnevni ritam sekrecije nektara i
tako dalje). Osim ovog endogenog ritma sekrecije, nektarska produkcija je pod
sna`nim uticajem faktora spolja{nje sredine kao {to su temperatura i vla`nost
vazduha, padavine, svojstva zemlji{ta, intenzitet svetlosti, geografska du`ina i {ir-
ina, nadmorska visina i vetar. U posebnu kategoriju spolja{njih faktora mogu da
se svrstaju vrste opra{iva~a i njihovi energetski zahtevi.

Nektarska produkcija floralnih nektarija se do sada prili~no mnogo is-
tra`ivala sa mnogo aspekata kao {to su, na primer, ekofiziolo{ka ispitivanja, ener-
getske potrebe polinatora, dnevna i sezonska dinamika i drugo Š6, 8, 9, 10, 13,
17¹. U poslednje vreme se prou~ava dinamika sekrecije nektara kod predstavnika
nekih familija cvetnica kao kod familija Boraginaceae, Brassicaceae, Lamiaceae,

Caryophyllaceae, Rosaceae i tako dalje Š4, 7,19¹.
Floralne nektarije vrsta roda Stachys diskoliko okru`uju osnovu plod-

nika Š7¹, pa se izlu~eni nektar akumulira pri osnovi u unutra{njosti krunice.

Intenzitet nektarske produkcije od-
re|ivan je na ranilistu (Stachys officinalis L.),
koji odlikuje dug period cvetanja (VI-VIII /IX)
(slika 1). Ranilist ima {iroku ekolo{ku valenciju.
Rasprostranjena je u Evropi, Maloj Aziji, na
Kavkazu i u Severnoj Africi. Raste u mnogim
{umama, {ikarama i raznim degradacijskim
stadijumima u okiviru klase Qerceto-Fagetea

Br.-Bl. Et Vlieger. Zastupljena je u nekim zajed-
nicama gariga. ^esta je u livadama submedite-
ranskog i umereno-kontinentalnog klimatskog
podru~ja, na umereno suvim do vla`nim sta-
ni{tima. Raste na neutralnim do umereno kise-
lim, humoznim, peskovitim ili ilovastim zem-
lji{tima od nizijskog do brdsko-planinskog ve-
getacijskog pojasa.

Najve}i broj listova obrazuje pri-
zemnu rozetu, a dva do tri para se nalaze na
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stabljici. Cvetovi su crvene, re|e bele boje, po desetak slo`eni u prividne pr{lje-
nove, koji zajedno grade guste klasove. Odli~na je medono{a Š16¹.

Istra`ivanje je obavljeno u leto 2004. godine, paralelno na dva ek-
olo{ki razli~ita lokaliteta – na prirodnom stani{tu – u {umi na planini Maljen, kao i
na oglednoj parceli u koju je prenet deo populacije sa prirodnog stani{ta. Biljke su
prenete neo{te}ene, u fazi pupoljka, sa mati~nim zemlji{tem.

Ukupna dnevna koli~ina nektara po cvetu, odre|ena je uzorkovanjem
nektara u jutarnjim ~asovima, nakon 24-~asovne prekrivenosti biljaka gazom,
kako bi se prevenirale posete opra{iva~a.

Dnevna dinamika medenja odre|ena je merenjem zapremine izlu~e-
nog nektara u dvo~asovnim intervalima tokom dana od 8 do 18 ~asova.

Za odre|ivanje intenziteta nektarske produkcije kori{}ena je direktna
metoda kapilara po Kulievu Š5¹. Nektar je sakupljan staklenom mikrokapilarom,
pre~nika 0,5 ili 0,6 mm. Du`ina nektarskog stuba merena je milimetarskim papi-
rom odmah na terenu. Zapremina sakupljenog nektara izra~unata je po formuli:

� (r2� x H)
V = � SE

broj cvetova
r – polupre~nik mikrokapilare
H – du`ina nektarskog stuba

Nektarska produkcija merena je u vreme najintenzivnijeg cvetanja
vrste. Merenju je prethodilo pokrivanje cvetova pamu~nim gazama ili perforiranim
plasti~nim kesama (20x20 cm) prethodne ve~eri, kao i izme|u merenja, kako bi se
izbegle posete opra{iva~a i drugih insekata i eventualni uticaj vetra i ki{e.

Koncentracija {e}era u nektaru merena je portabl terenskim refrak-
tometrom.

U vreme uzorkovanja nektara o~itavani su i mikroklimatski parametri
na visini od 10 i 100 cm (u rezultatima su prikazane srednje vednosti) iznad zem-
lje: temperatura i vla`nost vazduha i evaporacija.

Dnevna dinamika lu~enja nektara Stachys officinalis na dva lokaliteta
prikazana je na grafikonu 1. Nektarska produkcija izra`ena je u milimetrima
izlu~enog nektara po cvetu u odre|enom vremenskom intervalu. Sve vrednosti
koli~ine nektara date su kao srednja vrednost ponovljenih merenja (n=5) uz stan-
dardnu gre{ku (�SE).

Na {umskom lokalitetu vrednosti koli~ine nektara fluktuiraju tokom
dana. Najni`a koli~ina nektara izlu~ena je u 10 ~asova (0,192 ml±0,008), a
najvi{a u podne (0,357 ml ± 0,008). Na oglednoj parceli, vrednosti koli~ine nek-
tara pokazuju tendenciju opadanja tokom dana. Najmanja koli~ina izlu~enog nek-
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tara izmerena pri poslednjem uzorkovanju (0,127 ml ± 0,006), a tako|e postoje
dva sekreciona maksimuma: u 8 ~asova (0,252 ml ± 0,008) i 14 ~asova (0,22 ml ±
0,006).

Ukupna dnevna koli~ina izlu~enog nektara po cvetu, izmerena u 8
~asova ujutro nakon 24-~asovne pokrivenosti biljaka gazom bila je ne{to vi{a u
{umi (0,303 ml), nego na oglednoj parceli (0,262 ml).

Mikroklimatski parametri za dva ispitivana lokaliteta prikazani su na
grafikonima 2, 3 i 4. Letnji period 2004. godine odlikovao se veoma toplim danima
sa visokim maksimalnim dnevnim temperaturama (do 39oC), bez intenzivnih pa-
davina.

Kao {to se i o~ekivalo, o~igledne su razlike u vrednostima mikrokli-
matskih parametara na dva stani{ta. U {umi, manji je opseg variranja temperature
vazduha i ona je za oko 10 stepeni ni`a nego na drugom lokalitetu. Najvi{a tem-
peratura u {umi je izmerena u podne (25oC), a na drugom lokalitetu u 16 ~asova
(34,2oC). U danu kada je obavljeno merenje, relativna vla`nost vazduha je imala
suprotan karakter u odnosu na temperaturu, odnosno imala je tendenciju opa-
danja i bila je konstantno vi{a na prirodnom stani{tu ({uma), nego u uslovima na
oglednoj parceli. Minimalna vla`nost vazduha zabele`ena je u {umi oko podneva
(69%), a maksimalna u 18 ~asova (81%) kada je padala slaba ki{a.

