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ORIGINALAN NAUCNI RAD - ORIGINAL SCIENTIFIC PAPER

UDK 619:57.083.3:636.4.033(4-11)

RISK FACTORS ASSOCIATED WITH SWINE DYSENTERY IN
EAST-EUROPEAN PIG PRODUCTION UNITS®
FAKTORI RIZIKA POVEZANI SA DIZENTERIJOM SVINJA U
POGONIMA ZA PROIZVODNJU SVINJA U ISTOCNOJ 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

* Rad primljen za $tampu 17. 1. 2005. godine

** Mirko CP, Bilkei G, Artgerechte Tierhaltung, Dibendorf, Switzerland
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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

Introduction / Uvod

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 [Harris and Lysons, 1992].
Breeding animals may carry the organism without expressing clinical symptoms
[Bilic and Bilkei, 2003]. Mild colonic spirochetosis caused by B. pilosicoli, is also
present in many units suffering minor clinical signs of an enteric disease [Prieksat,
2000]. 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 p-hemolysis with a ring phenomenon, while B pilosicoli is only
weak pB-hemolitic and does not produce a ring phenomenon [Kinyon and Harris,
1974; Duhamel and Joens, 1994]. Clinical signs of SD seem to occur in a cyclic
manner [Bilic and Bilkei, 2003]. In large groups of pigs affected with the disease,
symptoms may appear and reappear at 3 to 4 - week intervals [Bilkei, 1996a].
Pigs that have recovered from SD may be asymptomatic, but shed B. hyo in their
feces [Songer and Harris, 1978].

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 [Harris and Lysons, 1992]. Several se-
rological tests, such as macroscopic agglutination [Joens et al. 1978], enzyme -
linked immunosorbent assay (ELISA) [Joens et al. 1981], agar gel diffusion
[Joens etal. 1978], indirect fluorescent antibody [IFA, Hunter and Saunders 1977]
have been used to detect antibodies to B. hyo. Atyeo et al. [1996], Leser et al.
[1997], and [Muniappa et al. 1997] 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
[Atyeo et al., 1996].

The epidemiological factors responsible for the prevalence of SD are
incompletely understood [Bilic and Bilkei, 2003]. The purpose of this field study
was to evaluate the impact of management factors on the occurrence of SD.
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Materials and methods / Materijal i metode rada

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 (2.44/-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 (37°C) 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 42°C) 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. [1986]. Indole production, hyppurate hydroly-
sis, and the number of periplasmic flagella in porcine WBHIS (weakly 3-hemolytic
intestinal spirochaetes) were determined as described by Ramanathan et al.
[1993].

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. [1997], and
Muniappa et al. [1997], 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 [1998], and
Martin et al [1991]. 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 [1989].

Results / Rezultati rada

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 x2=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 zavrsnu 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 PCE pozitivnost kod
Jedinica za prasenje do onih za krajnju proizvodnju, sa posebnim prostorjjama za oplodenje i za tov i

krajnju proizvodnju
Risk factor / Category / Od(joj,;?:o / P-value /
Faktor rizika Kategoryja verovatnode P-vrednost
- Negative / Negativan 1.00
%rf%e}ggj?i?g%fkr;ﬁ;i f;;[ fs%;’;/ Positive / Pozitivan 3.71 <.001
Inconclusive / Neodreden 0.64
Fiber content of the diet / g?:f’ ;gg <.001
Sadrzaj viakana u ishrani ~7% 165 '
Multiparous sows (%) / 4;1?0 g)gg 078
Krmace koje su vise puta radale (%) ~60 037 :
. <150 1.00
Herdsize 151-250 136 727
>250 0.93
All in all out farrowing house man-
agement / Vodenje prasilista po prin- \,(\leos//l\léz égg .021
cipu ,, sve unutra sve napolje” )
All'in all out nursery management /
Vodenje odgajivalista po principu ,,sve \’(\leos//gz égg .068
unutra sve napolje” )
Pit / Jama 1.00
Scraping / Struganje 4.21
Nursery waste management / Hand cleaning / Rucno ciscenje 0.46 158
Odlaganje otpada iz odgajivalista Slats / Procepi 2.99 :
Open gutter / Otvoreni slivnik 1.78
Other / Ostalo 0.88
Piglets age at leaving the nursery / 6?)—7700 ;?8
Starost prasica pri izlasku iz 50-59 093 .024
odgajivalista 45-49 0.42
Antimicrobial feed additives / No / Ne 1.00 151
Antimikrobni aditivi u hrani Yes / Da 1.77 ’
Annual removing rate (ARR) / 4?_4‘?5 823 185
Stepen iskljucenja tokom godine (ARR) >45 1.21 :
Culling of sows during the last 1 1>; 0 8?2
6 month (%) / Iskljucenje krmaca 21-3.0 085 .007
tokom poslednjih 6 meseci (%) 230 072
Restricted entry policy / No / Ne 1.00 0.47
Politika ogranicenog ulaska Yes / Da 0.44 )
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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 logisticke regresije za Brachyspira hyodysenteriae PCR pozitivnost u subjedinicama za
oplodenje kod jedinica od prasenja do krajnje proizvodnje sa posebnim prostorjjama za oplodenje i tov i

finisiranje
Risk factor / Category / Odds ratio / 95% ClI /
Faktor rizika Kategorija Odnos verovatnoce 95% CI
B hyo PCR status of Negative / 1.00 Not applicable /
the grower-finisher subunit / | Negativan Nije primenljivo
B hyo PCR status podjedinice | Positive / Pozitivan 3.50 0.98-12.31
za rast 1 krajnji proizvod Inconclusive / Neodredeno 0.47 0.12-1.99
<6% 1.00 Not applicable /
Fiber content of the diet / Nije primenljivo
Sadrzaj vlakana u ishrani 6-7% 3.51 0.96-12.32
>7% 0.46 0.12-1.96
All'in all out farrowing house / No 1.00 Not applicable /
»Sve unutra sve napolje” Nije primenljivo
(prasiliste) yes 0.29 0.09-0.98
<40 1.00 Not applicable /
Multiparous sows (%) / Nije primenljivo
Krmace sa vise porodaja (%) 40-60 0.81 0.21-3-29
>60 0.24 0.05-0.98

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 x2=7.69 with 8df (P=.98) for grower--finishing pigs.
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Table 3. Risk factors (n=14) for Brachyspira hyodysenteriae PCR positivity for grower-
finishing facilities with separated breeding and grower-finishing facilities /

Tabela 8. Faktori rizika (n=14) za Brachyspira hyodyseneriae PCE pozitivnost u prostorjjama za tov i krajnju
proizvodnju sa posebnim odeljcima za oplodenje 1 tov 1 finisiranje

Risk factor / Category / Oddoi{;;m / P-value /
Faktor rizika Kategoryja verovatnode P-vrednost
. . Negative / Negativan 1.00
griﬁggg; ggl;;g't p%a%g b;g? :;t]g; e§1 o Positive / Pozitivan 3.71 0.33
Inconclusive / Neodreden 1.28
Fiber content of the diet / ;12‘){;% :1328 03
Sadrzaj viakana u ishrani ~39% 163
- . Confinement / Zatvorena 1.00
Typa of growerfinishar factiy Open building with outdoor lot/ | 0.65 0.71
P v v Otvorena zgrada sa placem
Pit / Jama 1.00
Scraping / Struganje 0.82
\éﬁ(s{)t;}r}q:zfgz;ent/ Hand cleaning / Bucno ciséenje 1.11 0.89
ye otp Slats / Procepi 2.02
Open gqutter / Otvoreni slivnik 1.86
Number of pigs entering the grower-
finisher subunit during the last 6 months / ;0309200 :1328 0.56
Broj svinja koje su ugle u subjedinicu za ~500 1.80 ’
tov=finisiranje tokom poslednjih 6 mesec :
<1 1.00
Grower-finisher mortality % / 1-2.0 3.41 003
Smrtnost kod tova - finisiranja % 2.1-3.0 7.74 :
>3 5.65
Clinically manifested diarrhoea during
the last 6 months / Klinicki manifestovana di- $§s/ /Ag:a ;(3)2 .189
jareja_tokom poslednjih 6 meseci :
Percent of medical treatments of the 1< :13 0 (13(3)?
present inventory / Procenat medicinskih 31.5.0 o .001
tretmana iz tekuceg inventara -5 515
Culling rate during the last 3 years (%) / 1<12 0 12'010
Stepen iskljucenja tokom poslednje 21.3.0 054 .181
3 godine (%) -3 81
Culling rate during the last 6 months (%)/ 1<12 0 ;gg
Stepen iskljucenja tokom poslednjih 213.0 134 193
6 meseci (%) -3 5.04
Culling during the last 6 months because No / Ne 1.00
of diarrhoea (%) / Iskljucenje tokom poslednjih Yes / Da 208 137
6 meseci usled dijareje (%) :
Animals on concrete slats (% of pens) / ?_70 ;gg 090
Zivotinje na betonskim ploéama (% obora) 70 567 :
Outdoor lots / No / Ne 1.00 0.10
Otvorene parcele Yes / Da 0.11 :
Antimicrobial feed additives / No / Ne 1.00 152
Antimikrobni aditivi u_hrani Yes / Da 1.74 :
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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 logisticke regresije za Brachyspira hyodysenteriae PCR pozitivnost u podjedinicama za tov i
finalni razvgj kod jedinica za oplodenje do finisiranja sa posebnim prostorjjama za oplodenje 1 tov-

finisiranje
Risk factor / Category / Odds ratio / 95% ClI /
Faktor rizika Kategorrja Odnos verovatnoce 95% CI
B hyo PCR status of the breeding Negative / Negativan 100 jl\\lhc;; ;ng]a];‘ls /
subunit / ]Sf;t”.s B hyo PCR podedi-| poitive / Pozitivan 7.93 1.98-31.59
hice za oploderje Inconclusive / Neodreden 1.88 0.54-6.64
<6% 1.00 Not applicable /
Fiber content of the diet / Nije primenljivo
Sadrzaj viakana u ishrani 6-7% 7.91 1.96-31.61
>7% 1.86 0.55-6.62
Grower-finisher pigs on concrete 0 100 jr\\lb(jj'(ta ;?1[1)1:51&}1?; /

slats (% of pens) / Svinje finiseri na

. ., 1-70 3.63 0.66-19.81
betonskim plocama (% obora) 70 749 1.42-39.29
Number of pigs entering the
grower finisher subunit during .

6 months prior to the study / <300 1.00 R‘ﬁ ag}%g;?‘ls /
Broj svinja koje su usle u podjedinice 300-500 395 0 é2p7 P 4

za tov I krajnju proizvodnju tokom ~500 048 011-16

6 meseci koji su prethodili ovom ) T
Istrazivanju

Grower-finisher pigs on outdoor 0 1.00 Not applicable /
lots (%) / Svinje finiseri na otvorenim Nije primenljivo
parcelama (%) >0 0.07 0.01-0.68

Discussion / Diskusija

Historically, observation of lesions at necropsy and histological exami-
nation have been the primary methods for diagnosis of SD [Bilic and Bilkei, 2003].
Nevertheless, there are economical and epidemiological limitations to postmor-
tem examination of swine in the field [Mauch and Bilkei, 2004]. 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 [Bilic and Bilkei,
2003]. Immunohistochemical or in situ hybridization with specific nucleic acid
probes are highly specific, but lack sensitivity [Duhamel and Mathiesen, 1998].
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 [Leser et al., 1997]. 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 [Leser et
al., 1997]. PCR is a simple technique and can reliably detect B hyo, when grown
from a primary isolation plate [Ateyo et al., 1996]. 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 [Mauch and Bilkei,
2004] 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 [Bilic and Bilkei, 2003], 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 [Greiner and Gardner, 2000]. 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 [Bau-
mann and Bilkei, 2002]. 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 [Bilkei, 1996b].

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 [Bilkei, 1996b]. 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 [Baumann and Bilkei, 2002]. 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
[Mauch and Bilkei, 2004].

It is ,widely believed” [Bilic and Bilkei, 2003] that the clinical expres-
sion of swine dysentery might be influenced by diet. Prohaszka and Lukacs
[1984] 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 [Bilkei
et al., 1995] 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. [1995], Baumann and
Bilkei [2002] and Prohaszka and Lukacs [1984], other authors [Pluske et al.,
1996; Siba et al., 1996] 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. [2000], failed to provide protection against
SD with different diet formulations. Baumann and Bilkei [2002] 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 kQ).

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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SRPSKI

FAKTORI RIZIKA POVEZANI SA DIZENTERIJOM SVINJA U POGONIMA ZA
PROIZVODNJU SVINJA U ISTOCNOJ EVROPI

C. P. Mirko, G. Bilkei

Cilj ovog istrazivanja 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-
silistima i prostorijama za krajnju proizvodnju u kojima postoje odvojena ¢ekalista i tovilista.
Iz svakog krda uzorkovano je po 10 Zivotinja za oplodenje (3-10% Zenki 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 proizvodnije, 51 (36,7%) je bilo pozitivho, 49 (35,3%) je bilo negativno i 39 (28,1%) je
bilo neodredeno na B hyo koristec¢i PCR.

U podjedinicama za oplodenje, 12 promenljivih parametara je proslo kriteri-
jume skrininga za faktore rizika (P<2) na B hyo PCR pozitivhost. Verovatno¢a da ¢e podje-
dinice za oplodenije biti B hyo PCR pozitivne bile su 3,5 puta veée kada je podjedinica za
finiSiranje bila pozitivna i kada je sadrzaj vlakana u ishrani bio >6 posto. Kori§¢enje takoz-
vane ,sve unutra sve napolje” politike prasenja i postojanje >60 posto krmaca koje su se
prasile vise puta, svako za sebe smanijilo je za oko Cetiri puta moguénost da Zivotinje budu
B hyo PCR pozitivne.
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Kod subjedinica za tov i krajnju proizvodnju, 14 promenljivih parametara je
proslo kriterijume skrininga za faktore rizika (P<2) za B hyo PCR pozitivnost. B hyo PCR
pozitivan status subjedinica za oplodenje ivedi sadrzaj vlakana u ishrani bili su najuticajniji
faktor, a verovatnoc¢a da podjedinice za tov i krajnju proizvodnju budu B hyo PCR pozitivhe
bila je skoro osam puta vec¢a kada je podjedinica za oplodnju takode bila B hyo PCR
pozitivha. B hyo PCR pozitivnost krajnje proizvodnje takode je bila povezana sa procentom
svinja koje su drZzane na betonskim plo¢ama, gde je kod subjedinica u kojima je viSe od 70
posto zZivotinja drzano na betonskim plo¢ama u poredenju sa svim drugim vrstama podova
postojala 7,5 puta veca verovatno¢a da rezultati budu pozitivni. Postojala je velika po-
vezanost izmedu statusa rasta i krajnje proizvodnije i toga da li su zivotinje drzane na ot-
vorenom, gde je verovatnoca za B hyo PCR pozitivnost bila prili¢no niza kod svinja drzanih
u otvorenim prostorijama u odnosu na sve druge vrste povrsina.

»Sve unutra sve napolje” sistem odrzavanja u jedinicama za oplodenje, B hyo
negativnost susednih jedinica za tov i krajnju proizvodnju, visoki sadrzaj vlakana u ishrani i
starija struktura krmaca, mogu da smanije faktore rizika za dizenteriju svinja. Kod jedinica
za tov i krajnju proizvodnju, poplo¢an pod je asociran sa veéim, a B hyo negativnost jedi-
nica za oplodenje, sadrzaj vlakana u ishrani i proizvodnja na otvorenom, sa manjim rizikom
za infekcije svinja dizenterijom.

Klju¢ne reci: dizenterija svinja, vlakna, ishrana, politika ,,sve unutra sve napolje”, prasenje,
podne obloge, proizvodnja na otvorenom

PYCCKUA

®AKTOPbI PUCKA, CBA3AHHLIE C ,CI!ASEHTEPMEIZ CpMHEﬁ B LLEXAX AnA
nPON3BOACTBA CBUHEN B BOCTOYHOU EBPOIE

C. P. Mirko, G. Bilkei

Llenb atoro uccnegosaHus 6bina onpeaenutb hakTop pucka Ans SBleHns
OU3EHTEpUM CBUHENM B CpedHMX A0 O60MbluMX Lexax Afs NpOM3BOACTBA CBUHEN B
BocTto4Houn EBpone, B OMOPOCHBLIX KOMMEKCax U NMMELLEHNSAX ANS KpaiHero nponssoa-
CTBa, rae CywecTBYIOT OTAerbHble MecTa AN OXUAAHUSA U OTKOPMOYHbIE KOMMIEKCHI.
M3 kaxgoro ctaga obpasynkoBaHo no 10 XKMBOTHbIX AngA onnofgoTesopeHus (3-10% ca-
MOK 13 nHBeHTapsi) 1 10 cBMHen B oTkopme (80-140 gHen cTapocTu) AN LEMHON peakLumm
nonumepasbl (LIPIM) Ha Bpauxncnupa xnogmnceHtepuae (B hio) B nométe. 13 139 eguHiL,
npefHasHayeHHbIX ANs BblpawmBaHus A0 KpanHero npowssogcTea, 51 (36,7%) 6bino
NnonoXXuTenbHo, 49 (35,3%) 6bi1no oTpuuatensHo, 1 39 (28,1 %) 6bi10 HeonpeaeNEHHO Ha
B hyo, nonbays LIPTT.