478

Vet. glasnik 59 (3-4) 475 - 483 (2005) Marina Ma~ukanovi}-Joci}: Komparativna analiza
medonosnosti ranilista (Stachys officinalis L.) u razli~itim uslovima stani{ta

prirodno stanište

ogledna parcela
8 10 12 14 16 18

vreme (h)

0,10

0,12

0,14

0,16

0,18

0,20

0,22

0,24

0,26

0,28

0,30

0,32

0,34

0,36

0,38

k
o

lic
in

a
n

e
k
ta

ra
p

o
c
v
e

tu
(m

l)

Grafikon 1. Dnevna dinamika nektarske produkcije Stachis officinalis u prirodnim i
eksperimentalnim uslovima stani{ta

Graph 1. Diurnal dynamics of nectar production in Stachys officinalis in natural and experimental conditions
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Grafikon 3. Vla`nost vazduha (%) u toku dana u prirodnim i eksperimentalnim uslovima
stani{ta

Graph. 3. Air humidity (%) during nectar collecting day in natural and experimental habitat
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Grafikon 2. Temperatura vazduha (oC) tokom dana u vreme sakupljanja nektara u
prirodnim i eksperimentalnim uslovima stani{ta

Graph 2. Air temperature (oC) during nectar collecting day in natural and experimental habitat
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U eksperimentalnim uslovima minimalna vla`nost je ustanovljena pri
poslednjem merenju (34 %), {to je posledica dodatnog toplotnog izra~ivanja okol-
ne betonske povr{ine, a maksimalna ujutru (58 %).

Intenzitet evaporacije (graf. 4) je ni`i u {umi (ni`a temperatura oC, ve}a
vla`nost vazduha), nego u eksperimentalnim uslovima sa oskudnom vegetaci-
jom. Tako|e, intenzivnija evaporacija je u {umi izme|u 8 i 12 ~asova (0,45-
0,62 ml), nego izme|u 12 i 18 ~asova (0,32-0,58 ml). Sli~na situacija je regis-
trovana na drugom lokalitetu, sa maksimalnom evaporacijom ujutru u periodu od
8 do 10 ~asova (1,23 ml) i minimalnom uve~e (0,65 ml).

Koncentracija {e}era u nektaru kod biljaka u {umskim uslovima bila je
23 posto, a u eksperimentalnim 25 posto.

Kao {to je napomenuto, nektarska produkcija je slo`en fiziolo{ki pro-
ces, koji je pod neprekidnim uticajem mnogobrojnih endogenih, ali i sredinskih
faktora. Uticaj drugih fiziolo{kih procesa u biljci na sekreciju nektara prou~avano
je veoma mnogo Š18¹. Poznata su istra`ivanja iz oblasti nektarske produkcije za
vreme ontogeneze cveta Š2,11,12¹. Nektarska sekrecija je najintenzivnija nepos-
redno pre i za vreme stadijuma potpune razvijenosti cveta, po{to je ovaj proces u
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Grafikon 4. Evaporacija(ml) tokom dana u prirodnim i eksperimentalnim uslovima stani{ta
Graph 4. Evaporation (ml) during nectar collecting day in natural and experimental habitat
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tesnoj vezi sa opra{ivanjem. Umanjenje ili prestanak ovog procesa nastaje nakon
fertilizacije, mada se kod nekih vrsta i dalje nastavlja.

Komparativnom analizom dnevne dinamike sekrecije nektara, u tek
otvorenim cvetovima Stachys officinalis u prirodnim i kontrolisanim uslovima, us-
tanovljene su izvesne sli~nosti, ali i razlike. Naime, model nektarske produkcije
tokom dana sa dva sekreciona maksimuma ustanovljen je na oba lokaliteta, s tim
{to su kod biljaka na oglednoj parceli ovi pikovi ne{to ranije postignuti. Tako|e, u
{umskim uslovima proizvedena je ve}a koli~ina nektara po cvetu, {to se pripisuje
uravnote`enijim i povoljnijim uslovima stani{ta. U pore|enju sa drugim vrstama
familije Lamiaceae: Lamium maculatum, Lamiastrum galeobdolon i Ajuga reptans

Š7¹. Postoje sli~nosti u dnevnom ritmu sekrecije izme|u Stachys officinalis i
Lamium maculatum. Lamium maculatum, kao tako|e {umska vrsta sa kratkim
periodom cvetanja, u prirodnim uslovima ima sli~an model nektarske produkcije,
ali sa manjom ukupnom koli~inom nektara po cvetu.

Jasne su razlike u nektarskoj produkciji, a neznatne u koncentraciji
{e}era kod Stachys officinalis koja se nalazila u razli~itim mikroklimatskim us-
lovima. Temperaturni maksimum za optimalnu produkciju je u intervalu od 25oC
do 28oC. Nakon toga, sa povi{enjem temperature sekrecija opada. Prema Vogelu
Š18¹, periodi~nost sekrecije nektara (u kvantitativnom i kvalitativnom smislu), pre
svega zavisi od temperature. Po~etak, maksimum i prestanak lu~enja nektara kod
pojedinih biljnih vrsta nastupaju pri razli~itim temperaturama. Po autorima [ken-
derovu i Ivanovu Š14¹, optimalni temperaturni interval je izme|u 10 i 30oC (tj.
izme|u 16 i 25oC), a pri temperaturi vi{oj od 30oC smanjuje se ili sasvim prestaje.

Vla`nost vazduha tako|e uti~e na lu~enje nektara. Po podacima iz
literature Š1¹, za ve}inu biljaka optimalna relativna vla`nost vazduha je izme|u 60 i
80 posto. Me|utim, ovo pravilo ne mo`e da se primeni na sve vrste. Na primer,
Borago officinalis i Fagopyrum esculentum pove}avaju sekreciju pri pove}anju
vlage, a Phacelia tanacetifolia, Trifolium pratense i Melilotus albus, pri smanjenju
vlage u vazduhu. U na{em istra`ivanju, Stachys officinalis poja~ano lu~i nektar u
navedenom rasponu relativne vlage vazduha u {umi. Ekstremniji uslovi, sa ma-
njom vazdu{nom vlagom, ve}im isparavanjem i vi{om temperaturom na oglednoj
parceli, neznatno su uticali na pove}anje koncentracije {e}era u nektaru (za 2%).
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COMPARATIVE STUDY OF WOOD BETONY (STACHYS OFFICINALIS L.)

MELLIFEROUSNESS IN DIFFERENT HABITAT CONDITIONS

Marina Ma~ukanovi}-Joci}

Nectar production in wood betony (Stachys officinalis L.), grown under differ-
ent microclimatic habitat conditions (forest and experimental field), was analyzed. Study of
nectar production included determining of the total daily nectar amount (in 24 hours) per
flower, the diurnal dynamics of nectar secretion (nectar amount secreted per flower at two
hour intervals during the day), and nectar sugar concentration.

The aim of this study was to evaluate the influence of microclimatic parame-
ters (air humidity, air temperature and evaporation) on the secretion process and nectar
sugar concentration.

Comparative analyses of nectar secretion in Stachys officinalis, grown in two
environmentally different habitats, confirmed that this process varied as a function of micro-
climatic habitat conditions, and did not reveal a close relationship between these condi-
tions and sugar concentration in nectar. A diurnal model of nectar secretion with two secre-
tion peaks was found. A higher amount of nectar per flower, with an increasing tendency
during the first half of the day, and a decreasing tendency during the afternoon was meas-
ured in forest conditions ( lower temperature, higher relative air humidity and lower evapo-
ration).

Key words: nectar, nectar production, Stachys officinalis, microclimatic parameters
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SRAVNITELÃNÀY ANALIZ MEDONOSNOTI [ALFEÂ POLEVOGO (STACHYS
OFFICIALIS L.) V RAZLI^NÀH USLOVIÂH @ITELÃSTVA

Marina Ma~ukanovi~ - Yoci~

Ocenka medonosnosti {alfeÔ polevogo (Stachys officinalis L.) dana na
osnove anlaiza produkcii nektara Ìtogo medonosnogo vida v razli~nìh mikrokli-
mati~eskih usloviÔh `itelÝsta (les i opìtnaÔ parcella). Izu~enie nektarnoy
produkcii ohvatilo opredelenie sovokupnogo dnevnogo koli~estva nektara po
cvetku, dnevnoy dinamiki sekrecii nektara (koli~estvo vìdelennogo nektara po
cvetku v dvuh~asovìh intervalah v te~enie dlÔ) i koncentracii sahara v nektare.

CelÝ issledovaniÔ bìla ispìtaÝ ~to li i v kakoy mere mikrokli-
mati~eskie parametrì (relÔtivnaÔ vla`nostÝ i temepratura vozduha i isparenie)
vliÔÓt na process sekrecii i koncentracii sahara v nektare.

SravnitelÝnìm analizom medeniÔ vida Stachys officinalis L. na dvuh Ìk-
ologi~eski razli~nìh mestah utver`dena obuslovlennostÝ nektarnoy produkcii,
a v menÝ{ey mere koncentracii sahara, mikroklimati~eskimi izmeneniÔmi vo
vne{eney srede. Ustanovlena dnevnaÔ modelÝ nektarnoy produkcii s dvumÔ sekre-
tornìmi maksimumami. BôlÝ{ee koli~estvo nektarapo cvetku, pri tendencii uve-
li~eniÔ v permoy polovine dnÔ, a padeniÔ v posleobedennìh ~asah, zapisano v le-
snìh usloviÔh pri bolee nizkoy temeprature, bôlÝ{ey vla`nosti vozduha i
menÝ{ey isparenii.

KlÓ~evìe slova: nektar, nektarnaÔprodukciÔ, Stachys officinalis,
mikroklimati~eskie parametrì
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ULOGA ETOLOGIJE U OTKRIVANJU ZAGA\IVA^A @IVOTNE

SREDINE KOJI UTI^U NA PROMENE PONA[ANJA

@IVOTINJA*

ROLE OF ETOLOGY IN DETECTING ENVIRONMENTAL POLLUTANTS
THAT AFFECT CHANGES IN ANIMAL BEHAVIOUR

Marijana Vu~ini}**

Veliki broj hemijskih zaga|iva~a koji poti~u iz industrijskih, poljo-

privrednih i urbanih sredina ostvaruje svoj negativan uticaj na organi-

zam ~oveka i `ivotinja direktnim ili indirektnim ometanjem funkcije en-

dokrinih `lezda i hormona. Zato su takvi zaga|iva~i poznati kao „hemi-

kalije koje ometaju endokrine funkcije” (EDC – „endocrine-disrupting

chemicals”). Ometanjem funkcije hormona, EDC menjaju odre|ene

oblike pona{anja `ivotinja. Zato mo`e da se uspostavi direktna veza

izme|u etologije kao nau~ne discipline, koja prou~ava ulogu, funkciju,

ontogenetski i evolucioni razvoj pona{anja sa aspekta prilago|enosti

`ivotinja na uslove `ivota i ekotoksikologije. U ovoj me|usobnoj vezi,

uloga etologije je da identifikuje promene u pona{anju `ivotinja, koji }e

da poslu`e kao prvi bioindikatori prisustva EDC u odre|enom `ivotnom

okru`enju, a pre nego {to nastanu organske promene koje mogu da

imaju letalne posledice.

Klju~ne re~i: etologija, hemikalije koje ometaju endokrine funkcije
(EDC), promene u pona{anju, `ivotinje

Veliki broj zaga|iva~a `ivotne sredine nepovoljno uti~e na fiziolo{ke
funkcije, rast i razvoj organizma ~oveka i `ivotinja usled ometanja rada endokrinih
`lezda. Zato se i zovu „hemikalije koje ometaju endokrine funkcije” (EDC –
„endocrine-disrupting chemicals”). Me|u njima su najzna~ajniji te{ki metali (olo-
vo, `iva i kadmijum), pesticidi (atrazin, DDT, DDE, karbaril, cipermetrin, endosul-
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fan, fenitrotion, fenarimol, kepon, metoksihlor, vinklozolin i drugi), ftalati, polihlori-
rani bifenili (PCB), dioksini, alkilfenolna jedinjenja i sli~no Š1, 2¹. Navedene hemi-
kalije poznate su i kao ubikvitarni zaga|iva~i `ivotne sredine, jer je njihovo
prisustvo dokazano i u tkivima `ivotinja geografski izolovanih regiona, udaljenih
od zaga|enih industrijskih, agrarnih i urbanih podru~ja. Prenose se putem sedi-
menata, vazduha i vode, tako da su retka geografska podru~ja u kojima ne mo`e
da se doka`e prisustvo EDC Š3¹. Ometaju}i funkciju hormona, EDC uti~u i na
promene u pona{anju ~oveka i `ivotinja. Upravo zato se promene u pona{anju
mogu da smatraju prvim bioindikatorima prisustva i delovanja zaga|iva~a `ivotne
sredine iz grupe EDC.

@ivotinje su uglavnom izlo`ene istovremenom uticaju ve}eg broja
EDC, {to zna~i da ovi zaga|iva~i ostvaruju multipno i kompleksno delovanje na
njihov organizam uz ostvarivanje aditivnog i sinergisti~kog u~inka. U organizam
`ivotinja EDC dospevaju vazduhom, vodom i hranom, ali i preko ko`e, {krga ili
tokom embrionalnog razvoja, in utero i in ovo. Posredstvom bioakumulacije i bio-
magnifikacije, koncentracija liposolubilnih EDC je najve}a na najvi{im trofi~kim
nivoima, a pojedini EDC kao {to su te{ki metali, nisu podlo`ni biolo{kom raz-
gra|ivanju Š2¹. U organizmu `ivotinja EDC zaga|iva~i ostvaruju kompleksan uticaj
na endokrini sistem. Stimuli{u (agonisti) ili inhibi{u (antagonisti) funkciju endokr-
inih `lezda prouzrokuju}i prekomernu ili smanjenu sintezu hormona. Pored toga,
ometaju sintezu, skladi{tenje, osloba|anje, transportovanje, klirens i vezivanje
hormona za ciljna mesta ili ometaju delovanje hormona neposredno posle vezi-
vanja za ciljna mesta. Poznato je da se veliki broj ciljnih mesta hormona nalazi u
centralnom nervnom sistemu, tako da hormoni ostvaruju direktan uticaj na po-
na{anje, a samim tim i EDC. Indirektan uticaj na pona{anje `ivotinja i ~oveka hor-
moni i EDC ostvaruju delovanjem na metaboli~ke procese Š1¹. Pojedini zaga|iva~i
iz grupe EDC nakupljaju se direktno u endokrinim }elijama prouzrokuju}i njihovu
nekrozu, a samim tim redukuju njihov broj i koli~inu sintetisanih hormona. Pored
navedenih mehanizama delovanja, EDC mogu direktno da stimuli{u i inhibi{ uak-
tivnost enzima odgovornih za razlaganje hormona i na taj na~in uti~u na nivo aktiv-
nosti hormona u organizmu Š2¹.