B nogeavHvuax Ans onnofoTBOpeHus, 12 M3MEeH4YMBbIX MNapameTpoB
NPOLUSIO KPUTEPUU CKPUHUHra Ans daktopos pucka (P<2) Ha B hyo LPIT nonoxwu-
TeNbHOCTb. BepoAaTHOCTbL, 4UTO nogeAvHUUbl ANS ONnoAoTBopeHus 6yayT B hyo LIPTI
nonoxuTenbHble 6b1nn 3,5 pasa 66nbLUe, Korga nogeauHuua 4na pmHuwmpoBaHms 6bina
NONOXMTENbHAsA U Koraa cogepXaHve BONTOKOH B KOPMIIEHUM 6b1n10 >6%. MNonb3oBaHne
Tak Ha3biBaeMOMW, ,,BCE BHYTPW BCE CHapPY>XU” MOMUTMKMU ONopoca 1 cyllecTBoBaHme 6%
CBMHOMATOK, KOTOpbI€ MOPOCUNNCL 60MblUe pas, KaxXxAbli A4ns cebs yMeHbLUnA AN OK-
0J10 YETbIpe pasa BO3MOXXHOCTb, YTO XUBOTHbIe 6yayT B hyo LIPTT nonoxunTtenHole.
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Y nogepgvHuy Ansi OTKOpMa M KpawHero npov3BoAcTBa, 14 M3MEH4YMBbIX
napameTpoB MPOLLUO KpUTEpUn CKpUHUHIa Ans gaktopos pucka (P<2) ana B hyo LIPT
nonoxutenbHocTb. V hyo LIPT nonoxuTtenbHbI cTaTyCc nogeavHuy Anst onfogoTBo-
peHns n 66nbluee cofep>KaHue BONTOKOH B KOPMIIEHUM ObInn Hanbornee BNNATENbHbIN
hakTop, a BEpPOATHOCTb, YTO MOAEAMHMLbI A4S OTKOPMa U KpanHero npousBoACTBa
6yayT B hyo LIPIT nonoxutensHble 6bia No4Tn BoceMb pas 66nbluan, Korga nogeam-
HMUa 419 onfofAoTBOpeHns Tkaxe 6una B hyo LIPT nonoxutensHasn. B hyo LIPIT no-
NOXWTENbHOCTb KparHero Npon3BoACTBa Takxke 6bina CBA3aHHasA C NPOLEHTOM CBUHEN,
CoAep>XaHHble Ha 6ETOHHbIX NUTax, rae y NoAeAnHNL B KOTOPbIX 60nbLie 70% XUBOT-
HbIX COAEeP>XXaHO Ha GETOHHbLIX NANTax B CPaBHEHUWN CO BCEMMU APYruMy BUAAMMU MOSOB
cywecTtBoBana 7,5 pa3 66nbLuas BepOATHOCTb, YTO pe3ynbTaTbl 6yAyT NONOXUTENbHbIE.
CyuwecTtBoBana cunbHasa CBA3aHHOCTb MeXAy CTaTyCOM pocTa M KpavHero npovsBog-
CTBa 1 TOro, Cofep kaHHble MeXxy CTaTyCoM pocTa U KpanHeronponssoAcTsea 1 Toro, co-
Oep>XaHHble Mexxy CTaTyCoOM pocTa 1 KpanHero Npon3BOACTBA U TOr0, COAEP XKaHHble N
>KMBOTHbIE HA OTKPbITOM, r4e BepoAaTHocTb Ana B xvo LIPI nonoxutenbHocTb 6bina
n3pagHo 6onee HN3Kas y CBMHEN, COAPEXXaHHbIX B OTKPbITbIX MOMELLEHNAX B OTHOLLEHNM
BCEX APYrux BUAOB NOBEPXHOCTEN.

,BC& BHYTPW BC& CHapy>Xn” cuctema coaep>xaHus B eanHuLax Ans onnoao-
TOBpeHUs, b Xxino oTpuuaTenbHOCTb COCeAHNX eAnHUL ANS OTKOpMa U KpanHero npous-
BOACTBA, BbICOKOE COAEp>KaHne BOIOKOH B KOPMEHWM, 1 6onee ctapas CTpyKTypa CBu-
HOMaTOK, MOTyT YMeHbLUMTb (DaKTopbl pUcKa AN AM3eHTepun cBuHen. Y eanHul Ans
OTKOPMa M KpanHero Npou3BOACTBA, BbITOXXEHHbIA NAWTKaMM Nos, acCOLMPOBAaHHbIV C
66nbwKM, a b xo oTpuuaTeNnsbHOCTL eAVHUL, A4S ONNOAOTBOPEHNS, codep)kaHne BO-
NIOKOH B KOPMJTEHWM N MPON3BOACTBO aH OTKPbLITOM, C MEHbLUMM PUCKOM AS18 NHADEKLNA
CBWHEN AN3eHTepren.

KntouyeBble cnoBa: AM3eHTepUsi CBUHEN, BOJIOKHA, KOPMJIEHWNE, MONNTMKA ,BCE BHYTPU

BCE CHapy>n”, ornopoc, NnosioBble 06KNaaKu, NPON3BOACTBO Ha
OTKPbITOM

362



ORIGINALAN NAUCNI RAD - ORIGINAL SCIENTIFIC PAPER

UDK 619:57.083.3:616.155.392:636.2

COMPARISON OF AGAR GEL IMMUNODIFFUSION TEST,
ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY AND PCR IN
DIAGNOSTICS OF ENZOOTIC BOVINE LEUKOSIS
POREDENJE 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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Introduction / Uvod

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 [14]. 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 [8]. 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 [19]. 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 [1, 6]. 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 [21]. For a number of years, the AGID test has
been the prescribed test for international trade [22]. In more recent years, the
ELISA has replaced the AGID in eradication programmes [7]. 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 [2, 11, 12]. 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.

Materials and methods / Materijal i metode rada

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 (& 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 aring of wells. The centre well was filled with 25 ul of antigen (Bovine Leucosis
Antigen for Immunodiffusion; Bommeli, Switzerland), and brim wells were filled
with 50 ul 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 QlAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and/or from serum using QlAamp 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’) [2]. The reaction mix for first
amplification was performed with a 50 ul volume containing 20 ul template DNA,
0.5 ul of each primer, 4 ul dNTPs (10 mM each), 5 ul 10 x PCR buffer, 3 ul MgCl,
(1.5 mM) and 0.25 ul Platinum Polymerase (Invitrogen, 5 U/ul). 3 ul 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.

Results / Rezultati ispitivanja

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, potvrdujuéih ELIZA vrednosti i PCR kod 30 pozitivnih seruma i 10
negativnih seruma testiranih ELIZA skriningom

sample/ | Screening ELISA/ AGID / EL,CS‘Z\”;'E‘}&% | PcRenv/
Uzorak ELISA test AGID PCR env
potvrda
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 neqg neg
141/4 pos neqg 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 neqg neqg 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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Discussion / Diskusija

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 [16]. 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
[23]. 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 [5, 9]. 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 [13]. 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 [17, 20]. 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 [18]. 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 [10, 15]. 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 [10]. 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 [2]. This reference is de-
rived from the fact that PCR methods are able to detect animals, which might test
seronegative [4]. In this respect, serological tests and tests for direct viral detec-
tion must complement each other.
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SRPSKI

POREDENJE AGAR GEL IMUNODIFUZIONOG TESTA, ENZIM VEZANOG
IMUNOSORBENT TESTA | 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 Zivota 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, raspolozivih finansijskih sredstava, kao i
od karakteristika stada koje treba da se analiziraju. Agar gel imunodifuzioni test (AGID) je
ve¢ dugo odabrani seroloski test za rutinsku dijagnozu serumskih uzoraka. Ipak, tokom
poslednjih nekoliko godina enzim vezani imunosorbent test (ELISA) zamenio je AGID za
testiranja velikog broja zivotinja. Usled toga, BLV-ELISA kitovi dostupni na trziStu uporedeni
su sa AGID testom i metodom testiranja lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) koriste¢i dva
seta prajmera, povecéavajuci env region. Utvrdeno je da je ELISA kit zasnovan na unu-
traSnjem proteinu p24 manje specifican i da sluzi kao skrining test. ELISA kit zasnovan na
env glikoproteinu (gp51) posluzio je kao verifikacioni test i dao je dobru korelaciju sa AGID
testom i PCR metodom. Medutim, ELISA je pokazala veéu 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 vazniji za otkrivanje odgovora antitela prema pojedina¢nim BLV-
proteinima i prema tome, za verifikaciju BLV infekcije.

Klju€ne reci: AGID, dijagnostikovanije, ELISA, enzootska leukoza goveda, PCR

PYCCKUA

CPABHEHME ATAP rEjlb UMMYHOAN®®Y3NOHHOIO TECTA, 3H3UM,
CBA3AHHOIO UMMYHOCOPBEHT TECTA U LIPN B AUATHOCTULIMPOBAHUN
OH300TUYECKOI'O JIEMKO3A KPYNMHOIO POrATOINO CKOTA

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

Bupyc nemnkemun kpynHoro poratoro ckota (BJIKPC) petposupyc,
yKa3bIBaoLWMA Ha XPOHUYECKYIO MHIDEKLMIO KPYMHOro poratoro ckota. Korga ogHaxabl
3apasmnTcsl, KPYMNHbIA poraTblil CKOT OCTA&T HOCUTESb BUpyca A0 KOHLA XWU3HU Y HAYUH-
aeT NnoKasbiBaTb OTBET aHTUTEN YXKe HECKONbKO Hefernb nocne nHunumposanus. Vicko-
peHeHue n nogasrieHne 60M1e3HN OCHOBaHHbIE Ha 60ee paHHe QUarHOCTUKE U N30Mu-
poBaHnem HocuTenewn. Beibop AnarHoCcTUKM MeToAa OT NporpammMbl A1 UCKOpeHeHUs 60-
Ne3HN, Hann4yHble (PUMHaHCOBbIE CPEACTBa, CIMOBHO U XapakTepuCTUK cTaga, KoTopoe
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Hafo aHanusvpoBatb. Arap refl UMMyHoANdY3NOHHLIN TecT (ATVM) yxxe gonro oTto-
6paHHbIN CEepPOSIOrMYECKUA TECT ANA YMENoro AuarHosa CbIBOPOTOYHbIX 0Opa3yvMKOB.
Bcé-taku, B TedeHue nocnefHuX HeCKOSIbKO NeT 3H3UM, CBSA3aHHbIA MMMYHOCOPOEHT
TecT (ELISA) 3amenun AL gna TecTupoBaHuin 60MbLIOTO Yncna XXUBOTHbIX. Benea-
cTBue Toro, BLV-ELISA KnTbl AOCTYMHbIE HA PbIHKE, CPaBHEHHbIE C arng TeECTOM U METO-
[OM TECTMPOBaHMA LenHon peakunu nonmmMepasbl (LIPI), nonb3ysa aBa ceta npanvepa,
yBenuunBasi env permoH. YTBep>XaeHo, 4To ELISA KT ocHOBaH Ha N24 BHYTPEHHEM npo-
TEeVHe MeHbLUe cneunUYEcKUii 1 YTO CIYXKUT Kak CKPUHUHT TecT. ELISA KuT ocHoBaH Ha
€ro rnukonpoTenHy (rn51) NoCNy>Xun Kak BepuUKaLMOHHBIA TECT 1 Aan XOPOLUY KOp-
pensaumio c ArV[ Tectom n LIPT meTogom. Mexay Tem, ELISA nokasana 66nbLuyto 4yBCT-
BUTENbHOCTb, Yem AMNA. ELISA ocHoBaHa Ha n24 6bina none3Has ANA CKPUHWHP
66nbLuUero 4Yncra obpasyvmkoB, noka ELISA ocHoBaHa Ha rn51, AT v LIPI 6biniv 6onee
LS OTKPbITUS OTBETa aHTUTeN K oTAenbHbiM BJIKPC-npoTenHamu, n corfiocHO 3ToMmy,
ansa sepudpmkaymm BIIKPC nHekummn.

Kntouesble crosa: A, anaroctuumposanue, ELISA, SH300TUHECKUIA NENKO3 KPYMHOro
poraToro ckota, LIPT1
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MOGUCNOST UPOTREBE RT-PCR TEHNIKE U
UTVRDIVANJU PRISUSTVA VIRUSA GOVEDE 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. Petrovié, S. Lazi¢, M. Joviéin, Bosiljka Duri¢ié¢™

Virus govede virusne dijareje (BVD-a) je znaCajan zdravstveno-
ekonomski patogen kod goveda koji moZe da se izlu¢uje i Siri i putem
sperme trajno i akutno inficiranih bikova. Nativna sperma Sest bikova,
za koju je izolacijom virusa i RT-PCR metodom utvrdeno da je negativna
na BVD virus, eksperimentalno je inokulisana desetostrukim razrede-
njima necitopatogenim 22146 sojem BVD virusa titra 1055. Na ovaj
nacin dobijena su razredenja BVD virusa od 101 do 106 (5 x 10*
TCID/s, do 0,5 TCID/s, 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 bazenci¢a, u kojoj je svaki uzorak inficirane
sperme postavijen u tri primerka, a svaki od njih je titriran od razredenja
1:2 do 1:256. Prisustvo BVD virusa je dokazano tehnikom fluorescent-
nih antitela u drugoj slepoj pasazi na kulturi ¢elija FTB. Za kulturu ¢elija
je utvrden izrazito toksi¢an efekat nativne sperme do razredenja 1:64.
Virus BVD-a je reizolovan iz sperme u sva tri primerka uzoraka sperme
sa5x10% 5x10%i5x 102 TCID/s, a nije reizolovan iz sperme sa 50, sa
5 isa 0,5 TCID/s, 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 utvrden u nativnoj spermi sa 5 x 104, 5 x 103, 5 x 102
i 50 TCID/s, BVD virusa u 0,1 ml nativhe 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

* Rad primljen za $tampu 21. 1. 2005. godine

** Mr Tama$ Petrovi¢, istraziva® saradnik; dr Sava Lazié, vi§i nauéni saradnik; dr Milovan Jo-
vi¢in, viSi naucni saradnik, Naucni institut za veterinarstvo ,,Novi Sad”, Novi Sad; dr Bosiljka
Burici¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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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 celija.

Kljucne reci: BVD virus, nativna sperma bikova, izolacija virusa,
RT-PCR

Uvod / Introduction

Virus govede virusne dijareje (virus BVD) je pestivirus koji uzrokuje
gastrointestinalna, respiratorna i reproduktivna oboljenja kod goveda [1]. On
predstavlja znaCajan zdravstveno-ekonomski patogen u govedarstvu, pri ¢emu
se taj znacaj indirektno ispoljava u vidu velikog broja (viSe od 140) registrovanih
vakcina na trziStu [2] i napora koje ulaZzu pojedine zemlje Evropske unije za nje-
govu eradikaciju [3]. U veliki broj nacina i puteva Sirenja BVD virusne infekcije,
ubraja se i njegovo izlu¢ivanje putem sperme trajno i akutno inficiranih bikova [1,
4, 5]. 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 omogucava razvoj perzistentne infekcije i nesmetano umnozavanije i izluci-
vanje virusa BVD tokom celog zivota buduce jedinke [6, 7]. Preko duboko
zamrznutog semena perzistentno inficiranih (PI) bikova virus BVD lako se prenosi
na osemenjene prijemcive Zivotinje i na taj nacin se infekcija brzo Siri u populaciji
goveda. Posledice koitalne infekcije uklju¢uju smanjenu koncepciju, rana embri-
onala uginuca, abortuse i radanje perzistentno inficiranih Zivotinja [4, 5]. Akutna
BVD virusna infekcija bika nastaje u slucaju infekcije prijemcive, imunokompe-
tentne Zivotinje. Veéim brojem ispitivanja je utvrdeno da virus BYD moze da se
izoluje i iz sperme akutno inficiranih bikova u stadijumu viremije, dok moguénost
njegove izolacije iz sperme izostaje nakon pojavljivanja specifi¢nih antitela [8, 9].
Meyling i Jensen [5] ustanovili su pozitivan seroloSki odgovor kod svih 12 sero-
negativnih junica posle vestackog osemenjavanja semenom Pl bika, a kod samo
tri od 60 seronegativnih junica utvrden je pozitivan seroloski odgovor posle
vestatkog 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 razredivaca za kulturu ¢elija na kojima se obavlja izolacija virusa, kao i u
poznatom virulicidnom efektu seminalne plazme [10, 11]. Usled ovih razloga ¢es-
to se pojavljuju ,lazno” negativni rezultati izolacije BVD virusa iz sperme, narocito
ukoliko je u pitanju mali broj virusnih ¢estica. Prema podacima iz literature koli¢ina
virusa BVD u ejakulatu akutno inficiranog bika najcesée je izmedu 5i 75 CCIDsq u
jednom mililitru ejakulata [8, 12]. ZnacCajan problem predstavlja i veliko razredenje
ejakulata u komercijalnom semenu bikova i seroloski odgovor akutno inficiranih
bikova nakon infekcije. Naime, vec¢i broj autora je ustanovio da se BVD virus ne
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moze da izoluje iz sperme bikova posle pojavljivanja specifiCnih antitela u krvi,
iako je on prisutan u spermi [8, 9, 12, 13]. Na ovaj nacin dobija se lazno negativan
nalaz. Kod perzistentno inficiranih bikova virusom BVD to nije slucaj, zato $to
izostanka seroloskog odgovora, postoji stalna i nesmetana replikacija i izlu¢ivanje
virusa BVD svim sekretima i ekskretima, pa i spermom u velikoj koli¢ini (od 10* do
107 CCIDso u ml ejakulata, 9). Medutim, na pravi problem ukazuju Givens i sarad-
nici [13] koji izveStavaju o prisustvu virusa BVD u spermi sedam meseci nakon
akutne infekcije odraslog seroloSki negativnog imunokompetentnog bika. Pri
tome je virus BVD, posle kratkotrajne viremije i pojavljivanja specifi¢nih antitela
nestao iz krvi. I1zolacija virusa BVD u nativhoj spermi je bila pozitivha do pojave se-
roloSkog odgovora, a nakon toga virus nije mogao da se utvrdi ovom metodom,
dok je RT-PCR metodom virus BVD utvrden 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 serolosSki negativnoj teladi
nastala je infekcija i sinteza specificnih antitela. Na ovaj nacin nesumnijivo je
potvrdeno prisustvo virusa BYD u pomenutim uzorcima sperme [13].