Etologija, kao grana zoologije, prou~ava pona{anje `ivotinja u od-
nosu na uslove `ivota i treba da otkrije i objasni uzrok, evolucioni i ontogenetski
razvoj i funkciju odre|enih oblika pona{anja `ivotinja. Ova nau~na disciplina
prou~ava pona{anje `ivotinja sa aspekta njihove adaptacije na uslove `ivota, pri-
lago|enosti na bioti~ke i abioti~ke ~inioce `ivotnog okru`enja, pre`ivljavanja i
dugove~nosti, ne samo na nivou jedinke, ve} i na nivou populacije Š4¹. Kako
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pona{anje predstavlja sve uo~ljive aktivnosti `ivotinja u odre|enom `ivotnom
okru`enju i kako se kroz pona{anje reflektuje zdravstveno stanje `ivotinja, to je
jasno kako mo`e da se uspostavi veza izme|u etologije, pona{anja `ivotinja, eko-
toksikologije i EDC. Danas se smatra da etolo{ka istra`ivanja, tj. pra}enje pro-
mena u pona{anju `ivotinja u zaga|enim sredinama predstavlja najjednostavniju,
pouzdanu, osetljivu, jeftinu i zanimljivu metodu ekotoksikolo{kih istra`ivanja.
Promene u pona{anju `ivotinja predstavljaju prvi i pouzdan biomarker u odnosu
na prisustvo zaga|iva~a `ivotne sredine koji remete funkciju endokrinih `lezda i
hormona. Neo~ekivane promene pona{anja `ivotinja odmah mogu da upute eko-
toksikologe na ispitivanje i utvr|ivanje prisustva EDC u abioti~koj komponenti `i-
votnog okru`enja (zemlji{te, voda i vazduh) i lancu ishrane odre|ene `ivotinjske
vrste kod koje su ustanovljene promene pona{anja Š5¹.

Do sada je ustanovljeno da EDC mogu da uti~u na promene svih ob-
lika pona{anja `ivotinja, ali naj~e{}e na promenu reproduktivnih oblika pona{a-
nja, komunikaciju me|u `ivotinjama, uspostavljanje hijerarhijskog poretka, agre-
sivnost, reaktivnost i stepen pa`nje, u~enje i pam}enje.

Podaci o negativnom uticaju EDC na reproduktivno pona{anje ki~me-
njaka uglavnom su prikupljeni istra`ivanjima na ribama. Ustanovljeno je da pod
uticajem EDC `enke riba ispoljavaju reproduktivne oblike pona{anja karakteri-
sti~ne za mu`jake, a kod mu`jaka se pove}ava stepen agresivnosti u toku lju-
bavne predigre. Agresivnost me|u mu`jacima je ja~e izra`ena i u toku us-
postavljanja hijerarhijskog poretka i u toku borbe za `enku Š6, 7¹. Suprotno ri-
bama, kod mu`jaka odre|enih vrsta ptica EDC smanjuju zainteresovanost za lju-
bavnu predigru i pomo} `enkama pri izgradnji gnezda. Kod `enki japanske pre-
pelice DDT menja karakteristi~no ispoljavanje samog ~ina kopulacije, a kod `enki
galebova indukuje homoseksualne odnose. Kod ve}ine vrsta ptica ustanovljeno
je da EDC uti~u i na kvalitet izgra|ivanja gnezda Š8, 9¹. Kod sisara EDC menjaju
seksualno i materinsko pona{anje. Tako `enke mi{eva i pacova mnogo manje
vremena provode doje}i mladunce. Kod mu`jaka EDC prouzrokuju demaskulini-
zaciju reproduktivnih faza pona{anja, redukuju libido, skra}uju kopulaciju i men-
jaju oblik njene ispoljenosti. Na primer, metaboliti DDT remete intromisiju penisa,
erekciju i ejakulaciju, a onemogu}avaju i naskok mu`jaka pacova na `enku Š10,
11¹. Pored navedenog, EDC ometaju i hemosenzornu komunikaciju, koja se ost-
varuje putem feromona, a koja je integralni deo reproduktivnog i socijalnog
pona{anja ki~menjaka. Ovaj svoj u~inak ostvaruju ometanjem funkcije hormona
koji uti~u na razvoj i funkciju `lezda koje lu~e feromone. Dokazano je da mu`jaci
odre|enih vrsta lososa, u vodenoj sredini zaga|enoj cipermetrinom, ne osete
miris feromona koje lu~e `enke u fazi ovulacije Š12¹. Pesticid endosulfan remeti
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hemosenzornu komunikaciju da`devnjaka u vreme parenja, a DDT kod mi{eva re-
meti obele`avanje i raspoznavanje teritorije posredstvom feromona Š2¹.

EDC remete i socijalne odnose u zajednicama u kojima su uspostav-
ljeni stabilni hijerarhijski odnosi u odsustvu ovih zaga|iva~a Š13, 14¹.

Pored navedenog, EDC menjaju i stepen reaktivnosti i motivacije `ivo-
tinja. Kod riba se uticaj na reaktivnost ogleda kroz smanjenje vremena provede-
nog u plivanju i distancama koje prelaze plivanjem. Kod ptica smanjuju vreme pe-
vanja, letenja, vreme provedeno u tra`enju hrane, a kod sisara negativno uti~u na
motivisanost za ispitivanje i upoznavanje novih predmeta i pojava u `ivotnom ok-
ru`enju, na hrabrost i istra`iva~ko pona{anje Š13, 14, 15¹.

Mnogi EDC (dioksini, PCB, hlordan, kapon, DDT, DDE, atrazin, olovo,
`iva, kadmiju i drugi) negativno uti~u na kognitivne sposobnosti ptica, mi{eva, pa-
cova, ovaca, majmuna i ~oveka, menjanjem stepena njihove pa`nje, sposobnosti
u~enja i pam}enja Š16¹.

U novije vreme sve su validniji dokazi da EDC znatno uti~u na mehani-
zam stresne reakcije organizma `ivotinja i da menjaju i remete odgovore orga-
nizma `ivotinja na stresore. Pored toga, same hemikalije iz grupe EDC pred-
stavljaju stresore hemijske prirode koje optere}uju organizam `ivotinja u po-
ku{aju adaptacije na ostale stresore iz `ivotnog okru`enja Š17¹.

Uzimaju}i u obzir navedene ~injenice o hemijskim zaga|iva~ima `iv-
otne sredine koji ometaju funkciju endokrinih `lezda i hormona i time uti~u na
promene pona{anja `ivotinja, jasna je povezanost izme|u etologije i ekotoksik-
ologije. Uloga etologa je da otkriju promene u pona{anju `ivotinja na pririodnim
stani{tima koji }e da poslu`e kao prvi bioindikatori zaga|enja odre|enog `ivot-
nog okru`enja `ivotinja, pre nego {to nastanu te{ka o{te}enja organskih struktura
sa letalnim ishodom. Me|utim, uloga etologa je i da standardizuju laboratorijske
testove kojma se otkrivaju promene u pona{anju `ivotinja koji }e da poslu`e kao
bioindikatori prisustva EDC na prirodnim stani{tima, kao i da sagledaju posledice
uticaja EDC kroz promene u pona{anju `ivotinja na populacionom nivou.
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ROLE OF ETOLOGY IN DETECTING ENVIRONMENTAL POLLUTANTS THAT

AFFECT CHANGES IN ANIMAL BEHAVIOUR

Marijana Vu~ini}

A large number of chemical pollutants originating from industrial, agricultural
and urban environments realize their negative effect on the organism of humans and ani-
mals through the direct or indirect disruption of endocrine gland and hormone function.
That is why these pollutants are known as endocrine-disrupting chemicals (EDC). By dis-
rupting endocrine function, the EDC change certain forms of animal behaviour. This is why
a direct link can be established between etology, as a scientific discipline that studied the
role, function, ontogenetic and evolutionary development of behaviour from the aspect of
the animal’s adaption to living conditions, and ecotoxicology. In this mutual connection, the
role of etology is to identify changes in animal behaviour which will serve as the first bioindi-
cator of the presence of EDC in a certain environment, and before the occurrence of or-
ganic changes that could have lethal consequences.