Cilj ovoga rada je da ukaze na mogucnost utvrdivanja prisustva virusa
BVD u nativnoj spermi bikova pomocu reverzne transkripcije - polimeraza lan¢ane
reakcije (RT-PCR) i njenu prednost u odnosu na klasi¢nu izolaciju virusa.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Kao materijal u ispitivanju osetljivosti metoda za utvrdivanje prisustva
virusa BVD u spermi kori§éeni su uzorci nativne sperme Sest bikova i necitopato-
geni (ncp) soj virusa BVD 221486, titra 10%°, na sekundarnoj kulturi ¢elija fetalnog
tele¢eg bubrega (FTB). Radi utvrdivanja 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 utvrdeno prisustvo spe-
cificnih antitela za virus BVD, niti je utvrdeno prisustvo BVD virusnog antigena. Na-
tivna sperma 6 bikova, za koju je prethodno izolacijom virusa i RT-PCR metodom
utvrdeno da je negativna na virus BVD, eksperimentalno je inokulisana desetos-
trukim razredenjima 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 sluzio 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 razredeni doda-
vanjem fizioloSkog rastvora u razmeri 1:1 (na 0,45 ml nativne sperme dodato je
0,45 ml fizioloSkog rastvora). Na 0,9 ml ovako razredenih uzoraka nativne sperme
dodato je po 0,1 ml desetostrukih razredenja 22146 soja BVD virusa u fizioloSkom
rastvoru, po&ev od koncentrovanog virusa do 10°. Na ovaj nacin su dobijena
razredenja BVD virusa od 107" do 10 u 0,1 ml nativne sperme. Ovakav na&in
vestacke infekcije je odabran radi Sto tacnije procene koli€ine virusa koja se nalazi
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u 0,1 mlinficiranih uzoraka sperme. Negova koli¢ina u uzorcima nativne sperme je
bila 5 x 10* TCID/s0, 5 x 10® TCID/50, 5 x 102 TCID/s0, 5 x 10" TCID/50, 5 TCID/54i 0,5
TCID/50. Na ovaj nacin dobili smo razli€it broj virusnih Cestica, pri ¢emu nativna
sperma sa svim svojim osobinama nije bila razredivana. Na isti nacin su razredeni
parni uzorci nativnhe sperme koja je ostavljena za negativnu kontrolu, s tim da je
umesto 0,1 ml razredenja virusa dodavano 0,1 ml fiziolo§kog rastvora (0,45 ml na-
tivne sperme + 0,45 ml fizioloSkog rastvora + 0,1 ml fizioloSkog 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 koriS¢en super-
natant nativne sperme posle centrifugovanja. Reizolacija virusa BVD obavljena je
u mikrotitar plo¢i sa 96 bazenci¢a u kojoj je svako razredenje virusa u nativnoj
spermi postavljeno u tri primerka, a svako od njih je titrovano u medijumu za kul-
turu ¢éelija od razredenja 1:2 do 1:256. U svaki bazenci¢ mikroploce je postavljeno
0,1 ml supernatanta inokulisanih uzoraka sperme, na prethodno opisan naéin, na
koje je dodato 0,1 ml suspenzije FTB ¢éelija u medijumu za rast kulture celija.
Ovakva postavka reizolacije virusa BVD iz sperme je sprovedena zbog poznatog i
oCekivanog toksi¢nog efekta za kulturu ¢elija i utvrdivanja koli€ine virusa koja
predstavlja granicu detekcije u izolaciji virusa BVD iz nativhe sperme. Kao medi-
jum za rast i odrzavanje kulture celija koriS¢en je Eagle MEM sa hepesom
(SIGMA) i 10% fetalnog govedeg seruma za koji je prethodno utvrden da je ,slo-
bodan” od virusa BVD, kao i specifi¢nih antitela za virus BVD. Posle pet dana inku-
bacije na temperaturi od 37°C 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 ul, prebaeni na nove mikrotitar
plo€e. Na njih je dodato po 0,1 ml suspenzije novih FTB ¢elija, a inkubacija na
temperaturi od 37°C trajala je Cetiri dana. Na isti nacin, u istom rasporedu i u istim
uslovima su inokulisani i supkultivisani uzorci pripremljene nativhe sperme kao
negativne kontrole. S obzirom da virusni soj koji je kori§¢en u eksperimentu pri-
pada necitopatogenom biotipu virusa BVD (kakav je najéeSce prisutan u prirodi),
njegovo prisustvo, u kulturi éelija druge slepe pasaze uzoraka, indirekino je
potvrdivano 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 proizvodacda. Izolovana RNA je resuspendovana
u 40 ul DEPC-tretirane vode. UmnoZavanje sekvence od 300 bp 5'UTR dela ge-
noma BVD virusa sprovedeno je pomocu ,,one-tube RT-PCR” metode (Access RT-
PCR system, Promega, USA) po uputstvu proizvodaca i po opisanoj proceduri
Barli¢-Maganje i Groma [14] i Toplaka i saradnika [15], koriS¢enjem prajmera
Pest2-L i P1-U opisanih u tabeli 1. U RT-PCR reakciji je koriS§¢eno 4 ul 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-
redenja ovog virusa koja su kori§¢ena za inokulaciju nativne sperme bikova.

Tabela 1. Detalji oligonukleotidnih prajmera koji su koris¢eni u RT-PCR reakciji. Pozicija u
genomu i predvidena velicina umnoZene sekvence genoma odgovaraju referentnom
BVDV soju NADL [16]

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 [16]

Poziciia Veli¢ina i lokacija
}P)rgjmer/ Sekvenc’a / k’S'equence u genor:w/ g u gzn]omu,/ )
rimer (6-3) Position in genome 1€ al;eng,gfm mn
P1-U AGAGGCTAGCCATGCCCTTAGT 97-118 oko 300 bp
Pest2-L | TCAACTCCATGTGCCATGTAC 395-375 5-UTR

Rezultati ispitivanja / Results

Za kulturu ¢elija FTB u prvoj slepoj pasazi utvrden je izrazito toksic¢an
efekat nativne sperme do razredenja 1:64. Toksi¢an efekat, koji se ogledao u pot-
punoj citomorfoloskoj destrukciji i deformaciji ¢elija i nemoguénosti njihove ad-
herencije za mikrotitar plo¢u, bio je uocljiv nakon prva 24 ¢asa na razredenjima
nativne sperme 1:2 do 1:16. U bazenci¢ima mikrotitar ploce, u kojima je sperma
bilarazredena 1:32i 1:64, nakon prva 24 ¢asa inkubacije, toksi¢nost se ogledala u
morfoloskim promenama celija, najviSe u vidu vakuolizacije u citoplazmi, prome-
njenom obliku i stvaranju sincicijuma. Nakon naredna 24 ¢asa i u tim bazenci¢ima
je nastalo odvajanje ¢elija od podloge. Ovakav efekat je ispoljila sperma kako viru-
som inokulisana, tako i neinokulisana sperma. U drugoj slepoj pasazi (supkultiva-
ciji) toksi¢an efekat je ustanovljen, u zavisnosti od uzorka nativhe sperme,
najcesée do razredenja 1:8.

U razredenjima 1:8, 1:16 i 1:32 druge slepe pasaze virusom inokuli-
sanih uzoraka nativne sperme, prisustvo virusa BVD nije moglo da se dokaze teh-
nikom fluorescentnih antitela ni u jednom uzorku desetorostrukih razredenja vi-
rusa. Virus BVD-a je reizolovan i njegovo prisustvo je dokazano tehnikom fluores-
centnih antitela u razredenjima 1:64, 1:128 i 1:256 u sva tri primerka uzoraka na-
tivne sperme sa 5 x 104, 5 x 10% i 5 x 10? TCID/5, 22146 virusa BVD u 0,1 ml. Virus
BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne sperme sa 5 x 10" (50) TCID/sq, 5 TCID/sg i
0,5 TCID/sy 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 razredenja 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) umnozavanija veli¢ine 300 bp utvrden je u uzorcima nativne sperme sa 5 x
10%, 5 x 10%, 5 x 102§ 5 x 10" TCID/sq virusa BVD u 0,1 ml. U uzorcima nativne
sperme bikova sa 5 TCID/s, i 0,5 TCID/xq virusa BVD nije utvrdeno prisustvo spe-
cificnog benda (slika 1).

Slika 1. Detekcija PCR produkata na gelu. S leva na desno uzorci nativne sperme sa
5x10%, 5x103,5x102i5x 107, 5 TCID/50i 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 5x10%, 5x1(P,
5x10P, and 5x10Y%, 5 TCID/zp and 0.5 TCID/5y BVD virus. The seventh sample is a negative control, on
the eighth is the 100 bp marker

Prilikom ispitivanja desetostrukih razredenja 22146 soja virusa BYD u
fizioloSkom rastvoru, kojima su inokulisani uzorci nativhe 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 razredenjima 107",
102,103,101 10, odnosno detektovan je virus BVD titra 5 x 10* TCID/5o, 5 x 103
TCID/s9, 5 x 10?2 TCID/50, 5 x 10" TCID/s54 i 5 TCID/s virusa BVD u 0,1 ml. Samo u
razredenju 10 (0,5 TCID/5,) ovom metodom nije ustanovljeno prisustvo virusa
BVD u fizioloSkom rastvoru. Pri tome, koli¢ina RNA koja je koriS¢ena u RT-PCR
reakciji bila je identi¢na (4 ul), kao i ona kod ispitivanja prisustva virusa BVD u
uzorcima inficirane sperme.

Diskusija / Discussion

Izolacijom na kulturi ¢elija FTB, pozitivan rezultat je utvrden u uzor-
cima inokulisane nativne sperme u kojima je koli¢ina virusa BVD bila 5 x 10%, 5 x
10% i 5 x 102 TCID/so u 0,1 ml. Virus BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne
sperme bikova u kojima je njegova koli¢ina bila 5 x 10" TCID/s, 5 TCID/5 i 0,5
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TCID/50 u 0,1 ml. Pozitivan rezultat prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR meto-
dom je utvrden u nativnoj spermi u kojoj je koli¢ina virusa BVD bila 5 x 10%, 5x 10,
5x102i5x 10" TCID/50 u 0,1 ml, dok njegovo prisustvo nije utvrdeno u uzorcima
sa 5 TCID/gq i 0,5 TCID/s5q 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. Utvrdene pred-
nosti RT-PCR metode su: brzina ispitivanja (jedan do dva dana) i vec¢a osetljivost.
Metoda RT-PCR je, pri tome, pokazala deset puta vecu osetljivost (50 TCID/sp) u
odnosu na izolaciju virusa (500 TCID/sg), iako je u reakciji koriS¢eno 4 ul od 40 ul
izolovane RNA iz uzorka. Do sli¢nih rezultata su dosli i drugi autori [11, 17, 13]
Izolacija virusa traje najmanje deset dana, a njena manja osetljivost je, pre svega,
rezultat toksi¢nog efekta nativhe sperme bikova za kulturu ¢elija. Naime, ispiti-
vanja su ukazala na toksi¢an efekat nativne sperme do razredenja 1:64 za kulturu
¢elija FTB u prvoj slepoj pasazi. Toksi¢an efekat se preneo i na uzorke u drugoj
slepoj pasazi do razredenja 1:8. |zrazito toksiCan efekat nativhe sperme bikova za
kulturu ¢éelija spominju i drugi autori u svojim ispitivanjima [11, 18, 19]. Toksi¢an
efekat nativne sperme je posebno izrazen za primarne i sekundarne kulture ¢éelija
koje se koriste kod izolacije virusa BVD zbog njihove vece osetljivosti i usled Ceste
latentne kontaminacije komercijalnih ¢éelijskih linija virusom BVD. Usled toksi¢nog
efekta nativne sperme do razredenja 1:64, virus BVD kaji je u uzorcima bio prisu-
tan u titru 5 x 10" TCID/sq, 5 TCID/s0 i 0,5 TCID/54 Nije mogao da se veze i umnozi u
kulturi ¢elija. U ve¢im razredenjima (1:128 i 1:256) ovih uzoraka sperme, vero-
vatnoc¢a prisustva virusa BVD je bila veoma mala (zbog razredenja), pa se iz tih
razloga nije ni mogao da reizoluje.

Metodom RT-PCR nije se utvrdilo prisustvo 5 TCID/sq virusa BVD u
uzorku nativne sperme bika, iako je ova koli¢ina virusa utvrdena u fizioloSkom
rastvoru, prilikom utvrdivanja limita detekcije ove metode. Rezultat ukazuje na
prisustvo inhibitornog efekta nativne sperme na RT-PCR reakciju. Ovaj fenomen je
opisao veci broj autora [20, 17, 11], koji su utvrdili inhibitorni efekat nativne
sperme na reverznu transkripciju. Da Silva i sar [17] ukazuju da je radi povec¢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 pozitivhu reakciju u spermi
sa 0,4 TCID/5q virusa BVD. Givens i sar [13] isti€u kao posebnu prednost mo-
guénost RT-PCR metode da utvrdi prisustvo virusa BVD u prisustvu specifi¢nih an-
titela i nezamenljiv znac¢aj ove metode kod utvrdivanja 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.

Utvrdivanje prisustva virusa BVD u nativnoj spermii komercijalnom se-
menu bikova je od velikog zdravstvenog i ekonomskog znacaja u govedarstvu.
PraktiCan znacaj je jo$ veéi kod nemoguénosti ispitivanja bika donora sperme,
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odnosno semena, u slu€ajevima uvoza semena ili ukoliko bik nije viSe u eks-
ploataciji. Voges i saradnici [12] utvrdili su perzistentnu BVD virusnu infekciju u
testisima seropozitivnog, neviremi¢nog bika u centru za VO. Virus, prose¢nog titra
1033 TCIDso/ 0,1 ml, ustanovljen je u ve¢em broju ejakulata tokom svih jedanaest
meseci ispitivanja, pri ¢emu ni jednom slucaju nije ustanovljen u krvi. Kod po-
menutog bika je utvrden izuzetno visok titar antitela koji je bio veéi od 1:4096, a na
homologni virus (izolovan iz sperme) u jednom slucaju i 1:100000. Sperma pri
tome nije bila znac¢ajnije morfoloSki promenjena i bik se neko vreme koristio za
proizvodnju semena. Autori smatraju da ova pojava moze da se objasni akutnom
infekcijom imunokompetentnog bika pre puberteta, odnosno pre uspostavljanja
gustog spoja izmedu Sertolijevih ¢elija u testisima nazvanog krvno-testisna ba-
rijera. Virus lokalizovan u testisima je nakon formiranja barijere potpuno zasti¢en
od imunog sistema Zzivotinje, $to mu omoguéava nesmetanu replikaciju i izluci-
vanje spermom. Ovakuvi i sli¢ni slu€ajevi govore u prilog misljenju 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 nasih ispitivanja i podataka iz literature mozemo, na os-
novu osetljivosti i vremena trajanja ispitivanja, da preporu¢imo upotrebu stan-
dardizovane RT-PCR metode u utvrdivanju prisustvu virusa BVD u uzorcima na-
tivne sperme bikova.
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ENGLISH

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

T. Petrovié, S. Lazi¢, M. Jovicin, Bosiljka Durici¢

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 10%5. This way,
dilutions of the BVD virus from 10~ to 1078 (5x10* TCID/,, to 0.5 TCID/s, 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, 5x 103, and 5 x 10?2 TCID/s,, and it was
not reisolated from sperm with 50, with 5, and with 0.5 TCID/5, 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 10, and 50 TCID/s, 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.

PYCCKUA

BO3MOXXHOCTb YNOTPEBJIEHUA PT-NMLP TEXHUKN B YTBEP)XXOEHUN
NPUCYTCTBUSA BUPYCA rOBAXEN BUPYCHOU IUMAPEN B CTNIEPME
MJEMEHHbIX BbIKOB

T. MeTtpoBuy, C. Jlaanu, M. MoBuuuH, Bocunbka LOxypuumny

Bupyc rossiken BupycHou guapen (BIBL/B[) 3HauuTenbHbIM 34paBooxpa-
HUTENbHO-9KOHOMUYECKUIA MaToreH y KPYNHOro poraTtoro CKOTa, KOTOPbIN MOXXHO Bbl-
AenaTb 1 paclwmpaTb U NyTEM cnepMbl NEPCUCTEHTHO Y OCTPO MHPULIMPOBAHHBIX ObIKOB.
HaTtueHasa cnepma 6 6bIKOB, ANA KOTopon nsonsauuen supyca n PT-TILIP meTogom yT-
BEPXAEHO, 4To oTpuuaTensHasa Ha B[] Bupyc, akcnepnMmeHTansHO MHUUMpoBaHa ae-
CATUKPATHBIMWN Pa3peXXEHHOCTAMMN HeumTonaToreHHbIMn 22146 wravvom Bl Bupyca ot
107" go 1078 (5x107* TUMI/50 A0 0,5 TLM[50 B, BUpyca) B 0,1 MST HATUBHOW CriepMmbl.
M3 Takow e MHMLMPOBAHHON CepMbl COBEpLUEHA Pen3onauns Bupyca Ha KynbType
knetok ®Th B Mukponutp nnute ¢ 96 6acCENHNKOB B KOTOPOW KaXbIi 06pasyvnk uHu-
LMOPOBaHHOW CrepMbl NMOCTaBMIEH B TPW 3K3eMnnspa, a Kaxabll obpasymk MHOULU-
pPOBaHHOW crepMbl NOCTaBMIEH B TPU 3K3EMISPa, a KaXAbl U3 HUX TUTPOBaH OT pas-
pexkxéHHocTun 1:2 go 1:256. lokasatenscTBo npucyTcTens (B[] Bupyca coBepLUeHO Tex-
HUKOW hIyOPECLEHTHbIX aHTUTEN B APYrOM CIeNOM naccaxe Ha KynbType KneTok ®Th.
Ons KynbTypbl KNETOK YTBPEXAEH BbIPa3UTENIbHO TOKCUMYECKUA 3hheKT HaTUBHOWN
CepMbl BO BCEX TPEX 9K3EMMNIIsipax 06pasymkoB cnepMbl ¢ 5x10%, 5x10° 1 5x102 TN 5o,
a He peusonunposaH 3 cnepmol ¢ 50, ¢ 5 n ¢ 0,5 TUWL/5o MB[ Bupyca B 0,1 Mn HaTUBHOM
cnepmbl. OAHOBPEMEHHO COBEPLUEHO AoKasblBaHue npucyTcsus Bl BupycHoro reHoma
PT-MUP meTogom B TOT 9e 06pasdyvmkax WMCKYCCTBEHHO WMH(ULMPOBAHHON HaTUBHOM
cnepme ¢ 5x10%, 5x103, 5x10% n 50 TLW[/so TBA, Bupyca B 0,1 MS HATUBHOIA CNIEpMBbI.

OkcnepumeHT ykasan, uto PT-TLP meTof nmeeT npemmyLiecTsa B OTHOLLE-
Hum nsonsauun NB[ Bupyca n3 o6pas3vymkoB HATUBHOMN CrepMbl ObIKOB. 3TO CyTb: BbICTpOTa
ucnblTanma (1 go 2 AHA) n 66nbLlIas YyBCTBUTENbHOCTb NPEXAe BCEro pesynbrart LuTo-
TOKCcMYecKoro adpekTa HaTUBHON CriepMbl ObIKOB Ha KyfbTypy KMeTOK.

KntoueBble cnosa: Bl Bupyc, HaTnBHasi cnepma 6bIkoB, n3onsaums supyca, PT-TMLP
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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 Joksimovié-Todorovié, Z. Jokié, Z. Sinovec™

Ogled je izveden na 125 hibro brojlera podeljenih u pet grupa.
Ogled je trajao 42 dana. Sve smese za ishranu brojlera u ogledu
sadrzavale 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 smese 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 sadrZao je
1,51, odnosno 1,45 mg/g ukupnog, odnosno organski vezanog se-
lena.

Na pocetku tova, aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera K-grupe kre-
tala se oko 16,55 pkat/L, dok je aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera
oglednih grupa bila statistiCki znaCajno visa, ali bez vecih razlika
izmedu pojedinih grupa (prosecno 25,53 pkat/L).

U krvnoj plazmi K-grupe aktivnost GSH-Px pada ve¢ u drugoj
nedelji Zivota i odrZava se relativno konstantnom (oko 10 ukat/L) do
kraja ogleda. U oglednim grupama zapaZa se isti fenomen, ali je trend
smanjivanja aktivnosti GSH-Px u krvnoj plazmi izrazitiji, pri c¢emu je, za
razliku od kontrolne grupe, izraZen 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 niZa bez vecih razlika izmedu pojedinih

grupa.
Kljucne reci: brojleri, organski selen, glutation-peroksidaza

*  Rad primljen za $tampu 18. 5. 2005. godine

** Dr Mirjana Joksimovié-Todorovié, vanredni profesor, dr Zivan Joki¢, vanredni profesor, Poljo-
privredni fakultet, Zemun; dr Zlatan Sinovec, redovni profesor, Fakultet veterinarske medi-
cine, Beograd
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Uvod / Introduction

Selen je metaboliCki i nutritivno esencijalan mikroelement za sve vrste
zivotinja. Svoju bioloSku ulogu u organizmu obavlja preko enzima glutation-
peroksidaze (GSH-Px) u ¢ijem se aktivnom mestu nalazi ovaj element [17]. Selen
zavisna glutation-peroksidaza, zajedno sa katalazom, superoksid-dizmutazom i
vitaminom E, u€estvuje u mehanizmu odbrane ¢elijskih membrana od peroksida-
tivnih oStecenja prouzrokovanih delovanjem kiseonika. Aktivnost GSH-Px zavisi
od nivoa dodatog selena [14, 23], a razli€ita je u pojedinim organima, telesnim
te€nostima, ¢elijama i subcelijskim frakcijama [5].

BioloSka raspolozivost predstavlja kvantitativni izraz bioloSke iskoristi-
vosti, a zavisi od sadrzaja i oblika selena u hrani [24, 25]. Ispitivanjima bioloske ra-
spolozivosti selena iz razliitih izvora, ustanovljeno je da selenocistein ima nesto
vecu, a selenometionin tri do Cetiri puta veéu biolosku iskoristivost nego natrijum
selenit. Takode, organski selen je znatno manije toksi¢an [26], brze se deponuje i
duZe zadrzava u tkivima [12].

Najveci broj podataka iz literature odnose se na ispitivanje korelacije
izmedu aktivnosti GSH-Px i optimalnih i/ili suboptimalnih sadrzaja selena u hrani.
Dobijeni rezultati su potvrdili ¢injenicu da povecanja sadrzaja selena do granica
optimalnih koli¢ina uzrokuju linearno povecéanje aktivnosti GSH-Px [13, 16, 18].
Zbog toga je cilj izvedenih istrazivanja bio da se utvrdi efekat povecanih koli¢ina
nivoa organski vezanog selena dodatog u hranu na aktivnost GSH-Px u krvnoj
plazmi brojlera.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Za ispitivanja efekata dodavanja razli¢itih koliina organski vezanog
selena u ishrani brojlera organizovan je ogled po grupno-kontrolnom sistemu, a
za ogled su koriS¢ena jednodnevna pilad ,Hybro” provinijencije, oba pola, indi-
vidualno obelezena krilnim markicama. Prilikom formiranja ogleda obavljen je po-
jedinacan 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, smestaja, nege i nacina hranjenja i pojenja bio je prilagoden kaveznom
nacinu uzgoja. Hranjenje i napajanje je bilo po volji (ad libitum). U toku ogleda
zoohigijenski i mikroklimatski uslovi su u potpunosti odgovarali tehnoloSkim 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 odredivana aktivnost glutation-peroksidaze, standarnom
metodom [4].

Brojleri su hranjeni sa dve vrste potpunih smes$a za ishranu pilica u
tovu standardnog sirovinskog i hemijskog sastava koje su u potpunosti zadovolja-
vale potrebe brojlera u razliCitim fazama tova. Potpuna smes$a za pocCetni tov pilica
kori§¢ena je od 1 do 21. dana, a potpuna smes$a za zavrsni tov od 21 do 42. dana
ogleda. Sve smeSe za ishranu brojlera u ogledu sadrzavale su 0,15 mg Se/kg, u
formi natrijum selenita.

Osnovni cilj ispitivanja bio je da se utvrdi uticaj ishrane brojlera smesa-
ma sa razli¢itim koli¢inama dodatog oganski vezanog selena. Brojleri kontrolne
grupe hranjeni su smeSama bez dodatog organski vezanog selena, a ogledne
grupe smeSama 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 sadrzao je 1,51, odnosno 1,45 mg/g ukupnog, odnosno organ-
ski vezanog selena.

Dobijeni rezultati ogleda grupisani su u odgovarajuce statisti¢ke serije
i obradeni uz primenu nekoliko matematicko-statistickih metoda kori§¢enjem pro-
grama SPSS 8.0 i MS Excel 97, kako bi bilo omoguéeno objektivnije i egzaktnije
zaklju€ivanje [21]. Ocena statistiCkih razlika izmedu pojedinih grupa dobijena je t-
testom na nivou rizika od 5%

Rezultati i diskusija / Results and discussion

Rezultati o uticaju koriS¢enja hrane sa visokim sadrzajem organski
vezanog selena (selenizovanog kvasca) na aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi bro-
jlera prikazani su u tabeli 1. Na pocetku ogleda (7. dana), aktivhost 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 statisticki znacajno visa, ali bez znacajnih razlika
izmedu pojedinih grupa (prose¢no 25,53 ukat/L).

Posmatrajuci K-grupu (grafikon 1), uo€ava se da ve¢ u drugoj nedelji
zivota aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi pada (y = 27,04-3,71x; ry=0,714) idase
odrzava relativno konstantnom (oko 10 ukat/L) do kraja ogleda. U oglednim gru-
pama zapaza se isti fenomen, ali je trend opadanja aktivnosti GSH-Px u krvnoj
plazmi izrazitiji (y = 24,15+9,02Ln(x); r,,= 0,946), pri ¢emu je, za razliku od kon-
trolne grupe, izrazen i u kasnijim fazama ogleda. U trecoj 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 niza, bez vecih
razlika izmedu pojedinih grupa.

Aktivnost GSH-Px u organizmu nije konstantna ve¢ se menja zavisno
od vrste tkiva, ¢elija i subcelijskih frakcija [5]. Pored toga, aktivnost ovog enzima
znatno varira §to zavisi od vrste Zivotinja i statusa selena u organizmu [1]. Veoma
je teSko, a ponekada i nije moguce da se porede rezultati aktivhosti GSH-Px nave-
deni u literaturi, jer je aktivnost odredivana razli¢itim metodama i izrazavana u
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razliCitim jedinicama, a ponekada detaljni podaci o metodama potpuno nedo-
staju.

Smatra se da je odredivanje koncentracije selena i aktivnosti seleno-
enzima GSH-Px u krvi, ali i u tkivima, najpouzdanije merilo statusa selena kod Zi-
votinja. Pored toga, za navedena ispitivanja najceSc¢e se koriste uzorci krvi ili krvne
plazme koji su lako dostupni, pa je ova metoda Siroko prihvacena. Medutim,
ograniCavajuéi faktor je Cinjenica da se rezultati ispitivanja aktivnosti GSH-Px u
krvi mogu da prihvate kao odgovarajué¢i samo kod suboptimalnih i optimalnih
sadrzaja selena u hrani [2, 15, 17, 20]. Povecéana koli¢ina selena u hrani (2 mg/kg
hrane) ne dovodi do srazmernog povecéanja aktivnosti GSH-Px, ve¢ aktivnost
ovog enzima pri visokim nivoima pokazuje efekat platoa [13, 16, 18]. Drugim
re€ima, odnos povecanja aktivnosti enzima GSH-Px u krvi sa pove¢anjem koli¢ine
selena u hrani opisan je logaritamskom regresionom krivom [11].

25

20

15

10

Grafikon 1. Aktivnost GSH-Px (ukat/L) /
Graph 1. Activity of GSH-Px (wkat/L)

Rezultati, sli¢ni dobijenim u izvedenom ogledu, opisani su u literturi.
Aktivnost GSH-Px u krvi Zivotinja hranjenih hranom sa visokim sadrzajem selena u
duZem vremenskom periodu bila je niza u odnosu na zZivotinje kojima se selen nije
dodavao u hranu [7]. Takode, sadrzaj selena u hrani od 0,64 mg Se/kg uzrokuje
vecu aktivnost enzima GSH-Px nego 2,0 mg Se/kg [8]. Sa druge strane, doda-
vanje selena u koli¢ini od 1,4, odnosno 4,6 mg/kg hrane ne utiCe na aktivnost
GSH-Px, odnosno aktivnost je relativno jednaka. Medutim, povecanje koli¢ine se-
lena od 14 mg/kg hrane izaziva zna¢ajno (dvostruko) povecanje aktivnosti enzima
[22].

Dobijeni rezultati, posebno nakon prve nedelje, ukazuju da je svarlji-
vost, a time i bioloSka raspolozivost organski vezanog selena ve¢a, odnosno da je
kao izvor selena superiorniji u odnosu na neorganske oblike [10]. Sa druge
strane, pretpostavlja se da je pad aktivnosti enzima GSH-Px u krvi u daljem toku
ogleda vezan za jake i specificne homeostatske mehanizme. Naime, pri po-
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vecanju koncentracije hranljivih materija u krvi ve¢ih od fizioloSkih granica po-
vecano je i deponovanije hranljivih sastojaka u tkiva, sto je, kako su potvrdili rezul-
tati ogleda, izraZenije u sluCajevima visih koncentracija. Pored toga, selen vezan
za amino-kiseline, pre svega metionin, lako se ugraduje u tkivne proteine [19],
dok je iskori§¢avanje neorganskih formi, preko sinteze Se-cisteina, znatno slabije.
Zato je logiéno da se pretpostavi da se ispitivanje statusa selena, pored ispitivanja
aktivnosti GSH-Px u krvi zivotinja, mora da zasniva na istovremenom odredivanju
sadrzaja selena u tkivima [3]. U principu, sadrzaj selena u tkivima je mnogo
pouzdaniji podatak za procenu statusa selena u organizmu, a posebno kada se
razmatra bioloSka raspolozivost pojedinih izvora selena. Za razliku od ispitivanja
aktinosti enzima GSH-Px u krvi, kori§¢enjem povecanih koli¢ina organski veza-
nog selena uocava se izrazita prednost organskih nad neorganskim izvorima [9].
Pri koli¢ini od 0,30 mg Se/kg hrane u neorganskoj, odnosno organskoj formi
utvrden je sadrzaj selena u muskulaturi grudi brojlera od 0,37, odnosno
0,16 mg/kg [6].

Zaklju€ak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja moze da se zakljuci da se
odredivanje aktivnosti enzima GSH-Px u krvi moZe da prihvati kao odgovarajuée
merilo statusa selena kod zivotinja samo kod niskog sadrzaja selena u hrani. Zato
se ispitivanje statusa selena, pored ispitivanja aktivnosti GSH-Px u krvi, mora da
zasniva na istovremenom odredivanju sadrzaja selena u tkivima zivotinja.
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ENGLISH

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

Mirjana Joksimovi¢-Todorovi¢, Z. Jokié, 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 1.5I,
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 ukat/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 25.53ukat/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 10ikat/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
3 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

PYCCKUW
BJINSAHUE BbICOKUX YPOBHEN OPFAHUYECKOIO CEJNIEHA B KOPME HA
AKTUBHOCTb INIOTATUOH-NMEPOKCUAA3bI B KPOBAHOU MJTIA3ME
BPOUJIEPOB
MupsiHa MokcumoBuy, XK. Mokuu, 3. CuHosely
CeneH mMeTabonnyeckn n NUTaTenbHO ACeHUManbHbIA MUKPOINEMEHT ANs

BCEX BUAOB XXUBOTHbIX. CBOIO OMONOrMYEcKytd posi B OpraHvM3me BbIMOJSIHAET 4Yepe3
3H3uUMa rnTaTnoH nepokenaasbl (FTCXIMx) B Yb€M aKkTUBHOM MECTE HAaXOAMUTCA 3TOT efe-
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MeHT (17). CeneH 3aBucumasn FCXIx, BMecTe ¢ KaTtanasoi, CynepoKncb-An3MyTason 1
BUTaMMHOM E, yyacTByeT B MexaHW3Me OXpaHbl KNEeTOYHbIX MembpaH OT MepoKCnn-
TernbHbIX NOBPEXAEHUN, NMPUHUHEHHBIX BO34encTBMeM kucnopoga. AKTnsHocTb TCXIx
3aBMCUT OT YPOBHS AOMSIOHUTENBHOrO ceneHa (14,23), a pasnnyHasa B HEKOTOPbLIX opra-
Hax, TeJTECHbIX XXNAKOCTSAX, KNEeTKaxX U NogKeTo4HbIX opakumsax (5).

Brnonoruyeckoe Hanuune npefcTaBnaeT co60M KONMMYECTBEHHOE BbipaXke-
HMe 6MONOrMYECKON NCMONb30BAHHOCTU, @ 3aBUCUT OT COoAEePXKaHusa u hopmMbl ceneHa B
Kopme (24,25). VicnbITaHnsimm 61M0NorM4eckoro Hanmums ceneHa u3 pasnnyHblX UCTOHHN-
KOB, YCTAHOBJIEHO, YTO CENEHOLMCTENH MMEeET HEMHOTO BOSbLUYIO, 8 CENTEHOMETUOHMH 3-
4 pa3a 60bLUYIO UCMOSb30BAHHOCTb, YEM CENEHUT HaTpus. Takxke, OpraHN4ecKuii ceneH
3HAUMTENIbHO MEHbLUEe TOKCMYEeCKun (26), ObiICTpee AenoHupyeTcs u 6onee [ONro
3a4epXXnBaeTcs B TKaHAX.

Haunbonblee 4icno nutepaTypHbIX AaHHBbIX OTHOCATCS K UCMbITAHUIO KOp-
pensauun mexxay aktuBHocTbio [CX-Tx n onTManbHbIX COAEpP>XXaHUI CeneHa B KOpMe.
Mony4eHHble pe3ynbTaTbl NOATBEPAUNN (haKT, YTO YBENNYEHUSA COAEPXKaHNS ceneHa fo
rpaHuy onTUMasbHbIX KOMMYECTB NPUMBOASAT A0 JIMHEAPHOrO YBEJIMYEHWUS akTUBHOCTM
FCX-TMx (13, 16, 18). Bcneactaue 3TOro Lenb BbIBEAEHHbBIX UCCIIef0BaHNA b6bina yTBep-
ANTb 9PEKT YBENTUHEHHBIX KONMHECTB YPOBHA OpraHn4ecKor ceneHa AonosHNebHOro
B KOPM Ha akTuBHOCTb [CX-Ix B KpoBSIHOW nnasme 6ponnepos.

KntoueBble cnoea: 6poninepbl, OpraHNYeCcKnii CeneH, rmoTaTUoOH-NepoKcmaas
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EFEKTI TERAPIJE HIPOVOLEMIJSKIH STANJA PASA
RAZLICITIM 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 predstavija prate¢i simptom razli¢itih bolesnih
stanja (povracanje, 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 teCnosti moZe da karakteriSe i razli¢itim deficitima (elektroliti,
proteini, albumini, ugljeni hidrati), Sto predstavija bitan preduslov za
procenu stanja pacijenta i propisivanje adekvatne terapije.

Kljuéne reci: pas, hipovolemija, rastvor NaCl, rastvor dekstrana,
Hartmanov rastvor, krv, Perftoran

Uvod / Introduction

Da bi veterinar koji se bavi klinickom praksom pravilno procenio koje
su potrebe pacijenta u stanju hipovolemije, bilo bi neophodno da uradi odredene
analize na osnovu kojih bi mogao da proceni trenutno stanje psa. Osim tempera-
ture, pulsa, disanja i krvnog pritiska, bilo bi pozeljno da se urade i odredene he-
matoloSke i biohemijske analize periferne krvi. Od hematoloskih 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
moguce da se urade u prose¢no opremljenim laboratorijama, medutim, ukoliko
mogucnosti 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 blize definisanih potreba pacijenta
opredeljujemo se naj¢eSée za neki od komercijalnih rastvora ili transfuziju pune

* Rad primljen za $tampu 16. 11. 2004. godine

** Dr Predrag Stepanovi¢, asistent, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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krvi. Komercijalni rastvori koji se najéesSce koriste u veterinarskim ambulantama
su kristaloidi normovolemicne 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 razliCiti sintetski preparati koji sadrze hemoglobin i per-
fluorokarbonate koji imaju funkciju preno$enja i razmene gasova. U ovom radu su
uporedeni efekti nadoknade Hartmanovog rastvora, dekstrana, Perftorana i pune
krvi na vrednosti osnovnih hematolo$kih i biohemijskih parametara kod pasa.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Podaci dobijeni u naSim ispitivanjima su rezultat pra¢enja veceg broja
pasa koji su tokom perioda od tri godine dovodeni u prijemnu ambulantu Fakul-
teta veterinarske medicine. Posmatrani psi su nakon razli¢itih povreda pracenih
krvarenjem ulazili u stanje hipovolemijskog Soka, pa im je bilo neophodno nadok-
naditi izgubljenu krv. NajéeS¢e su bile u pitanju posekotine razli¢itim ostrim pred-
metima i povrede u saobracaju. U Zelji da utvrdimo najefikasniji nadin nadoknade
izgubljene krvi, uporedno smo ispitali efekte razli¢itih rastvora na stanje hipovo-
lemijskog Soka. Ispitivanja su obavljena na ukupno 30 odraslih pasa, razli¢itin
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 Cetvrte perflorokarbonatna
emulzija Perftoran (P), pri ¢emu je peta grupa sluzila kao kontrolana grupa (kont.)
kod koje hipovolemija nije tretirana. Svim psima je krv za odgovaraju¢a hema-
toloska 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) j drugi
put nakon zavréetka nadoknade (oko 150 minuta posle povrede i krvarenja (K'%°,
D90, H'99j P159), U uzorcima krvi su ispitani osnovni hematoloski 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 brojacu Arcus Diatron. Bio-
hemijska ispitivanja su izvedena primenom komercijalnih kitova ,Reanal” na
spektrofotometru Bazic Secomam. Dobijeni rezultati su statistiCki obradeni, uz
ocenu znacajnosti razlika primenom t-testa.