Key words: etology, endocrine-disrupting chemicals (EDC), behaviour changes, animals

ROLÃ ÕTIOLOGII V OTKRÀVANII ZAGRÂZNITELEY OKRU@AÁ[EY SREDÀ,
VLIÂÁ[IE NA IZMENENIÂ POVEDENIÂ @IVOTNÀH

MariÔna Vu~ini~

BolÝ{oe ~islo himi~eskih zagrÔzniteley proisho`deniem iz pro-
mì{lennìh, selÝskohozÔystvennìh i gorodostroitelÝnìh sred osuçestvlÔet svoë
otricatelÝnoe vliÔnie na organizm ~eloveka i `ivotnìh prÔmìm ili kosvennìm
me{aniem funkcii ƒndokrinnÿh `elëz i gormonov. Po ƒtomu takie zagrÔzniteli

izvestnÿ kak „himikalii, me{aÓçie ƒndokrinnÿe funkcii” (EDC – endocrine-dis-

ruptig chemicals). Me{aniem funkcii gormonov, EDC menÔÓt opredelënnìe formì
povedeniÔ `ivotnìh. Poƒtomu mo`no ustanovitÝ prÔmuÓ svÔzÝ sredi ƒtiologii
kak nau~noy disciplinì, izu~aÓçaÔ rolÝ, funkciÓ, ontogenti~eskoe i ƒvolÓcio-
nnoe razvitie povedeniÔ v aspekte prisposoblennosti `ivotnìh k usloviÔm kazni
i ƒkotoksikologii. V ƒtoy vzaimnoy svÔzi, rolÝ ƒtiologii identificirovatÝ izme-
neniÔ v povedenii `ivotnìh kotorìe poslu`at kak pervìe bioindikatorì pri-
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sutstviÔ EDC v opredelënnom `iznennom okru`enii, a pre`de ~em nastanut or-
gani~eskie izmeneniÔ, kotorìe mogut imetÝ letalÝnìe sledstviÔ.

KlÓ~evìe slova: ƒtiologiÔ, himikalii, me{aÓçie ƒndokrinnìe funkcii, (EDC),
izmeneniÔ v povedenii, `ivotnìe
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UTICAJ MESE^EVIH (PRO)MENA, DNEVNE OSUN^ENOSTI

(FOTOPERIOD) NA POJAVU SEKSUALNIH MANIFESTACIJA

KRAVA (ESTRUSA), ODNOSNO NA NJIHOVO

OPLO\AVANJE*

M. R. Predojevi}, M. Varagi}, N. M. Predojevi}, M. Marinkovi}**

Proces reprodukcije `ivog sveta svakako mora da se shvati i raz-

matra u celini, budu}i da sa ne`ivim ~ini jedinstvenu celinu. Pomenuti

biolo{ki fenomen je pod uticajem sna`nih, naj~e{}e me|usobno ispre-

pletanih ~inilaca koji proces razmno`avanja `ivog prilago|ava datim

okolnostima `ivota, ~ine}i ga upravo „oprugom” `ive materije u vre-

menu i prostoru. Bez obzira na gra|u `ivih organizama (prostu i/ili

slo`enu), ipak se razmno`avanje apsolutno odvija i pod neposrednim

uticajem isprepletanih faktora spolja{nje sredine, uticajem i delova-

njem kosmi~kih, nebeskih sila tj. sunca i meseca. Tokom prakti~nog

(terenskog) osemenjavanja pratili smo, uticaj mese~evih (pro)mena i

dnevne osun~enosti na seksualne manifestacije krava, odnosno nji-

hove uticaje na stepen koncepcije kod osemenjavanih krava. Drugim

re~ima, reakciju i odgovor organizma `ivotinje, posebno njenog repro-

duktivnog sistema.

Klju~ne re~i: mese~eve (pro)mene, dnevna osvetljenost,
osemenjavanje, stepen koncepcije kod krava

@ivi oranizmi i sredina u kojoj oni obitavaju ~ine jedinstvenu celinu,
~ime ne`iva materija ostvaruje neizbe`nu prisnu povezanost sa svekolikim `ivom
svetom koji nas okru`uje. Naravno, u tom okru`enju se dakako odvija raz-
mno`avanje tj. reprodukcija `ivog sveta. Ponekad ono je sporije, a nekad br`e,
zavisno od vrsta `ivotinja i njihovim predodre|enim kodom replikacije `ivog.
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Spolja{nji faktori, posebno klimatski, podsti~u, odnosno uti~u na tok i
proces razmno`avanja `ivog sveta, naravno izme|u ostalih i goveda. Po~ev od
Darvina, Lamartina preko Pastera koji su istra`ivali mu|uzavisnost izme|u repro-
dukcije (razmno`avanja) i `ivotne sredine. Ina~e, mnogo je autora bilo anga`ova-
no na tom polju. Time su potvrdili tesnu povezanost izme|u `ivih organizama i
sredine u kojoj obitavaju Š6¹. ^injenica je da u biologiji razmno`avanja, na primer
neke vrste riba obavljaju svoje mre{}enje isklju~ivo po mese~ini (bakalar, jegulje,
losos i druge). Mo`da je ipak bolje da se naglasi {irok luk prirodnih sredina u ko-
jima se odvija proces razmno`avanja `ivog sveta.

Me|utim, o uticaju mese~evih mena, te fotoperiodu na procese raz-
mno`avanja kod vi{ih sisara (doma}i), skoro da i nema podataka u nama dostup-
noj literaturi ili ako je ima, ona je oskudna. Pa ipak poznata je ~injenica koja je
vezana za pojam menses, menstruacija `ena i/ili primata, budu}i da je taj pojam
vezan za endokrinu funkciju njihovih ovarijuma jajnika. Dakle, pod uticajem me-
se~evih (pro)mena, o~igledno se odvija normalan fiziolo{ki proces ovogeneze. U
narodu, posebno me|u sto~arima koji gaje krave, ~esto mo`e da se ~uje opaska
za krave koje kad ne (po)tra`e bika, „potra`i}e one ili o mladini” (mladi mesec) ili
pak „o u{tapu” (punom mesecu).

Da li je to zaista ~injenica ili mo`da praznoverje sto~ara? Tek ostaju
nam na{a zapa`anja, odnosno rezultati osemenjavanja krava i njihove kocepcije,
prikupljani u du`em vremenskom periodu iz prakse. Naravno njih treba analizirati,
pa na osnovu toga doneti zaklju~ke o eventulnom delovanju osun~enosti i

mese~evih mena na proces reprodukcije.
Svrha na{eg posmatranja bila je da se uo~i eventualan uticaj nebe-

skih sila; mese~evih mena, te dnevne osun~enosti sunca na ispoljavanje seksual-
nih manifestacija – estrusa krava, te da li to uti~e na uspeh oplo|avanja krava u
toku osemenjavanja.

Eksperimentalne provere tako|e su potvrdile me|uzavisnost repro-
dukcije doma}ih `ivotinja i okoline u kojoj se gaje, naro~ito kod ovaca i konja.
Uzajamno delovanje mese~evih (pro)mena, fotoperioda na ispoljavanje polnog
`ara (estrusa), te na rezultate oplo|enja osemenjavanih krava bile su pedantno
bele`eni. Zapa`anja je bele`ila tokom du`eg perioda osemenjavanja krava (1970-
1985) ista osoba (marveni lekar). Krave su bile doma}e {arene u tipu simentalske
rase, a doze sperme priplodnih bikova su bile pouzdanog spermatolo{kog kval-
iteta.