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and discussion

Obradeni podaci ukazuju da nadoknada izgubljene krvi nekim od
odabranih rastvora uglavnom uzrokuje smanjivanje broja eritrocita, koncentraciju
hemoglobina i hematokrita cirkuliSuce krvi, u zavisnosti od vrste i koli¢ine apliko-
vanog rastvora. Nadoknadivanje koje je obavljeno transfuzijom pune krvi, napro-
tiv, dovelo je do poveéanja broja eritrocita u cirkulaciji svih tretiranih pasa bez sta-
tistiCke znacajnosti.
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Dijagram 1. Broj eritrocita kod pasa pre i posle nadoknade razli¢itim supstituentima
(X =SE (SD) /
Diagram 1. Number of erythrocytes in dogs before and after administration of different substitutes

Ovakvi nalazi se slazu sa podacima Countsa i saradnika [1979], koji
izmedu 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.
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Dijagram 2. Broj leukocita kod pasa pre i posle nadoknade razli¢itim supstituentima

(X £ SE)) /

Diagram 2. Number of leucocytes in dogs before and after administration of different substitutes

Prema navodima ovih autora, ukoliko bi nakon nastanka hemoragij-
skog Soka transfuzija pune krvi bila jedina terapija, moglo bi da dode do po-
remecaja u koagulaciji i do povec¢anja gustine cirkuliSuce krvi, $to bi se nepovolj-
no odrazilo na vitalne funkcije i terapiju pacijenata u Soku. U naSem ispitivanju, po-
sle aplikacije razli¢itih zamenika krvi, samo nakon infuzije Dextrana doSlo je do
smanjenja broja leukocita, dok je posle aplikacije drugih rastvora uocen porast
broja leukocita u cirkulaciji. Ovi nalazi su u skladu sa podacima Alama i sar [1] i
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Caponeai sar [4], koji su nakon eksperimenata na svinjama i pacovima utvrdili da
Dextran ima i neka imunomodulatorna svojstva i da vezuje odreden broj leukocita
za svoje partikule, $to bi moZzda moglo da bude objasnjenje zasto je broj leukocita
u naSem ispitivanju bio maniji.

Suprotno ovim autorima, Steinbauer i sar, 1998. godine, u istrazivanji-
ma ishemije i reperfuzije misi¢nog tkiva kod pasa, utvrdili su da davanje Dextrana
Dx 60, u dozi od 5 mg/kg dovodi do smanjenja efekata povrede misi¢nog tkiva, re-
dukcije medusobne adherencije leukocita i interakcije leukocita sa endoteliju-
mom. Posmatrajuéi ostale hematoloSke parametre, jasno se uoCava da je na-
doknadivanje rastvorima izazvalo znac¢ajno smanjenje koncentracije hemo-
globina i hematokrita (P<0,001), §to je skladu sa nalazima Countsa i saradnika

[5].
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Dijagram 3. Koncentracije hemoglobina kod pasa pre i posle nadoknade razli¢itim
supstituentima (X = SE) /
Diagram 3. Hemoglobin concentration in dogs before and after administration of different substitutes

55,0 o Htc Kontrola @ Htc 30 mHtc 150
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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
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Ni nadoknadivanje transfuzijom pune krvi nije poveéalo koncentraciju
Hb, koja je u svim grupama ispitivanjih pasa bila zna¢ajno niza nego kod kon-
trolne grupe (p<0,05), zbog hemodilucije koja je bila izrazena u razli¢itom ste-
penu u zavisnosti od vrste i koli€ine rastvora koji se koristi za nadoknadu krvi.

Mnogobrojna istrazivanja su ukazala na medusobnu zavisnost pojedi-
nih biohemijskih parametara periferne krvi. Parillo je jo§ 1993. godine, u svojim
razmatranjima razli¢itih oblika Soka naglasio da stanje glikemije predstavlja
znacajan parametar u proceni stanja pacijenta, koji je posle ozbiljnijeg krvarenja
,Uupao” u stanje hipovolemijskog Soka.

Razmatranjem dobijenih rezultata, nakon zavrSetka nadoknade iz-
gubljene krvi razli¢itim rastvorima, nadene su velike razlike u koncentraciji glikoze
u perifernoj krvi medu tretiranim psima. Nadoknadivanje transfuzijom pune krvi
nije uslovilo statistiCki znacajne promene glikemije. Medutim, nakon nadoknade
rastvorom Dextrana nastalo je poveéanje glikemije. Suprotno ovim nalazima, na-
doknada Hartmanovim rastvorom dovela je do statisticki znac¢ajnog smanjenja
koncentracije glikoze u perifernoj krvi tretiranih pasa (p<0,05). Nakon nadoknadi-
vanja Hartmanovim rastvorom glikemija je bila niza od glikemije kontrolne grupe
koja nije dobila nadoknadu, ali se zato kretala u okvirima fiziolo$kih vrednosti.
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Dijagram 5. Koncentracija glikoze u krvnom serumu pasa pre i posle nadoknade razli¢itim
supstituentima (X = SE) /
Diagram . Glucose concentration in blood serum of dogs before and after administrtion of different
substitutes

Ovaj podatak objasnjava zasto se Hartmanov rastvor najéesce koristi
za nadoknadivanje krvi u odeljenjima urgentne medicine nakon stanja koja prati
hemoragija Steven i sar [24], navode da glikemija ima vaznu ulogu u odbrani volu-
mena plazme tokom hemoragi¢nog $oka. Oni su utvrdili da u slu€aju nastanka
hemoragi¢nog Soka postoji inverzna korelacija koncentracije glikoze u plazmi sa
hematokritom. U naSem ispitivanju se rezultati nakon nadoknade Dextranom
slaZzu sa nalazima Stevena i sar [24], dok su rezultati za punu krv i Hartmanov rast-
vor u suprotnosti sa rezultatima ovih autora.
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Jospe i Forbes [14] godine ispitivali su kretanje vecine biohemijskih
parametara u krvnom serumu posle krvarenja. Prema ovim autorima merenje kon-
centracije elektrolita u serumu ne moZze da bude validno kod onih pacijenata za
koje se utvrdi da su krvarenjem, dijarejom ili povra¢anjem izgubili viSe od 5 posto
telesne mase. Laboratorijskim analizama krvi, ukazuju autori, osim poremec¢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 nasem ispitivanju bile su nize od
koncentracije Na* kontrolne grupe, ali bez statisticke znacajnosti. Izuzetak pred-
stavlja grupa koja je kao nadoknadu primila Hartmanov rastvor, gde je nakon in-
fuzije nastalo statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije Na* (p<0,05). Gould i
sar [9], navode da ukoliko je nakon krvarenja izmerena niska koncentracija Na* u
serumu nekog pacijenta, da to ne znaci smanjenje ukupnog Na™ u telu. Simptomi
hiponatrijemije mogu da se razvijaju u zavisnosti od brzine i koli¢ine smanjenja
koncentracije Na* u serumu.

165 & Natrijum / Sodium

mmol/l

Kont D30 D150 K30 K150 P30 P150 H30 H150

Dijagram 6. Koncentracija natrijuma u krvnom serumu pasa pre i posle nadoknade
razli¢itim supstituentima (X = SE) /
Diagram 6. Sodium concentration in blood serum of dogs before and after administration of different
substitutes

Hellerstein, u svojoj studiji [12], navodi da je kalijum veoma zastupljen
intracelularni katjon tako da njegove akutne promene u serumu najées$c¢e ne uti¢u
bitno na nivo ukupnog K* u organizmu. Tek hroni¢ne promene, narocito 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,
[27], u acidemiji, koncentracija K* u ekstracelularnoj tecnosti je povisena zbog
izlaska K* iz ¢elije. Tom prilikom, prema ovom autoru, koncentracija serumskog
K* se poveca za priblizno 1 mmol/L uvek kada se pH smaniji za 0,1. U alkalozi se
javlja suprotno. U nasim ispitivanjima pH arterijske krvi je kod pasa koji su kao
zamenu krvi primili transfuziju pune krvi bio statistiCki znac¢ajno nizi u odnosu na
kontrolne pse bez nadoknade. Dobra procena smanjenja intracelularnog K*
moze da se utvrdi i preko elektrokardiograma, gde mogu da se registruju:
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spljosteni T talasi, skra¢eni P-R intervali i QRS kompleks [14]. Analizom elektro-
kardiograma u naSem ispitivanju nije bilo promena koje bi ukazivale na promene
u koncentraciji kalijuma ispitivanih pasa kako je to opisao Hellerstein [12].
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Dijagram 7. Koncentracija kalijuma u krvnom serumu pasa pre i posle nadoknade
razli¢itim supstituentima (X = SE) /
Diagram 7. Potassium concentration in blood serum of dogs before and after administration of different
substitutes

Rezultati nasih istrazivanja su ukazali da su koncentracije K* posle
aplikacije svih rastvora bile statistiCki znacajno nize u odnosu na vrednosti kali-
juma nadene trideset minuta nakon krvarenja (p<0,05). Istovremeno nisu se
smanijivale ispod nivoa vrednosti kontrolne grupe na Sta dodatno ukazuje i ot-
sustvo promena u EKG-u.

Habner [10], razmatrao je odnose izmedu koncentracije bikarbonata i
elektrolita koji su odgovorni za odrzavanje intravaskularnog volumena. On navodi
da u stanjima kada se bikarbonati izgube iz organizma, bilo kroz gastrointestinalni
trakt ili preko bubrega, hlor (CI") predstavlja jedini anjon koji je na raspolaganju da
odrzi volumen teCnosti. Disproporcionalno poveéana apsorpcija CI~, zajedno sa
Na-, moze da kompenzuje gubitak HCOj3~, Sto izaziva hiperhloremiju bez pro-
mene vrednosti anjonskog procepa. Analizom promena koncentracije hlorida u
nasem eksperimentu, nakon nadoknadivanja 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
nasem ispitivanju smo nasli da je nastalo statisticki znac¢ajno smanjenje koncen-
tracije hlorida u grupi pasa koja je kao zamenu za krv primila Hartmanov rastvor i
statistiCki znacajno povecanje koncentracije hlorida u grupi pasa koja je primila in-
fuziju Dekstrana (p<0,05).

Poredenjem rezultata koncentracije hlorida sa koncentracijama bikar-
bonata u nasem ispitivanju, mozemo da konstatujemo da je nakon krvarenja u
svim grupama pasa ukljuCenih u ispitivanje nastala jaka acidoza sa statisticki
znacajnim 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 neSto manje, ali i dalje statistiCki zna¢ajno (p<0,05). Iz
navedenih podataka moze da se zaklju€i da je krvarenje kod pasa uklju€enih u
ovo ispitivanje bilo toliko obimno da je doSlo do troSenja rezervi elektrolita i bikar-
bonata u organizmu pasa ve¢ u toku prvih 150 minuta od nastanka povrede i
krvarenja.
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Dijagram 8. Koncentracija hlorida u krvnom serumu pasa pre i posle nadoknade
razli¢itim supstituentima (X = SE) /
Diagram 8 Chloride concentration in blood serum of dogs before and after administration of different
substitutes

Hackett [11], razmatrao je odnose izmedu 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 fizioloSki aktivha polovina i u normalnim okolnostima
su odredenim mehanizmima pazljivo regulisane unutar fizioloSkih granica. Pro-
mene koncentracije plazmatskih proteina mogu da uzrokuju promenu koncentra-
cije totalnog serumskog kalcijuma bez uticaja na njegovu biolosku aktivnost. 1z
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 nasem ispitivanju je kod
svih tretiranih pasa nastalo statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije kalcijuma
nakon nadoknadivanja izgubljene krvi (p<0,001). Ukoliko se osvrnemo na po-
datke dobijene za proteine u naSem ispitivanju, u odnosu na rezultate koji govore
0 promenama koncentracije kalcijuma, moze da se zapazi da koncentracija ukup-
nih proteina statistiCki zna¢ajno opada nakon nadoknade Hartmanovim rastvo-
rom (p<0,05). Posle nadoknade Dextranom nastalo je joS vecée, takode statistiCki
znagajno smanjenje koncentracije ukupnih proteina u krvi tretiranih Zivotinja
(p<0,001). Nasuprot ovim rastvorima, nadoknada koja je obavljena transfuzijom
pune krvi dovela je do povecéanja koncentracije ukupnih proteina, bez statistiCke
znacajnosti u odnosu na kontrolnu grupu. Razlike u koncentraciji proteina posle
nadoknadivanja rastvorima u naSem ispitivanju nisu pokazale da imaju bilo
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kakvog uticaja na koncentraciju kalcijuma, $to znaci da nasi nalazi nisu u skladu
sa rezultatima Hacketta [11].
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Dijagram 9. Koncentracija kalcijuma i magnezijuma u krvnom serumu pasa pre i posle
nadoknade razli¢itim supstituentima (X + SE) /
Diagram 9. Calcium and magnesium concentrations in blood serum of dogs before and after administration
of different substitutes

Hackett [11] navodi da je magnezijum neophodan u normalnoj raz-
meni natrijum - kalijum. Hipomagnezijemija je po ovom autoru, drugi najcesé¢i na-
laz posle ozbiljnog krvarenja i moze da bude uvod u refraktarnu hipokalijemiju.
Ukoliko se hipokalijemija ne otkloni agresivhom terapijom, prema Hackettu [11],
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 reSavanja hipokalijemije do¢i ¢e do spontanog vracanja
koncentracije magnezijuma u serumu [11].

Analizom rezultata ispitivanja promena koncentracija magnezijuma u
krvi svih ispitivanih pasa, moze da se ustanovi prisustvo smanjenja koncentracije
magnezijuma u svim grupama nakon nadoknade izgubljene krvi. StatistiCki
znacajno nizu 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 nasem ispitivanju, zapazi¢éemo da
niska koncentracija kalijuma u krvi indukuje smanjenje koncentracije magnezi-
juma posle nadoknadivanja Hartmanovim rastvorom (p<0,05).

S obzirom da se kristaloidi naj¢esce koriste za nadoknadu volumena
nakon hipovolemije, prema Steele i sar [23a], koloidni osmotski pritisak se sman-
juje zbog razredenja serumskih proteina i snizavanja nivoa natrijuma u plazmi.
Mnogi kristaloidni rastvori se nadoknaduju u srazmeri 2:1 ili ¢ak 3:1 u odnosu na
koli¢inu izgubljene krvi, pa od toga i zavisi koiko ¢e razredenje plazme nastati po-
sle obavljenog nadoknadivanja. Rezultati promena koncentracija osmolarnosti u
krvi svih ispitivanih pasa u nasim ispitivanjima, pokazuju da je nakon obavljenog
nadoknadivanja kod svih grupa, koncentracija bila niza u odnosu na kontrolnu
grupu.
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Dijagram 10. Osmolarnost krvnog seruma pasa pre i posle nadoknade razlicitim
supstituentima (X = SE) /
Diagram 10. Osmolarity of blood serum in dogs before and after administration of different substitutes

Osmolarnost je bila statistiCki znacajno niza samo nakon nadoknade
Hartmanovim rastvorom (p<0,05), uprkos ¢injenici da u njegovom sastavu
znacajan udeo imaju soli natrijuma. Jarhult je 1973. godine [13] objavio da
hiperosmolaritet koji nastaje nakon hemoragije kod macaka, gotovo u potpunosti
koincidira sa porastom nivoa glikoze u plazmi, neposredno nakon pocetka he-
moragije. ViSe autora je opisalo da posthemoragic¢na hiperglikemija izaziva
znacajno povecanje osmolariteta plazme, ¢ak i za 60 do 70 posto [13, 25, 18, 20].

U jetri se odigravaju znacajni procesi dezaminacije amino-kiselina, pri
¢emu se stvara ureja iz oslobodenog amonijaka. Ona se zajedno sa kreatininom
izluCuje preko bubrega. Ukoliko su poremecaji funkcije jetre i bubrega izrazeni u
vecem stepenu, koncentracija ovih neproteinskih azotnih sastojaka krvi se
znacajnije menja. Koncentracija ureje u nasim ispitivanjima se povecala kod svih
tretiranih pasa, sa izuzetkom grupe koja je kao zamenu za krv dobila Hartmanov
rastvor. U ovoj grupi je zabeleZena statistiCki znacajno niza koncentracija ureje
(p<0,05) u odnosu na kontrolu. Sve ostale grupe su imale viSe koncentracije
ureje, uz naznaku da je nakon zamene krvi Dextranom koncentracija ureje bila
znacajno visa (p<0,05 i p<0,001), nego kod kontrolne grupe koja nije primila in-
fuziju.

Prema Zelikovicu [27], pracenje kreatinina u plazmi je mnogo pouzda-
niji indeks renalne funkcije nego sto je to ureja, zato $to na koncentaciju kreatinina
Takode treba imati u vidu da ovaj parametar varira zajedno sa godinama i
misicnom masom pacijenta. Posle obavljene nadoknade krvi, svi rastvori su dove-
li do smanjenja koncentracije ureje. Koncentracije kreatinina svih tretiranih pasa
su bile statistiCki znaCajno nize (p<0,05) u odnosu na koncentraciju kreatinina
kontrolne grupe.

Poznato je da se sve belan€evine krvne plazme osim imunoglobulina
sintetiSu u jetri. Rebanal i sar [22], ukazuju da krvarenjem moze da se izgubi i do
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50 posto proteina iz krvne plazme. Zbog toga oni mogu da se koriste i za procenu
stepena krvarenja. Rezultati nasih ispitivanja ukazuju da su se kod svih tretiranih
pasa desile znaCajne promene u pravcu smanjenja koncentracije ukupnih prote-
ina u perifernoj krvi pasa. FizioloSke vrednosti za koncentraciju proteina pasa se
kre¢u u rasponu od 54 do 71 g/L. Koncentracija proteina izmerena u krvi pasa u
nasem eksperimentu kod svih eksperimentalnih grupa bile su nize i kretale su se u
rasponu od 38 do 48 g/L. Ovaj podatak ukazuje koliko je krvarenje bilo ozbiljno,
Sto znaci da je tokom krvarenja i razvoja hipovolemiskog Soka kod tretiranih Zivoti-
nja nastalo znacajnije smanjenje koncentracije ukupnih proteina u krvi, $to je u
skladu sa navodima iz literature [22].
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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

Poznato je da albumini ¢ine 35 do 50 posto od ukupnih proteina i da
znacajno doprinose odrzavanju koloidno osmotskog pritiska plazme usled svoje
male molekulske veli€ine i zastupljenosti u krvnoj plazmi. Oni takode sluze i kao
proteinski nosa¢ za mnoge nerastvorne organske supstancije kao sto je na primer
nekonjugovani bilirubin, razni lekovi i tako dalje [26, 21]. 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 utvrdeno znac¢ajno smanjenje koncentracije albumina (p<0,05), §to je
u skladu sa nalazima Webba [26] i Pulimood i Parka [21].