Ina~e, inseminacije krava su obavljane lege artis, uz prethodnu rektal-
nu proveru funkcionalnog stanja jajnika i faze polnog `ara, koriste}i pri tom redov-
no vaginoskop radi lak{eg uvida u stanje otvora grli}a materice i kvalitet same es-
tralne sluzi. Evidencija o osemenjavanju krava poslu`ila nam je kao osnova za
analizu u~estalosti pojavljivanja polnog `ara, odnosno rezultata osemenjavanja
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krava i junica u relaciji pomenutih prirodnih pojava (mese~eve mene, dnevna
osun~anosti). Uspeh oplo|enja krava razmatran je u relaciji delovanja pomenutih
faktora podneblja (mese~evih mena, te dnevne osun~enosti i klime).

Neki autori su potvrdili uzajamnu povezanost reprodukcije goveda i
klimatskih faktora okoline u kojoj se one gaje Š2, 1, 7, 3, 4¹. Naravno, ako se uzme
u obzir da je plodnost generator genetskog pobolj{anja goveda, {to je i osnovni i
cilj svakog osemenjavanja goveda.

Nakon dugogodi{njeg posmatranja i prakse u obavljanju osemen-
javanja goveda; u prilici smo da iznesemo neka na{a opa`anja u relaciji pomenu-
tih pojava (mese~eve mene, dnevna osun~enost) koje izgleda uti~u na rezultate
oplo|enja osemenjenih krava. Rezultat osemenjavanja u relaciji mese~evih
(pro)mena i dnevne osun~enosti izneti su tabelama 1 i 2, a statisti~ki su obra|ivani
metodom t-testom. Budu}i da su rezultati osemenjavanja-koncepcije bele`eni po
NR metodi (30-60), opravdano je da se kritikuju sa -10%. Statisi~kom analizom
prikupljenih rezultata osemenjavanja uo~eno je da seksualna manifestacija (po-
java estrusa), kao oplo|enje zna~ajno (t=1.45 p<0.05, odnosno t=1.38 p<0.05)
zavisi od dnevne osun~enosti i uticaja mese~evih (pro)mena tokom godin(e)a.

Tabela1. Me|uzavisnost fotoperioda, u~estalost pojavljivanja estrusa i plodnost
osemenjavanih krava tokom godine

Smanjena
osun~enost

Osemenjeno
I put

Pova|alo od
I osemenjavanja

Plodnost
(%)

Indeks
V.O.

Januar 679 274 59.64

Februar 827 310 62.54

Mart 708 243 65.67

Oktobar 867 241 72.20

Novembar 388 106 72.68

Decembar 394 153 61.16

3863 1327 65.64* 1.34

Pove}ana
osun~enost

April 580 159 72.58

Maj 510 136 73.33

Jun 558 182 67.38

Juli 600 199 66.83

Avgust 1048 381 63.64

Septembar 1061 323 69.55

4357 1380 68.32* 1.31

* (t = 1.45 / p < 0.05)

493

Vet. glasnik 59 (3-4) 491 - 495 (2005) M. R. Predojevi} i sar.: Uticaj mese~evih
(pro)mena, dnevne osun~enosti (fotoperiod) na pojavu seksualnih manifestacija krava ...

Rezultati rada i diskusija



Dnevna osun~enost u toku godine ima zna~ajnu ulogu u funkciji
jajnika, a time i na pojavu u~estalosti estrusa krava. Pa`ljivom analizom rezultata
osemenjavanja krava (tabela 1) uo~ava se da je bolja aktivnost jajnika krava u
vreme izra`enijeg fotoperioda tokom godine; {to dovodi do u~estalijeg po-
javljivanja estrusa, odnosno samim tim boljih rezultata oplo|enja osemenjavanih
krava (*p< 0.05).

Dok u periodu smanjene dnevne osun~enosti, rezultati oplo|enja ose-
menjavanih krava su lo{iji u odnosu na one iz perioda ve}e dnevne osun~enosti
Š4¹. U okviru ove analize treba svakako da se uzme u obzir faktor oplodne mo}i
sperme priplodnih bika Š7¹, budu}i da spermatolo{ki kvalitet semena i te kako
uti~e na bolji uspeh oplo|enja – steonosti krava u programu osemenjavanja.
Ina~e, op{te je poznata konstatacija da je kvalitet sperme u dozi semena od pre-
sudnog zna~aja za uspeh osemenjavanja Š5¹.

Mesec svojim prirodnim silama deluje na normalne funkcije jajnika
`ena (menstruacija), odnosno time ustvari profili{e ~itav repro-endokrini sistem, a
tim i seksualni ritam `ene. Otuda je sasvim izvesno da mese~eve (pro)mene de-
luju i na repro-funkcije drugih `ivotinja, u na{em slu~aju na repro-funkcije krava (tj.
njihove jajnike). Uostalom, zar bi se u na{em narodu odr`alo ve} provereno
mi{ljenje „osoli kravu, pa }e ona do}i u polni `ar”, tj. goni}e se, (po)tra`iti bika o
mladom („mladini”) ili o punom mesecu („u{tapu”). Takvo mi{ljenje imaju oni koji
se bave terenskom praksom osemenjavanja krava, zar ne.

Budu}i da nismo nalazili barem sli~ne podatke o uticaju mese~evih
mena na reprodukciju goveda, iznosimo svoja zapa`anja i rezultate osemenja-
vanja u odnosu na ovu pojavu (mese~eve mene) na koje ina~e reaguju i svi
doma~i}i sisari. Ovi podaci, iz reprodukcije goveda, dobro su nam do{li za njeno
{ire shvatanje, razumevanje, tj. ukupnu me|uzavisnost reprodukcije sa `ivotnim
okru`enjem njihovog bitisanja. Po{to nismo u mogu}nosti da dobijene na{e rezul-
tate osemenjavanja poredimo s rezultatima drugih autora iz literature, prinu|eni
smo da ih komentari{emo kao sopstvene. S tim u vezi izne}emo na{e dobijene
podatke o tome (tabela 2).

Tabela 2. Uticaj mese~evih (pro)mena na seksulne manifetacije, te plodnost
osemenjavanih krava na terenu

Mese~eve (pro)mene Osemenjeno
(estrus) Pova|alo Plodnost

(%)

Mlad mesec („mladina”) 1456* 342 76.51

Prva ~etvrt 942 374 60.29

Posednja ~etvrt 1104 347 68.56

Pun mesec („uzstap”) 1339 293 78.11*

*( t = 1.38 / p < 0.05)
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Iz dobijenih rezultata osemenjavanja krava prikazanih u tabeli 2, uo~a-
va se zna~ajno u~estalije pojavljivanje polnog `ara krava oko mladog i/ili punog
meseca. U vezi toga i stepen koncepcije osemenjavanih bio je znatno bolji
(*p<0.05).

Mada prikupljeni rezultati nemaju prakti~an zna~aja u osemenjavanju,
ali ipak sami po sebi govore o uticaju me|uzavisnosti mnogo faktora koji mogu da
uti~u na reprodukciju goveda. Drugim re~ima, ona mora da se shvati kao feno-
men `ivog sveta kao pojava koja se neminovno odvija pod sna`nim uticajem oko-
line i podneblja (tla, biljaka, temperature i vlage), pa samim tim i pod dejstvom
sun~evog svetla i mese~evih (pro)mena.