Smanjenje volumena krvi u cirkulaciji pokre¢e neuralne, endokrine i
druge autoregulatorne procese. Prema Dobbsu i sar [8], ukoliko se obavi veoma
brza nadoknada krvi, nasta¢e naglo povecanje intravaskularnog volumena, $to ¢e
da povecéa minutni volumen, ali ne¢e doc¢i i do zna€ajnog povecanja arterijskog
pritiska. Moc¢ni kardiopulmonalni i arterijalni baroreceptorni refleksi, amortizuju
akutno povecanje pritiska tako da on pocinje da raste postepeno posle perioda
od 5 do 10 minuta od pocetka nadoknade krvi. Poveéanje arterijskog pritiska bi
posledi¢no trebalo da dovede do povecanja kapilarnog pritiska i transfera te¢no-

401



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

sti u intersticijalne prostore, $to ¢e prema Cowley i sar [6], da izazove ponovno
prolazno smanjenje pritiska usled preraspodele izmedu cirkulacije i intersticijalnih
prostora. Prema navodima Mc Crae i Wildsmitha [17] pacijenti su tipi¢no hipoten-
zivni za vreme hipovolemije, sa smanjenom sréanom kontraktilnoSc¢u ili sistem-
skom vazodilatacijom. Zbog toga je brzina aplikacije infuzije veoma vazna tokom
vracanja izgubljenog volumena. Kien i sar. su 1997. godine utvrdili da infuzione
rastvore treba aplikovati u najkracem trajanju od trideset minuta, ¢ime se izbega-
vaju sporedni efekti kao Sto je hipertenzija (sistemska i pulmonalna) i aritmija. Priti-
sak se psima meri na prednjem ekstremitetu i moze da se koristi aparat sa
manzetnom koji se koristi za merenje kod ljudi.
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Dijagram 12. Relativna zastupljenost albumina (izraZena u %) u krvnom serumu pasa pre i
posle nadoknade razli¢itim supstituentima. (X = SE) /
Dijjagram 12. Relative representation of albumin (expressed %) in blood serum of dogs before and after
administration of different substitutes

Zaklju¢ak / Conclusion

Analizom ispitivanih komercijalnih rastvora i pune krvi moZze 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 veéeg broja navedenih parametara. U najve¢em broju sluc¢ajeva teskih
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 istrazivanja u
oblasti nadoknade krvi posle krvarenja su pokazala da u skorijoj buduénosti moze
da se ocekuje pojavljivanje veceg 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).
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ENGLISH

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

PYCCKUA

3®®EKTbI TEPAMUU MTMMMNOBONIEMUYECKUX COCTOAHUA COBAK
PA3JIMYHBIMU KOMMEPYECKUMU PACTBOPAMU

M. CtenaHoBuY

M'MnoBonemusi B 60MbLLIOM NPOLEHTE NpeAcTaBeHa B KIMHNYECKOM NaToso-
rmn cobak. OHa rnaBHbIM 06pa3oM MpeAcTaBNAeT COO0N COMPOBOXAAIOLMA CUMITOM
MHOMMX 60NE3HEHHbIX COCTOSIHWIA (PBOTA, MOHOCHI, CEKBECTPALMS, OXKOrM, MEP3MATUHBI,
acumuT, nepukapauanbHble addy3um 1 T. n.), Noka NepBUYHO BO3HUKAIOT MOCHEe OCTPOW
remopparun. C y4€TOoM Ha pa3Ho06pa3Hyto 3TMOIOTUIO, FTMNOBONEMUSA KPOMEe HeJocTaTka
XKMAKOCTU MOXET XapaKTepu3oBaTbCsA U pa3NnyHbIMU AeuumTamu (3N1eKTpoUThbI, Npo-
TeuHbl, anbbyMUHBbI, YrNeBoAbl), YTO NpeAcTaBnseT cobon NpeaBapuTesibHOE YCroBue
ANnAa OUeHKN COCTOoAHMA nayneHTa n nponmncbiBaHne ap'eKBaTHOI7I Tepanuu.

KntoueBble cnoea: cobak, runosonemus, NaCl, Dextran, Hartman, kpoB, Perftoran
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INFLUENCA-A INFEKCIJE ZIVOTINJA 1 PTICA I NJIHOV
ZNACAJ ZA EPIDEMIOLOGIJU INFLUENCE LJUDI’
INFLUENZA-A INFECTIONS IN ANIMALS AND BIRDS AND THEIR
SIGNIFICANCE IN THE EPIDEMIOLOGY OF HUMAN INFLUENZA-A

S. Durisi¢, Dubravka Milanov, T. Petrovi¢™

Cilj ovog prikaza je da ukaZe na dosadasnja saznanja komparativ-
nih analiza virusa influence-A, na neke ekoloske i epizootioloske as-
pekte i na do sada registrovane slucajeve prenosenja ovih virusa iz-
medu Zivotinja, Zivotinja i ptica i ljudi. Na taj nacin smatramo da ¢emo
pomo¢i nasoj stru¢noj javnosti da sveobuhvatnije sagleda sada neiz-
vesnu epizootiolosku (epidemiolosku) situaciju infekcija izazvanih viru-
sima influenca-A u svetu i sa duZznom paznjom obezbediti mere preven-
tive.

Ovu materiju Sirokih aspekata, obogacenu svakim danom novim
informacijama, zbog ograni¢enog prostora sveli smo na, u ovom tre-
nutku, bioloski znaCajnije aspekte.

Tako smo ceo prikaz podelili na navedene odeljke:

Uvod sa ukazivanjem na postojanje u prirodi velikog broja virusa
influence-A sa Sirokim spektrom antigenskih i bioloSkih karakteristika
kod domacih i divljih Zivotinja i ptica, kao i da ovi virusi mogu da budu
potencijalni izvor ,novih” pandemicnih virusa i da predstavljaju stalnu
pretnju blagostanju ljudi.

Saznanja komparativnih analiza virusa influenca-A sa posebnim
osvrtom na klasifikaciju, gradu viriona, strukturu genoma i nomenkla-
turu, zatim na progresivnu mutaciju virusa zvanu ,,antigenski drift” i gen-
sku rekombinaciju zvanu ,antigenski Sift”.

Virusi influence-A ljudli, Zivotinja i ptica, sa prikazom do sada identi-
fikovanih podtipova i varijanti virusa.

Prenosenje virusa izmedu Zivotinja, ptica i ljudi sa prikazom do
sada registrovanih slu¢ajeva prenosenja virusa u prirodi, kao i mo-
gucnosti eksperimentalno izazvanih infekcija teladi, svinja, miSeva,
hrékova, veverica izazvanih virusima influence-A koji poti¢u od ptica.

*

Rad primljen za Stampu 25. 1. 2005. godine

** Dr Slavko Durisi¢, nauéni savetnik u penziji; mr Dubravka Milanov, istraZivaé saradnik, mr
Tamas Petrovic¢, istrazivaé saradnik, Naucni institut za veterinarstvo ,Novi Sad”, Novi Sad
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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 Zivotinja i ptica i tako doprinese razresavanju mno-
gih nepoznanica koje &ine epidemiologiju influence ljudi izuzetnom.

Literatura prikazuje deo literature koja se koristila u pripremi
ovoga prikaza.

KljuCne reci: Zivotinje, ptice, ljudi, infekcije izazvane virusom
influence-A, epizootiologija, epidemiologija

Uvod / Introduction

Infekcije izazvane virusima influenca-A ustanovljene su kod ljudi, ve-
likog broja domacih i divljih Zivotinja i ptica. Sve do 1930. godine (kod svinja) i
1933 (kod ljudi), nije se znalo dainfluencu izazivaju virusi [1]. Od tada, uporedo sa
razvojem virusologije, saopStavano je o izolovanju ovih virusa i kod mnogih dru-
gih Zivotinja i ptica. Sve do 1955. godine nije im se pridavao veliki znacaj. Tek kada
je te godine ustanovljeno da klasi¢nu kugu zivine izaziva virus influence-A, koji se
ne razlikuje od virusa izolovanog 1933. godine kod ljudi, pocelo je da raste in-
teresovanje za ovaj kao i druge izolovane viruse Zivotinja i ptica.

Zahvaljujuéi razvoju virusologije, molekularne biologije i genetike,
izu€avanjem izolata virusa doSlo je do eksplozije informacija o njima. Dobijena
saznanja ukazala su da u prirodi postoji ogroman rezervoar virusa influenca-A sa
Sirokim spektrom antigenskih i bioloskih karakteristika. Zbog toga su neki viruso-
lozi smatrali da ovi virusi mogu da predstavljaju stalnu pretnju blagostanju ljudi,
kao potencijalni izvor ,,novih” pandemicnih virusa ili kao delova njihovih genskih
komponenata [1, 2].

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

Zbog pomenutih moguénosti, Svetska zdravstvena organizacija je jo$
1957. godine predlozila koordinirajuéi istraZivacki program ekologije influence
kod Zivotinja i ptica, angazujuéi na njegovoj realizaciji veliki broj laboratorija Sirom
sveta [3]. Istovremeno, taj program je podstakao sakupljanje informacija o zoo-
noznom aspektu influence-A, kao i detaljnija izuCavanja i uporedivanja antigen-
skih i genetskih karakteristika virusa izolovanih kod ljudi i virusa Zivotinjskog
porekla.

Cilj ovoga prikaza je da ukaze na dosadasnja saznanja komparativnih
analiza virusa influence-A, na neke ekolo$ke i epizootioloSke aspekte i moguéno-
sti preno$enja ovih virusa medu zZivotinjskim vrstama, kao i izmedu ljudi, Zivotinja i
ptica. Time je argumentovano ukazano na potrebu kontinualnog izu¢avanja
influenca-A infekcija kod ljudi, Zivotinja i ptica.
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Saznanja komparativnih analiza influenca virusa /
Results of comparative analyses of the influenza-A virus

Klasifikacija virusa / Classification of viruses

Influenca virusi pripadaju familiji Orthomyxoviridae koja ima jedan ge-
nus sastavljen od tipova A, B i C [4]. Sva tri tipa inficiraju Coveka, dok su zZivotinje i
ptice prijemcive samo za tip A. Za epidemije influence ljudi odgovorni su tipovi A i
B, sa napomenom da su do sada epidemije sa teskim posledicama po ljudski rod
izazivali samo virusi tipa A.

Podela virusa na tipove obavljena je na osnovu antigenskih karakteris-
tika unutrasnjih, nukleoproteinskog (NP) i matriks proteinskog (MP) antigena. Ovi
antigeni su zajednicki za sve viruse influenca-A kod ljudi, Zivotinja i ptica (slika 1).

NEURAMINIDAZS | NEURAMINIDASE

HEMAGLUTININ / HEMAGGLUTININ

DVOSTRUKA LIPIDNA | DOUBLE LIPID
MEMBRANA MEMBRANE
MATRIKS PROTEINM / )/ PROTEIN MATRIX

M2 JONSKIKANAL / M2 ION CHANNEL

HELICNI RIBONUELEOTIDNI
KOMPLEES RNA SEGMENTA,
NUKLEOPROTEIN (INF) I TR
PROTEINA P OLIMERAZE (P 1-3)

HELLIC RIBONUCLEOTIDE COMPLEX OF
RNA SEGMENT, NUCLEOPROTEIN (NP) AND
THREE POLIMERASE PROTEINS (P 1-3)

NS2

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

Virusi tipa A podeljeni su na podtipove u odnosu na povrSinske anti-
gene, hemaglutinin (HA) i neuraminidazu (NA). Na osnovu osobina tih povrsinskih
antigena razlikujemo influenca viruse humanog porekla od virusa zivotinja i ptica.

Izgled virusne Cestice (viriona) /Appearance of viral particle (virion)

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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nom. Sa spoljadnje strane matriksa je lipidna membrana. Na njenoj povrSini su
dva tipa glikoproteinske projekcije ili takozvanih ,spajkova” sa kojima su
povezane aktivnosti hemaglutinina i neuraminidaze. To su najvazniji antigeni koji
stimuliSu zastitni imunitet kod domacina, ¢oveka ili Zivotinje.

Genom virusa /Viral genome

U nukleokapsidu viriona nalazi se jedan segmentirani, jednolanc¢ani
RNA-genom [5]. Genom sadrZi jednu nukleotidnu sekvencu komplementarnu sa
mRNA koja se nalazi u polizomalnim frakcijama inficiranih éelija na mestu na
kome se uoCava sinteza proteina. RNA je predstavljena sa 8 diskretnih segmenata
(slika 1). Svaki segment kodira jedan polipeptid. Cini ga jedna molekula RNA koja
funkcioniSe 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 Duzina Relativho
viriona, nukleotidnog| molarno Moltzlgli.::zrna 5. terminal nukleotida / Produkt
gorgenay | e vogeeol| 08 | e | o)
RNA virion, nucleotide molar weicht x 106 product
number of chain richness 8!
genes
U-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
1 5100 07 0.89 G UAGUULUUuA | P2 P3
A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
2 3670 07 0.89 G UAG UL U P1
A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G- .
3 4230 07 0.80 G UAGULUG A | P2iPs
A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
4 2490 0.8 0.56 G-G-U-G-U-U-U-U-U-U-U H
A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
5 2370 1.00 0.48 GG UAUU-U UGy NP N
A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
6 2400 1.1 0.28 A GALULULU-G NP N
A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
7 930 13 021 G-U-A-G-U-U-U-U-U-U-A N
A-G-U-A-G-A-A-A-C-A-A-G-
8 820 12 G-G-U-G-U-U-U-U-U-U-A NS
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Segment broj 4 sadrzi gen za hemaglutinin, a segment 6 kodira gen za
neuraminidazu (NA). Drugi segmenti, odnosno geni, vazni su za druge delove
strukture viriona (kapsid) ili funkcije (replikaciju).
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Kada se RNA replikuje, sklona je da ¢ini greske i to mnogo vise 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 doZivljava 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 dogada se svake dve do tri godine.

Zbog toga $to je RNA virusa segmentirana, velika je mogucnost da
kod simultane infekcije jedne ¢éelije sa dva razli€ita soja virusa influence-A, potom-
stvo viriona sadrzi meSavinu roditeljskih gena. Tada postoji moguénost da nas-
tane 28 (=256) razli¢itih kombinacija koje ¢e da formiraju niz RNA segmenata kod
potomstva virusa [5].

Uzmimo za primer da se nove kombinacije dogadaju na HA i NA geni-
ma. Poznato je da virusi influence-A poseduju 13 HA (u novije vreme 15) i 9 NA
razliCitih vrsta gena. Svaki od viriona moze da sadrzi samo jedan HA i jedan NA
antigen. Ako bi jednu c¢eliju istovremeno inficirali HIN1 i H3N7 virusi influence,
onda bi potomci posedovali ne samo gene roditelja, ve¢ i meSanu kombinaciju
(slika 2).

Dwa razhcita wirusa inficiraiu celiju
Two different viruses infect cell

* ®

atlPa a i1 Pe
allliii. e o~ liii. =
"[ﬂ;.d e "[ﬂ-a g
_ i X B & X B
L. L d” 7 %

HI1MT H3N7

H1M7 H3M1
L TH a2t TP,
S M=

Maztaje geneticka rekombinacija i sbvaraju ze novi wironi
Genetic recombination occurs and new virions are created

Slika 2. Prikaz genetske rekombinacije /
Fligure 2. Presentation of genetic recombination
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U ovom primeru razmenjen je samo gen iz segmenta br. 6 (gen za
neuraminidazu). Medutim, moguce su razmene i drugih segmenata (ili gena) viri-
ona. Ovakve evolucije virusa nazivane su ,antigenski Sift”. Takve geneticke re-
kombinacije bi¢e od znac¢aja za osobine virusa kao $to su: prijem¢ivost, odnosno
sposobnost inficiranja odredenog domacina, prenosivost unutar i izmedu vrsta,
virulenciju i tako dalje.

Nomenklatura virusa /Virus nomenclature

U revidiranom sistemu nomenklature, koji su 1980. godine predlozili
za koriS¢enje eksperti Svetske zdravstvene organizacije, HA antigeni virusa in-
fluence-A (humanog i zivotinjskog porekla) regrupisani su u 13 (u najnovije vreme
u 15) podtipova, a NA antigeni na ukupno 9 podtipova [6].

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

Influenca-A virusi ljudi, Zivotinja i ptica /
Influenza-A viruses in humans, animals and birds

Virusi influenca-A do sada su izolovani iz ljudi, svinja, konja i niza dru-
gih zZivotinja. Od domacih i divljih ptica virusi su izolovani iz kokoS$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 domace peradi i divljih ptica infekcije sa virusima influence-A mogu da
budu asimptomatske ili u formi brzih fatalnih obolenja generalizovane prirode.

Kocirkulacija virusa u humanoj populaciji /
Cocirculation of the viruses in humans

Uprkos dugoj istoriji, influenca ljudi je pocela da se ispituje temeljnije
tek od 1932. kada je i izolovan prvi virus influence iz organizma ¢oveka [5]. U
dvadesetom veku registrovane su tri pandemije i nekoliko epidemija influence-A
kod ljudi (tabela 3).

410



Vet. glasnik 59 (3-4) 405 - 418 (2005) S. Burisi¢ i sar: Influenca-A infekcije zivotinja i ptica
i njihov znacaj za epidemiologiju influence ljudi

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

P?,;}?odd/ ng};fyg;’;/ 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 H1N14+H3N2
2001-2002 H1N2 Izolovan: Engleska, Izrael, Egipat / Isolated: England, Israel, Egypt

Izmedu pojedinih pandemija izazvanih »novim« antigenskim podtipo-
vima (antigenski Sift), pandemicni sojevi virusa doZzivljavali 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).

Cirkulacija virusa kod svinja /Circulation of the virus in swine

Na osnovu istraZivanja izvedenih 1979-80 god. u raznim delovima
sveta, ustanovljeno je da u zapatima svinja cirkuliSu podtipovi HIN1 i H3N2 vi-
rusa. Prema podacima iz 1976 god, zapati svinja Severne Amerike bi mogli da
budu glavni rezervoar H1N1 virusa. Medutim, saopstenja iz drugih zemalja sveta
ukazuju na nisku prevalenciju lokalizovanih infekcija sa ovim podtipom virusa i u
Japanu, ltaliji, Izraelu i nekim zemljama centralne Evrope [7]. Mi smo 1982 god.
ustanovili infekciju sa ovim podtipom virusa u jednom zapatu svinja u Vojvodini
[8]. HIN1 podtip virusa izolovan je i iz svinja u Kini, Hong-Kongu, Singapuru,
Tajvanu [7]. 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 [9]. 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 [7].