Na osnovu prikupljenih rezultata osemenjavanja, te njihove interpreta-
cije u relaciji mese~evih (pro)mena i dnevne osun~enosti tokom perioda opservi-
ranja ovih pojava, zapa`eno je:

– mese~eve (pro)mene statisti~ki ipak zna~ajno (p<0.05) uti~u na
sna`nije ispoljavanje seksualnih manifestacija; estrus, ovulaciju te oplo|enje ose-
menjavanih (priplo|avanih) krava,

– tako|e procenat oplo|enja osemenjavanih krava bio je statisti~ki
zna~ajano bolji (p<0.05) u vreme pove}ane dnevne osun~enosti, nego u vreme
kad je ona bila smanjena, {to pokazuje da svetlost i toplota (temperatura) tako|e
povoljno uti~u na seksualne manifestacije: estrus, ovulaciju i oplo|enje krava,

– reprodukcija `ivog sveta, posebno vi{ih sisara, odnosno doma}ih
sisara (goveda) mora uvek da se razmatra u naj{irem zna~enju delovanja po-
menutih faktora sredine i podneblja koji ih okru`uje. Ovo tim pre, {to koncepcija
osemenjavanih krava u mnogome zavisi od navedenih ~inilaca.

1. Erb R. E., Andrews F. N., et al.: Seasonal variation in semen quality of the
dairy bull, J.Dairy Sci., 25, 1942. - 2. Mercier E., Salisbury G. W.: Seasonal varition in hours
of daylight associated with fertility level of cattle under natural breeding conditions. J. Dairy.
Sci., 30, 1947. - 3. Predojevi} R. M.: The role of the climatic factors in bovine reproduction.
XI Inter.Congress on Animal Reproduction and A.I., Dublin, Ireland, 1988. - 4. Predojevi} R.
M.: The influnce of climatic factors on the bovine sexsual beheviors. XVIII Nor. Vet. Con-
gress, Helsinki-Finland, 1998. - 5. Predojevi} R. M.: Iz Osemenjavanje goveda, lege artis.,
117, 2002. - 6.Timirjazev K. A.: Istorijski metodi u biologiji Prosveta, Beograd, 1949. - 7. Vu-
jovi} R.: Doktorska disertacija, Beograd, 1965.
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Erski-Bilji} Milanka, Bilji}-Erski A.: P^ELINJI VOSAK,
Edicija: APITERAPIJA, knjiga III, Beograd 2004. godine

U okviru edicije Apiterapija pred nama se nalazi i tre}a knjiga pod
naslovom: P^ELINJI VOSAK. Posle izlaska prve dve knjige u ovoj ediciji: PRO-

PILIS i MATI^NI MLE^-kraljevski gel, autori su se okrenuli p~elinjem vosku i pri-
redili prvu publikaciju ove vrste na na{em govornom podru~ju. I ne samo na
njemu, s obzirom da se u svetskim okvirima nalazi ve}i broj zdravstveno-po-
pularnih bro{ura i manji broj nau~nih radova o vosku, ali nikada nije postojalo
neko delo koje daje sveobuhvatan prikaz p~elinjeg voska kao {to je to u delu koje
je pred nama.

Prvi autor ovog dela je, kao i kod ranijih knjiga iz ove edicije, dr Mi-
lanka Erski-Bilji}, a koautor je A. Bilji}-Erski. Knjiga sadr`i 256 stranica, a materija
je rapore|ena u osam poglavlja, sa literaurom i prikazom recenzija.

Prvo poglavlje nosi naziv Istorijat porekla p~elinjeg voska, ko{nica i

voska. U njemu je dat celovit istorijski prikaz o poreklu i kori{}enju voska kroz
vekove i u raznim delovima sveta, kao i niz ~injenica koje se odnose na relaciju
ko{nice i voska.

U drugom poglavlju – Proizvodnja p~elinjeg voska, ~itaoci se upo-
znaju sa procesima lu~enja p~elinjeg voska u telu radilica i ostalim relevantnim
~injenicama vezanim za ovaj slo`eni biolo{ki proces. Podaci izneti ovde su izu-
zetno retko bili publikovani kod nas i do sada mnoge nepoznate informacije sada
prvi put nalaze svoj put do ~italaca.

Tre}e poglavlje nosi naslov – Sakupljanje i obrada, rezidue u p~eli-

njem vosku, promet, ~uvanje i kontrola kvaliteta. U njemu }e se na}i mnogi ko-
risni saveti i uputstva, kao i esencijalni podaci o na~inu sakupljanje i obrade siro-
vog voska, njegove prerade u satne osnove i kako ga osloboditi od rezidua. U
njemu se tako|e dati svetski standardi vezani za kvalitet i promet voska i njegovo
~uvanje i za{titu od {teto~ina kao na primer, od vo{tanog moljca, kako za proiz-
vodnju satne osnove do njihovog

U ~etvrtom poglavlju – Svojstva p~elinjeg voska autori u edukativ-
nom tonu prezentuju ~injenice vezane za karakteristike sirovog voska ukazuju}i
na standardne karakteristike i hemijski sastav ekolo{ki ispravnog sirovog voska.

Peto poglavlje nosi naziv Efekti – dejstva p~elinjeg voska i u njemu je
sveobuhvatno dat prikaz farmakolo{kih, klini~kih i fiziolo{kih efekata voska.

[esto poglavlje je posve}eno upotrebi voska i nosi naslov: Upotreba

p~elinjeg voska. Kao i u prethodnim knjigama ove edicije autori u ovom poglav-
lju studiozno navode primenu p~elinjeg voska u medicini, stomatologiji, veterini i
kozmetologiji, uz obilje prakti~nih recepata.
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Sedmo poglavlje nosi naslov Op{ta primena p~elinjeg voska i
logi~an je nastavak prethodnog poglavlja. U njemu se navodi mogu}nost primene
voska u p~elarstvu, za pravljenje sve}a, za metalne kalupe i modeliranje, obradu
hrane, za industrijsku tehnologiju, u tekstilnoj industriji, za lakiranje i poliranje i u
slikarstvu i {tampariji.

Zavr{no poglavlje pod naslovom: Na~in aplikacije, indikacije za

le~enje, kontraindikacije i ograni~enja, pravila za primenu, preparati p~eli-

njeg voska i terapijska primena p~elinjeg voska, obra|uje {iroku terapijsku i
aplikativnu lepezu upotrebe voska.

Knjiga je potkrepljena izuzetno bogatom bibliografijom, a na kraju
knjige je dat pregled recenzija. Gledana u celi knjiga na veoma jednostavan na~in,
ali nadasve na nau~no-stru~no potkovanoj osnovi, daje obja{njenje {ta je p~elinji
vosak, principe njegovog delovanja i prakti~nu primenu. Ovim pristupom knjiga
je prilago|ena {irokom rasponu ~italaca od p~elara, nau~nih radnika i prakti~ara
iz oblasti medicine, veterine, stomatologije i kozmetologije do obi~nih ~italaca `e-
ljnih saznja o ovom nama malo poznatom p~elinjem proizvodu.

Dr Ivan Pavlovi}, vi{i nau~ni saradnik

Nau~ni institut za veterinarstvo Srbije
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Ivanovi} Sne`ana:
CAMPYLOBACTER SPP. IZME\U @IVOTINJA I LJUDI,
Edicija: Posebna izdanja, izdava~ Zadu`bina Andrejevi}, Beograd 2005. god.