Cirkulacija virusa kod konja / Circulation of the virus in horses

Podaci o dosadasnjim pojavama influence konja u svetu, ukazuju sa
su uzrokovane sa H7N7 i H3N8 virusima [5]. 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 / H3NS since 1963

Cehoslovacka / Czechoslovakia

SAD / USA

Svedska / Sweden Kanada / Canada
Nemacka / Germany Engleska / England
Usa/ USA Svajcarska / Switzerland

Kanada / Canada

Francuska / France

Poljska / Poland

Brazil / Brazil

Madarska / Hungary

Meksiko / Mexico

Francuska / France

Holandija / The Netherlands

Engleska / England Austrija / Austria
Meksiko / Mexico Madarska / Hungary
Jugoslavija / Yugoslavia Italija / Italy

Indija / India Rusija / Russia
Turska / Turkey Liban / Lebanon

Austrija / Austria

Gréka / Greece

Iran / Iran Japan / Japan
Argentina / Argentina Jugoslavija / Yugoslavia
Singapur / Singapore Nemacka / Germany
Kina / China Iran / Iran

Finska / Finland

Argentina / Argentina

Izolati poreklom iz Svedske pokazuju znacajne antigenske ,driftove”
pa zbog toga otezavaju primenu vakcine u suzbijanju ovih infekcija.

Cirkulacija virusa kod ptica / Circulation of the virus in birds

Veliki broj anigenski razli¢itih influenca-A virusa je izolovano iz do-
macih 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 domace peradi:
kokoSaka, pataka, ¢uraka, gusaka. Pojave influence kod peradi obi¢no nastaju
prenoSenjem virusa sa divljih ptica. Zna¢ajnu ulogu u razmnozavaniju i Sirenju vi-
rusa imaju i ptice- kuéni ljubimci.
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Tabela 5. Prikaz influenca-A virusa izolovanih iz kokoSaka, ¢urki i pataka /
Table 5. Presentation of influenza-A viruses isolated from hens, turkeys and ducks

Zemlja / Influenca-A podtipovi / Godine izolovanja /
Country Influenza-A subtypes Year when isolated
Skotska / Scotland H5, H? N1, N7 1959, 1970
Engleska / Engand HIHSHT. | 1 g, Noo [ 1956, 1962 1963, 1960, 1969
Cehoslovadka / Czechoslovakia H4 N6 1956

Kanada / Canada H5, H6, H10 N1, N2, N7-N9 1952, 1963-1968, 1974
Rusija / Russia HaHz, Hit N1 N2 N8 N9 1960, 1063, 1967-1979
Australija / Australia H7 N7 1975

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

ltalija / Italy H5, H6, H10 N2, N8, N9, N? | 1965, 1966, 1973, 1976-1980
Jugoslavija / Yugoslavia H10 N? 1966

Poljska / Poland H3 N? 1967

Madarska / Hungary H? N? 1970

Nemacka / Germany H2 N6 1972

SAD / USA H1, H4-H7, Ho N”‘,‘\fé"\,'\f,.; N6, 1964-1971

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

Izrael / Israel H5, H7, H11 N2 1971, 1973, 1978, 1980
Francuska / France Heé, H9 N2 1979, 1980

Prenosenje influenca-A virusa izmedu Zivotinja, ptica i ljudi /
Transfer of influenza-A viruses among animals, birds and humans

Prenosenje sa svinja na ¢oveka | Transfer from swine to humans

Svinja moze da bude inficirana sa influenca-A virusima svinjskog, hu-
manog i avijarnog porekla. Zbog ovakve prijem¢ivosti, svinja moze da bude is-
tovremeno inficirana sa virusima iz razli€itin vrsta, na primer sa virusom patke i vi-
rusom Coveka. U takvim okolnostima postoji moguénost da se geni ovih virusa
izmeSaju i kreiraju nov virus. Ako novi virus bude imao veéinu gena humanog vi-
rusa, a gene za hemaglutinin i neuraminidazu od pacijeg virusa, bio bi u mo-
gucnosti da inficira Coveka i da se Siri sa osobe na osobu. Tada moze da nastane
pandemija influence. lako nije uobi¢ajeno da se ljudi inficiraju direktno od Zivoti-
nja, ipak su zabelezeni i takvi sluajevi infekcije ljudi. Moguénost prenoSenja
H1N1 virusa sa svinje na ¢oveka dokumentovana je u SAD 1976, 1977 i 1980 go-
dine [10]. Tih godina (1974) izolovan je i prvi influenca-A virus (A/Mayo cli-
nic/103/74) iz pluénog tkiva petnaestogodiSnjeg de¢aka, umrlog od Hocingsove
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bolesti, koji je bio srodan virusu influence-A svinja, podtipu H1N1. Zivedina jednoj
farmi, de€ak je bio u stalnom kontaktu sa svinjama.

Januara 1976 god. registrovana je pojava influence-A medu regrutima
u Fort Dixu, New Jersey [10]. 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 medu regrute.

Iste godine na jednoj farmi svinja u Wisconsin-u neposredno posle
kliniCke pojave influence svinja, oboleo je i Cuvar-stocar. Virusi izolovani iz Coveka
i svinja bili su antigenski i genetski identi¢ni i pripadali su H1N1 podtipu virusa. U
Wisconsin-u je zabelezen i drugi slu¢aj obolenja €uvara svinja od influence. U tom
slu€aju Cuvar je dalje preneo virus na jo$ dva radnika na farmi.

Prenosenje sa ¢oveka na svinju | Transfer from humans to swine

Zavreme 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 [11].

Podtip virusa influence H3N2 igleda da je ubikvitaran kod Zivotinja i
mnogo puta je izolovan iz svinja. Pojava varijanti ovog podtipa virusa u zapatima
svinja obi¢no koincidira sa pojavom infekcije u humanoj populaciji [12]. Izo-
lovanje iz svinja virusa sli¢nih virusu A/Hong Kong/ 68, sugeriSu da svinje mogu
da budu potencijalni rezervoar virusa za buduc¢u pandemiju influence ljudi.

PrenosSenje sa konja na ljude | Transfer from horses to humans

Postoje saopsStenja da su ljudi rodeni 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 [5].

Prenosenja sa ljudi na konje | Transfer from humans to horses

Postoji viSe saopstenja 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 prijemcivost konja na ove viruse [5].

PrenoSenje sa ptica na ljude | Transfer from birds to humans

Prvo saopstenje 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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mic¢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 zivinu u
Hong Kongu i cirkulisao u prirodi u populaciji divljih ptica, dok je u proslosti
mogao da inficira samo Zivinu. Na kraju iste godine pocele su infekcije i kod ljudi
sa katastrofalnim posledicama. Od 18 osoba sa potvrdenom H5N1 infekcijom,
umrlo je 6. Medutim, tokom ove pojave influence nije ustanovljeno prenosenje in-
fekcije sa Coveka na Coveka [11]. Kako je u Hong Kongu Zivina unistena, 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 utvrdeno koje su
to genetske promene omogucile virusu da inficira ljude. Izolati HSN1 virusa mogli
su da se podele na dve grupe. Jedna grupa (HK483) je jako patogena za miSeve,
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 izmedu PB2
od HK483 i HK486. Posto se ovaj virus nije prenosio sa jedne na drugu osobu,
misljenje je da za sada ovaj virus nije pandemican [11].

Krajem oktobra 2003.god, u Vijethamu u Hanojskoj bolnici je le¢eno
od teSkog oblika respiratornog obolenja 14 osoba (13 dece i 1 mladi¢). Umrlo je
11-oro dece i majka jednog umrlog decaka. Iz organizma ovih pacijenata izolovan
je H5N1 virus [13].

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 [13].

Tokom 2003.godine registrovana je masovna pojava influenca-A in-
fekcije zivine sa H5N1 podtipom virusa [13]. 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
omogucéeno prenosenje i sa Coveka na coveka.

Pojava ovog virusa u decembru 2003. registrovana je i u Juznoj Koreji i
Japanu.

Na farmama Zivine u Holandliji februara 2003 registrovana je cirkulcija
H7N7 podtipa virusa koji je izazvao masovna uginu¢a kod zivine i obolenje kod 80
ljudi sa smrtnim ishodom kod jednog veterinara [14].

Eksperimentalne infekcije zivotinja sa virusima pti¢jeg porekla /
Experimental infections of animals with viruses of bird origin

Razli¢iti podtipovi influenca-A virusa ptica ispitivani su na sposobnost
da se razmnozavaju u organizmima zivotinja: teladi, svinja, miSeva, hr€kova,
veverica, lasica, prepelica. Vecina virusa razmnoZzavala se do izvesnog stepena u
organizmu ovih Zivotinja. Neki su se podtipovi ponas$ali sli¢no virusima zivotinja,
dok su neki bili ograni¢eni u razmnozavanju [15].
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Zaklju¢ak / Conclusion

Podaci prezentirani u ovom prikazu ukazuju da su do sada steCena
saznanja o komparativnim analizama, kao i o nekim ekoloskim i epizootioloSkim
(epidemioloskim) aspektima virusa influence A dovoljna da, pre svega shvatimo
potrebu da im posvetimo mnogo veéu paznju nego do sada.

U okviru svojih nadleznosti u zastiti zdravlja ljudi, veterinarska me-
dicina bi bavedi se intenzivnije izu€avanjem biologije, genetike i epizootiologije
izolovanih virusa influence-A iz zivotinja i ptica (posebno vodenih ptica), dala
najveci doprinos razreSavanju mnogih nepoznanica koje €ine izuzetnom epide-
miologiju influence-A ljudi. Na taj nacin bi se sprecio i negativan uticaj koji ova
bolest moze da ima na drustvo preko socio-ekonomskih faktora.

U poslednje vreme neizvesna epizootiologija (epidemiologija) influen-
ce-A na dalekom istoku i nekim zemljama Evrope pokazuje koliko je naSe znanje o
ovom obolenju ograni¢eno. | zbog toga kod pojedinaca postoji opravdana
sumnja da bi do sada steCena saznanja o influenca-A virusima mogla sa viSe us-
peha, nego $to je to ucinjeno 1918.god, da preveniraju neku moguéu narednu
pandemiju. Novija saznanja o epizootiologiji (epidemiologiji) ukazuju da postoji
mogucénost 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 moguénost koja nam je za sada na raspolaganju da preveniramo
takvu pojavu je da spre€imo kontakt domacih Zivotinja i ptica (kokoSaka, 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.

Literatura / References

- 1. Schild G. C.: Comparative diagnosis of viral diseases, Acad. Press Inc.,
Vol. IV, Chart 4, 151-182, 1981. - 2. Kaplan M. M., Webster R. G.: Sci. Am., 237, 88-107,
1977. - 3. Kaplan M. M., Beveridge W. . B.: Introduction Bull. WHO, 47, 439-444, 1972. - 4.
Melnick J., Progr. Med. Virol., 19, 353-358, 1975. - 5. Alexander D. J.: J. Royal Soc. Med., 75,
779-811, 1982. - 6. World Health Organization, Bull. WHO, 58, 585-591, 1980. - 7. Laver W.
G., Webster R.: Brit. Med. Bull., 35, 1, 29-33, 1979. - 8. burisi¢ S., Gagrcin M. et al.: Acta Vet-
erinaria, 1984. - 9. Kindin W. D., Nature, London, 228, 857, 1070. - 10. Killeurnne E. D.: Vi-
ruses and Environment, charter 17, Academic Press Inc., 339-349, 1978. - 11. Laver G.,
Garman E.: Microbes and Infection, 4, 1309-1316, 2002. - 12. Shortridge K. F., Webster R.
G.,etal., Science, V196, 1454-1455, 1977. - 13. CDC Health Update, jan. 14, 2-3, 2004. - 14.
CDC Biology pages (I), Jan. 21, 1-5, 2004. - 15. World Health Organization, Informal Meet-
ing on the Ecology of Influenza viruses, London, 15-16 february, 1-5, 1982.

416



Vet. glasnik 59 (3-4) 405 - 418 (2005) S. Burisi¢ i sar: Influenca-A infekcije zivotinja i ptica
i njihov znacaj za epidemiologiju influence ljudi

ENGLISH

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

S. Durisi¢, 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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PYCCKUA

MH®JIIOIHLA-A UHOEKLIUU XKUBOTHbIX U NTUL 1 X 3HAYEHUE A1
SMUAEMMUONOI U UHOJTIOEHLLbI-A JTIOAEN

C. Dxypuwuy, Ay6paska MunaHoB, T. NeTpoBuy

Llenb aToro nokasa ykasaTb Ha ObiBLUME OO CUX MOP MO3HAHWUA CPaBHW-
TesbHbIX aHaNM30B BUpYca MHO3HLbI-A, HA HEKOTOPbIE 9KOMNOrMYECKUE acneKThl U Ha
[0 CUX MOpP PErMCTPUPOBAHHbBIE CryYan NEPEHECEHNS 3TUX BbIPYCOB CPEAN XKUBOTHbBIX U
nTvy n nogen. Taknum o6pas3om Mbl cHATaAEM, Mbl MOMOXKEM HaLLen cneumanbHom obLecT-
BEHHOCTU BceoObemniowme yeBuaenTb Tenepb HEeU3BECTHYIO 3MNM300TUONOMMYECKYO
(ennaeMmonornyeckyto) cuTyauuio MHPEeKUMn ¢ nHN3HUa-A Brpycamm B Myupe 1 C
OOMKHbIM BHUMaHneM 06ecneynTb Mepbl MPEBEHTUBSI.

OTO BELLECTBO LUMPOKUX acrneKkToB, 060ralleHo KaXKabIM AHEM HOBbIMU WH-
hopmaumamm, n3-3a OPaHUHEHHOrO MPOCTOpPa Mbl CBENU Ha, B 3TOM MrHOBEHUW, GMO-
norn4ecku 6ornee 3Ha4YMTENbHbIE acnekThbl.

Tak Mbl Lienbin NoKas pasgenuniv Ha criegyrolme oTaenb:

BBefeHve ¢ ykasbiBaHMeM Ha CyLlecTBOBaHMe B npupoae 60bLoro yncna
MHNO3HLUA-A BUpYyCa C LUMPOKUM CMEKTPOM aHTUMEHHbIX 1 BUONOrM4ecKmX XxapakTepuc-
TUK Y AOMALYHMX U ANKMX XKUBOTHBIX U MTWL,CMIOBHO U YTO 3TW BUPYCbl MOTYT OblTb MOTEH-
LmanbHbIN MCTOYHMK ,HOBBIX” MaHAEMUYECKMX BMPYCOB U YTO NPeACTaBnstoT coboin noc-
TOSHHYIO Yrpo3y 611aroCOCTOSIHNIO NI0AEMN.

[Mo3HaHuA cpaBHUTENbHbBIX aHanM30B NHAM3HUA-A BMpyca C OTAeNbHbIM
0630poM Ha knaccudukaumio, CTPOEHNE BUPUMOHA, CTPYKTYPY reHOMa U HOMEHKNaTypy,
3aTeM Ha NPOrpeCCUBHYIO MyTaLMIO BUPYCa, 3BaHHYIO ,,aHTUrEHHbIN ApUbT” 1 reHHyHo pe-
KOMOMHaLUMIO, 3BaHHYIO ,,aHTUIEHHbIV WNdT”.

NHdnmosHua-A BMPYChbl MIOAEN, XUBOTHBIX U MTUL, C MOKa30M A0 CMX Nop
NAEHTUULMPOBAHHbBIX MOATUMOB U BAPUaHTOB BUPYCOB.

lMepeHeceHne Bupyca cpeay XXMBOTHbIX, MNTUL U NMIOAEN C NOKA30M A0 CUX
nop pPerMcTpMpoOBaHHbIX CIly4aeB NEPEHECEHMS BMpyca B NpMpoae, CITOBHO Y BO3MOXHO-
CTW 3KCMNEePUMEHTaSTbHbIX MH(DEKLMI TENAT, CBMHEWN, MbILLEN, XOMSIKOB, 6€10K C MHIHO-
3HUa-A BMpyCcamu U MPOUCXOXKAEHNEM OT MTUL.

3aknountartenbHble pacCcMaTpMBaHNA YKasblBalOT Ha Hy>Xay, 4YTO BeTepu-
HapHA MeauumHa 60f1ee MHTEHCMBHO 3aHMMaeTCcs U3yYeHnem OMONorMn, reHeTUKn K
3M1300TONOMMMU, U30NTMPOBaHHBLIX BMPYCOB >XXMBOTHbBIX M NTUL U Tak COAeNCcTByeT pas-
PELUEHNI0 MHOTMX HEe3HaKOMCTB, cocTaBnstowme hnnaemmonorno NHANI03HUbLI Noaen
UCKJTIOYNTENBbHON.

JInTepaTypa nokasbiBaeT YacTb NMUTEPATUPDI,MONIb30BAHHON B NOATOTOBKE
3TOro nokasa.

KntoyeBble cnoBa: XXUBOTHbIE, nTuubl, NO4un, VIHCbEKLWIVI, Bbl3BaHHble BUPYyCOM
I/IHCbJ'I}OSHleI-A, anNn3ooTmnonorua, anngemMmonorma
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HELMINTOZE DIGESTIVNOG TRAKTA DOMACIH
ZIVOTINJA U NEKIM DELOVIMA SRBIJE®
HELMINTHOSES OF DIGESTIVE TRACT IN DOMESTIC ANIMALS IN
DIFFERENT EPIZOOTIOLOGICAL REGIONS OF REPUBLIC OF SERBIA

Tamara Ili¢, Sanda Dimitrijevié*

Veliku zastupljenost razli¢itih parazitoza u nasoj zemlji uslovljavaju
geografski poloZaj i klimatski uslovi pojedinih podrucja, velike aglome-
racije stoke na nekim lokalitetima, nezadovoljavajuéi nivo zoohigijen-
Skih uslova u objektima za stoku i na ispustima, kvalitativno i kvantita-
tivno neodgovarajuca ishrana, nizak higijenski nivo ishrane i napajanja,
ograni¢ene pasne povrsine i njihov slab kvalitet, ekstenzivan nacin
drZanja i ishrane Zivotinja, prisustvo odgovarajucih vektora ili prelaznih
domacin, kao i nizak strucni i kulturni nivo stocara.

Preveniranje parazitskih infekcija i borba protiv njihovih uzroc¢nika
podrazumeva prekidanje lanca bioloskog ciklusa parazita u nekom od
stadijuma njihovog razvoja. Zato je neophodno da se unistavaju naj-
osetljiviji i u momentu tretiranja, najdostupniji razvojni oblici parazita.

U uslovima kada se dinamika epizootioloSke situacije na terenu
neocekivano menja, neophodno je da se adekvatnom primenom me-
toda terapije i profilakse u veterinarskoj medicini sprovodi organi-
zovana i planska borba protiv parazitskih infekcija.

Kljucne reci: goveda, ovce, svinje, konji, helmintoze, epizootiologija

Uvod / Introduction

U nasoj zemlji veliku zastupljenost razli¢itih parazitoza uslovljavaju
geografski polozaj i klimatski uslovi pojedinih podrucja, velike aglomeracije stoke
na nekim lokalitetima, nezadovoljavajuéi nivo zoohigijenskih uslova u objektima
za stoku i na ispustima, kvalitativno i kvantitativno neodgovarajuca ishrana, nizak
higijenski nivo ishrane i napajanja, ograni¢ene pasne povrsine i njihov slab kvali-
* Rad primljen za $tampu 9. 1. 2005. godine

** Mr Tamara lli¢, asistent, dr Sanda Dimitrijevi¢, vanredni profesor, Fakultet veterinarske medi-
cine, Beograd
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tet, ekstenzivan nacin drzanja i ishrane Zivotinja, prisustvo odgovarajucih vektora
ili prelaznih domacina, kao i nizak strucni i kulturni nivo stoc¢ara [2, 3].