Meso je namirnica koja ~esto mo`e da bude uzrok trovanja kod ljudi.
U obzir dolazi {iroki dijapazon mikroorganizama i parazita a pojedina obolenja
dobijaju razmere epizootija sa velikim morbiditetom a ne retko i zna~ajnim mortal-
itetom. To posebno va`i za bakterije trova~e hrane.

Prve ustanovljene bakterije trova~i bile su iz roda Salmonellae spp.,
koje su i nazvane klasi~nim trova~ima mesa.

Kasnije su utvrdjene i druge vrste bakterija koje mogu biti uzrok
trovanja a u

poslednje vreme ~esto se govori o bakterijama iz roda Campylobacter

spp. kao trenutno najzna~ajnijem alimentarnom uzro~niku trovanja.
Prema podacima WHO, u zadnjih par godina broj trovanja ljudi prou-

zokovan sa kampilobakterom prema{io je broj trovanja izazavanih salmonelama
a enteriti izazvani Campylobacter spp. su bez sumnje va`an svetski problem.

Posebno je ugro`ena populacija u zemljama sa intenzivnom proiz-
vodnjom stoke. Kampilobakter se mo`e preneti sa `ivotinja, kao izvora infekcije,
na ljude, na vi{e na~ina, naj~e{}e preko kontaminiranog mesa, mleka i vode.

Pretpostavka je da se ~ovek naj~e{}e inficira preko pile}eg mesa koje
je termi~ki nije dovoljno obra|eno.

Imaju}i to u vidu i podatke vezane za istra`ivanja o prevalenci i biotipi-
zaciji Campylobacter spp. kod pili}a i svinja, koja su bili predmet autorove speci-
jalizacije i magistrature, dr Sne`ana Ivanovi} se opredlila da pru`i celoviti prikaz
Campylobacter spp., kako samog mikroorganizma tako i epizootiolo{ko-
epidemiolo{ki zna~aj koji on ima.

Knjiga sadr`i 90 stranica, a materija je raspore|ena u 15 poglavlja sa
16 tabela, 3 kolor i 3 crno bele slike. Referenca obuhvata 152 naslova od ~ega je
16 autocitata.

Posle sa`etka i abstrakta sledi tre}e poglavlje pod naslovom Istori-

jat i podela Campylobacter spp. u kome je koncizno dat prikaz istra`ivanja
kampilobakterioze, putevi otkrivanja uzro~nika i kona~no njegova taksonomska
podela. U nastavku je dat kratak opis osam vrsta Campylobacter spp. koji su od
zna~aja za zdravlje ljudi.

Sledi poglavlje Osobine Campylobacter spp. u kome su obja{njene
bitne karakteristike Campylobacter spp. znma~ajne za njegovu determinaciju. U
ovom poglavlju su obuhva}ene morfolo{ke karakteristike Campylobacter spp.,
stvaranje toksina, metode i podloge za otkrivanje kampilobaktera i sli~nosti i
razlike izme|u vrsta kampilobaktera.
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Naredno poglavlje nosi naslov Faktori koji uti~u na pre`ivljavanje

Campylobacter spp. i u njemu su opisani svi bioti~ki faktori bitni za pre`ivljavanje
i perzistenciju Campylobacter spp. kako in vivo tako i u mesu, proizvodima od
mesa, mleku i mle~nim proizvodima. U ovom poglavlju su razmatrani uticaji koje
imaju uslovi obrade mesa, mleka i njihovih proizvoda na pre`ivljavanje i patoge-
nost Campylobacter spp. u njima. Obra|en je uticaj temparature (hla|enja,
su{enja, zamrzavanja, visoke temparature i kisele sredine), osetljivost Campylo-

bacter spp. na za~ine i kuhinjsku so i osetljivost na dezificijense.
Poglavlje 6 nosi naslov Probiotici i Campylobacter spp. i u njemu je

dat prikaz uticaja probiotika na Campylobacter spp. i ukazano da je ovaj patogen
na koga probioti~ke bakterije imaju uticaja. U poglavlju su dati i rezultati eksperi-
mentalnih ispitivanja probiotika kod `ivine vr{ene od strane autora tokom izrade
njene disertacije.

Naredno poglavlje je posebno aktuelno i odnosi se na Osetljivost na

antibiotike. U momentu kada je rezistentnost patogenih mikroorganizama prema
antibioticima postala globalan problem istra`ivanja u ovom pravcu su postala od
izuzetnog humanomedicinskog i veterinarskog zna~aja. U poglavlju su detaljno
opisane metode ispitivanja osetljivosti Campylobacter spp. prema antibioticima.

Campylobacter spp. je mikroorganizam velike distribucije tako da je
prisutan u spolja{njoj sredini, u organizmima `ivotinja i ljudi i ekskretima i sekre-
tima koje izlu~uju. To je i bila tema narednog poglavlja – Rasprostranjenost Cam-

pylobacter spp. u kome je data njegova ra{irenost u vodi i zemlji{tu.
Epizootiolo{ki i epidemiolo{ki zna~aj kampilobakterioze je izuzetno

veliki na {ta ukazuju podatci WHO po kojima je u zadnjih par godina broj trovanja
ljudi prouzokovan sa kampilobakterom prema{io broj trovanja izazavanih salmo-
nelama i E.coli. O ovoj problematici govori poglavlje 9. Epizootiologija i epidemi-

ologija kampilobakterioze. Prvi segment – epizootiologija se odnosi na ra{ire-
nost Campylobacter spp. kod vi{e `ivotinjskih vrsta – `ivine, svinja, ovaca,
goveda, pasa, ma~aka i primata. Ovde se nalazi obilje podataka koji upe~atljivo
ilustruju rasprostranjenost ovog patogena kod `ivotinja za `ivota i u njihovim or-
ganmima i mi{i}ima koji se koriste u ishrani, ali isto tako i kod `ivotinja ljubimaca
koji lako mogu postati izvor infekcije svojih vlasnika. U logi~nom sledu nastavlja
se drugi segment – epidemiologija kampilobakterioze. U njemu su data najnovija
svetska istra`ivanja vezana za {irenje obolenja, rasprostranjenost i klini~ke simp-
tome na koje treba obratiti pa`nju. Segment je studiozno obra|en i celovit prikaz
celokupne geneze humane kampilobakterioze i izuzetno je interesantan za {iroki
dijapazaon stru~naka – i lekare i veterinare.

Deseto poglavlje Komentar sumira kompleksnost kampelibakterioze
u korelaciji bioti~kih i abioti~kih faktora spoljne sredine i relacije `ivotinja-~ovek. U
krajnje analiti~kom pristupu ovi faktori su sagledani u jednu ekolo{ku celovitost
kru`enja, distribucije, prevalence i incidence Campylobacter spp.

Slede Zaklju~ak, Literatura, indeks pojmova, Re~nik skra}enica i
Summary ~ime je ova monografija u potpunosti zaokru`ena. Gledana u celini,
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monografija Campylobacter spp. izme|u `ivotinja i ljudi, predstavlja jedno
sveobuhvatno {tivo u kome se na stru~an ali nadasve razumljiv i pristupa~an
na~in rasvetljavaju svi zna~ajni aspekti kasmpilobakterioze i njenog uzro~nika.
Zbog toga je sa zadovoljstvom preporu~ujem stru~njacima i studentima osnovnih
i poslediplomskih studija veterinarske i medicinske struke.

Dr Ivan Pavlovi}, vi{i nau~ni saradnik

Nau~ni institut za veterinarstvo Srbije
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