Za borbu protiv parazitskih bolesti veoma je vazno da veterinar dobro
poznaje teren na kome radi, odnosno da se potrudi da upozna epizootiolosSku
situaciju postojecih parazitskih bolesti na svom terenu i Stete nastale kao posle-
dica parazitizma aktuelnih uzro¢nika. Takode je obavezan da proveri socijalni, kul-
turni i materijalni nivo, kao i moguénost stoCara za prihvatanje antiparazitskih ak-
cija. Zato pre svakog vida organizovane borbe protiv parazitoza, treba da se
sprovede odgovarajuci edukativni i propagandni program, kroz koji ¢e vlasnici
zivotinja da se upoznaju sa postojecom problematikom. Zami$ljenu akciju mo-
guce je sprovesti u Sirim razmerama, tek kada vlasnici budu uvereni da je ona i ko-
risna. Planiranju ovakvog posla uvek treba da se pristupi oprezno i uz dobre pri-
preme, jer se u slu€aju i najmanjeg propusta i neuspeha stocari teSko mogu da
privole na novi poku$aj [4, 6, 11].

Cilj ovoga rada je da se prikaze zastupljenost pojedinih grupa helmin-
toza, na razliCitim epizootioloSkim podruc¢jima Republike Srbije, u proteklih pet
godina. Na ovaj nadin, nastojali smo da damo uporedni prikaz epizootioloSke
situacije na posmatranim lokalitetima i razlike u pogledu ucestalosti pojavljivanja
trematodoza, cestodoza i nematodoza, na svakom od njih.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Pojedinacni i grupni uzorci fecesa uzorkovani su od Zivotinja Ciji je
nacin uzgoja stajski, pasni ili kombinovani. Uzorci su ispitivani kvalitativnim meto-
dama koproloSkog 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 BraniCevski okrug; 308 (goveda), 426 (ovce), 92
(svinje) i 24 (koniji) — za Zlatiborski okrug; 346 (goveda), 168 (ovce), 126 (svinje) i
14 (konji) — za NiSavski okrug i 416 (goveda), 228 (ovce), 156 (svinje) i 58 (konji) —
za Juzno-banatski okrug.

Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

Rezultati obavljene koprolo$ke analize ukazuju da je najveéi procenat
goveda inficiranih trematodama, ustanovljen na teritoriji NiSavskog okruga i izno-
sio je 86,71 posto. NajniZi ekstenzitet infekcije goveda izazvan trematodama,
utvrden je na teritoriji Juzno-banatskog okruga i u odnosu na ukupan broj pre-
gledanih zivotinja bio je 17,31 posto. Trematodoze ovaca su bile najzastupljenije
na podrucju Zlatiborskog okruga (98,12%), dok je kod ovaca sa teritorije Juzno-
banatskog okruga dijagnostikovan najmaniji broj uzro€nika iz ove grupe (24,56%).
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U poslednjih pet godina, na podrucju Brani¢evskog i Juzno-banat-
skog okruga ucCestalost pojavljivanja trematodoza je smanjena u odnosu na peri-
od od pre petnaest godina, kada je prevalencija ovih helmintoza bila znatno veéa
(tabela 1).

U periodu od 1999. do 2004. godine, na posmatranim lokalitetima od
cestodoza je dijagnostikovana samo monijezioza. lzuzetak je predstavljao Bra-
nic¢evski okrug, na €ijoj teritoriji nije dijagnostikovana ova cestodoza. Na teritoriji
Zlatiborskog okruga monijezioza je ustanovljena samo kod ovaca (45,07%). Teri-
torija NiSavskog okruga pokazuje nizi stepen inficiranosti ovom anoplocefalidom,
koja je dijagnostikovana i kod goveda (15,03%) i kod ovaca (21,43%) sa navede-
nog podruéja. Na teritoriji Juzno-banatskog okruga monijezioza je dijagnostiko-
vana samo kod ovaca, pri ¢emu su od 228 pregledanih uzoraka fecesa 42 bila
pozitivha, $to iznosi 26,92 posto.

U posmatranom petogodi$njem periodu, parazitske infekcije prouz-
rokovane nematodama su bile najucestalije. Najveci broj inficiranih goveda us-
tanovljen je na teritoriji Juzno-banatskog okruga (78,85%), dok je na teritoriji
NiSavskog okruga ucestalost pojavljivanja infekcija prouzrokovanih nematodama
bila najniza i iznosila je 38,15 posto. Kod goveda koja poti¢u sa teritorije Zlatibor-
skog okruga, nematodoze su zastupljene u priblizno istom procentu (78,58%) kao
kod goveda sa teritorije Juzno-banatskog okruga. Goveda koja poti¢u sa teritorije
BraniC¢evskog okruga, pokazuju skoro identi¢nu zastupljenost nematodoza
(38,21%), kao i goveda sa teritorije NiSavskog okruga (tabela 1).

Najveéi stepen inficiranosti nematodama pokazuju ovce koje potic¢u
sa teritorije Juzno-banatskog okruga (71,05%). Najnizi ekstenzitet infekcije ovaca
uzro¢nicima nematodoza, dijagnostikovan je na podrucju Brani¢evskog okruga
(46,37%). Zastupljenost nematodoza kod svinja bila je najveca na teritoriji NiSav-
skog okruga (92,06%), a najniza na teritoriji Zlatiborskog okruga (86,95%). Sto se
tiCe konja, najveca zastupljenost nematodoza je dijagnostikovana na teritoriji
Brani¢evskog okruga (88,24%), dok je najniza bila ustanovljena na teritoriji Zlati-
borskog okruga (66,66%).

Iz izlozenog se vidi da je zastupljenost nematodoza bila najevidentnija
medu populacijom svinja (92,06%), da je anoplocefalidoza bila najdominantnija
kod ovaca (45,07%), kao i da su po pitanju trematodoza, takode, najugrozenije
bile ovce (98,12%).

Rezultati koje prezentuje ovaj rad su imali za cilj da posluze kao mera
poredenja epizootioloSke situacije na nekim podrucjima naSe zemlje, u posled-
njih nekoliko godina i deset do petnaest godina ranije. Ovo je narocito vazno zbog
toga $to u poslednje vreme podrucja koja su bila distrikti izvesnih helmintoza, po-
kazuju znagajno 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 moze da se pripiSe i neadekvatnim tretmanima leCenja, koji imaju kao
posledicu razvoj rezistencije parazita prema upotrebljenim anthelminticima [3, 8].

421



Vet. glasnik 59 (3-4) 419 - 425 (2005) Tamara lli¢ i Sanda Dimitrijevi¢: Helmintoze

digestivnog trakta domacih Zivotinja u nekim delovima Srbije

Jeurq qinog

%9S'Ve | %1ELL JO LSy

85 | 95t | 822 | 91t / Bnijo

{s1eueq

98 el -ouznp

. . . . . . . . BABSIN

%2L'G8 | %9026 | %b20L | %SI8e %EV L2 | %EO'S) %v128 | %198 J0 JsI]
vL | 92t | 891 | ove /B

Ne]

2l 9Ll 8Ll zel 9e 2s 8cl 00€ IMSAesIN

. . . . . . . Joqmiery
%99'99 | %G6'98 | %G8‘€9 | %8582 %L10'GY %2L'86 | %Le'LL 0 1ILTIST

vz | 26 | 9ev | sog | AP

/ Bniyo

9l 08 2le e 261 8Ly 8¢2 pisioqgue|z

. . . ) . oAdorueIg

%b2'88 | %Y 16 |%LE9Y | %LE'8E %/LL'2S | %20 1S J0 3OS
89 | 2ov | 9z2 | 26v /B

M (o]

09 89¢ 8zt 881 e 162 sAe9luelg

03 ns NO oga [o3]|ns NO oga [o3] ns NO 09 o3[ ns| A0 |og
BpOJRUISAT Bp0Jsay) BpOJRWL |, sojdues oSy
/ eporewaN / 8p01san / @porewal] pourtmss jo zaquinu [2jo] \m_wE.UOn_

F005-666] PoLiod oy] Ul SUoOpUINIEXs [RIL50[01d0d Jo Synsay
/ '¥002 OP "6661 PO Npouad n azfe|ue 8yg0j0.doy Neynzey

/ exelozn yiueps|ba.id

[oig uednyn

BIQ19G JO JI[qndoy 9y} Jo SUOLSA.I [BIL50]01j00zZIde JuaofIp Ul Sesoyjuruey jo sdnols ureprso jo eoussald ‘I a[qe]

aliqus axiiqnday euwifonipod wpjsojonoozids wiyijzes eu ezojujwyay ednib yiuipalod jsousfidnisez - | ejaqel

422



Vet. glasnik 59 (3-4) 419 - 425 (2005) Tamara lli¢ i Sanda Dimitrijevi¢: Helmintoze
digestivnog trakta domacih Zivotinja u nekim delovima Srbije

Upravo zbog toga, potrebno je da se sprovodi minimalan, ali efikasan
broj tretmana i treba da se izbegava preventivna dehelmintizacija novih Zivotinja,
pre nego Sto se pridruze veé postojeé¢im jedinkama u odredenom arealu. U pro-
gramima suzbijanja parazitskih infekcija neophodno je da se naizmeni¢no pri-
menjuju sredstva iz razli€itih hemijskih grupa, najéesce u vidu rotacije tokom go-
dine, odnosno jednog generacijskog ciklusa parazita [1, 4, 5, 10].

Sa aspekta epizootiologije, najefikasnije je plansko i sveobuhvatno
suzbijanje, s obzirom da je vecina parazitskih bolesti enzootskog i epizootskog
karaktera. Pojedinacno suzbijanje parazitoza nema efekta, jer dovodi do po-
boljSanja samo kod manjeg broja Zivotinja, koje nisu zasti¢ene od ponovne infek-
cije, kada dospeju u kontakt sa netretiranim jedinkama [4, 7, 9].

Zaklju€ak / Conclusion

U uslovima kada se dinamika epizootioloSke situacije menja na pre-
thodno prikazan nacin, 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 bioloSkog ciklusa parazita, u nekom od stadijuma
njihovog razvoja. Zato je neophodno da se unitavaju najosetljiviji i u momentu
tretiranja, najdostupniji razvojni oblici parazita.

Prilikom odlucivanja za neki od nacina suzbijanja, veoma je vazno da
se ustanovi u kom obliku se javljaju postojeée parazitoze.
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ENGLISH

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

Tamara lli¢, 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

PYCCKUA

FENbMMUHTO3bI NMNMWEBAPUTEJIbHOITO TPAKTA JOMALUHUX XKUBOTHbIX B
HEKOTOPLIX YACTAX CEPBUU

Tamapa Unu4, Canga QumuTtpueBuy

Bonbluyto npeAcTaBneHHOCTb Pa3fnyHbIX NapasnTo3 B Hallel cTpaHe oby-
CMOBJIMBAIOT reorpaguyeckoe MosIoKeHNe 1 KNMMaTU4eckme yCrioBuUst OTAENbHbIX paii-
OHOB 60bLUME arryioMepauun CKoTa Ha HEKOTOPbIX parioHOB, 60SblIME arfoMepaumu
CKOTa Ha HEeKOTOPbIX MecTax, HeyA0BNETBOPSALMIA YPOBEHb 300rMIMEHNYECKNX YCIOBWIA
B CKOTOBOAYECKMX 06bEKTAX U Ha BbiNacax (415t CKoTa), KAHECTBEHHO 1 KONYECTBEHHO
HECOOTBETCTBYIOLLEE KOPMITEHWNE, HUSKWIA TMTMEHNYECKIIA YPOBEHb KOPMJIEHUS 1 Hanau-
BaHWs1, OrpaHN4eHHbIE NACTOMULLHbIE MOBEPXHOCTH U UX craboe KavecTBO, IKCTEHCHBHbIN
Cnocob cofiep>XaHus 1 KOPMJIEHUSI XKUBOTHBIX, CITOBHO M HU3KWI CieumanbHbId U KyJb-
TYPHbIi yPOBEHb CKOTOBOZOB.
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MpeBeHnpoBaHne napasvTapHbiX MHgeKuui n 6opbba NPoTMB MX BO3OY-
avTenen, nogpasymeBaeT npepbiBaHue Leny 61onorm4eckoro umka napasmTos, B HEKO-
TOPOW M3 CTaaun ux passuTtuns. NoTomy HeO6XOANMO YHMYTOXAaTb Hanbonee 4yBCTBU-
TernbHbIE N B MOMEHTE NeYeHus, Hanbornee JOCTyrnHble passuBatowme GopmMbl napasu-
TOB.

B acnekTe anmsooTonornu, Hambonee achdeKTMBHOE MNaHOBOE M BCEO-
6bemnioLee NofgaBieHne, ¢ y4€TOM, 4TO 60MbLUIMHCTBO NapasuTapHbiX 60MEe3HEN SH30-
OTUYECKOro 1 anNn300Tnyeckoro xapakTtepa. OTgenbHoe nofasreHve napasnTo3oB He
nmeeT adppekTa, nbo NPMBOAUT A0 YNyHLEHUA TONbKO Y 6051ee ManeHbKoro Y1cra Xus-
OTHbIX, KOTOPblE HE OXPaHEHHbIE OT MOBTOPHOMN UHAEKLUUW, Korga nonagyT B KOHTaKT C
HeneYeHHbIM e ANHUYHBIM XXMBOTHbIM.

KntoueBble cnosa: TpemaTtoabl, uectoabl, HeMaTtodbl, 3NM300TOJ10rn4A, KonpoJsiorndeckas
AnarHocTmnka
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THE PRESENCE OF VEROTOXINOGENIC E. COLI IN SOME
FOODS’
PRISUSTVO VEROTOKSINOGENE E.COLI U NEKIM NAMIRNICAMA

K. Bostan, 0. Cetin, 0. 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

Introduction / Uvod

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 [22]. Enterohaemorhagic E. coli (EHEC),
which was first recognized as a cause of illness in 1982, has been held responsi-

* Rad primljen za $tampu 9. 5. 2005. godine

** K. Bostan, O. Cetin, O. Ergun, Istanbul University, Veterinary Faculty, Department of Food
Hygiene and Technology, 34320, Avcilar, Istanbul, Turkey
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ble for some cases of very severe poisoning that ended in death [6, 23, 9, 20, 3].
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 [15]. 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 [30, 28]. 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 [36,
28]. 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 [5, 26, 17, 13, 87]. 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 [32, 14, 27, 25]. 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 and methods / Materijal i metode rada

Materials | Materjjal

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 | Mikrobioloske 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 [12].

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
[10, 19].
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Detection of verotoxin | Ustanovijavanje 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
folloOed 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).

Results and discussion / Rezultati i diskusija

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 1.2x10° cfu/g and 3.4x10* 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. [7] 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 10* cfu/g. The Turkish
Food Codex Directive on prepared meat mixtures [31] sets a limit for E. coli of
5.0x108 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 polupripremfjenih cufti (cfu/g)

Sample / Uzorak n/ The lowest / The highest / Average /

P n Najnize Najvise Prosecno
Meatball / Mesna cufta 30 6.8x102 3.9x105 1.2x105
\ge'}l!tzeag;;};ﬁ‘i;heese / 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 [34], 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 7.9x10* cfu/g while the average E. coli count was
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5.3x10* 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 [35], which failed
to meet the E. coli condition. Tawfek et al [33] found coliform bacteria in all of the
100 Kariesh cheese samples with average coliform counts of 18.9x10%/g. Reibnitz
etal. [29] 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 [2] 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 2.2x10* cfu/g and the average E.
coli count 5.1x10% 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, 8.8x10* cfu/g, was
detected in kysyr samples - a cold dish made with cracked wheat, salad vegeta-
bles, and olive oil — while the lowest count, 3.5x10? 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 1.4x10* cfu/g was detected in paste with hot pepper samples -
and the lowest count with 2.9x10? cfu/g in tarator samples.

Phls [24] 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 [11] 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 10* cfu/g were not acceptable. Mosupye and Holy [21], 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. [16] 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 (cfi/g)

Sample* / n/ | Thelowest/ | The highest/ | Average/
Uzorak n Najnize Najvise Prosecno
oot ot voter st ) | IENEE
American salad / Americka salata 10 <10 (3) 2.3x10° 4.6x104
gy | o | com | e | oo
Kysyr | Kisir 10 1.2x103 2.1x10% 8.8x10%
Fried eggplant / Przeni plavi patlidZan 7 <10 (3) 3.0x104 4.3x108
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) 2.5x10% 5.0x103
Mushroom salad / Salata od pecurki 6 <10 (1) 2.5x104 1.1x104
Pasa mezesi | Pasa mezesi 5 <10 (1) 3.6x104 1.2x104
g:]gf;i?}; saiad S‘;V'}ggg’;’tgm“” / 5 | <toq) 15x104 | 5.9x108
Tarator | Tarator 6 <10 (2) 1.3x103 3.5x102
Total / Ukupno 96 <10 (22) 2.3x10° 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 cufti (cfu/g)

Sample / n/ The lowest / The highest / Average /
Uzorak n Najnize Najvise Prosecno

Meatball / Mesna cufta 30 1.0x101 1.2x10° 3.4x104

White pickled cheese / 5 4

Beli zacingens sir 30 <10 (3) 3.0x10 5.3x10

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 [1] 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 [37] 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.
[8] who analysed 1190 raw meat products in Scotland, found VTEC O157 in only 2
beef burgers. Chapman et al. [7], 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. [13] 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 0157 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. [5] reported that E. coli
0157: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. [18] 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 90" day of maturing the
bacteria could still be detected in an enriched medium. Quinto and Capeda [26]
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. [8] 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-

432



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

toxinogenic E. coli. Ansay and Kaspar [5a] also found contamination with E. coliin
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 (cfi/g)

Sample * / n/ | The lowest/ | The highest /| Average /
Uzorak n Najnize Najvise Prosecno
Paste with hot pepper (acyly ezme) / 4 4
Namaz sa feferonama (acili ezme) " <10(@) 6.1x10 1.410
American salad / Americka salata 10 <10 (3) 6.0x103 1.5x103
Cold white beans vinaigrette (barbunya pilaki) / 8 <10 (2) 5.0x10% 8.6x103

Hladna salata od belog pasulja (barbunya pilaki)
Kysyr | Kisir 10 5.6x102 1.8x104 3.4x103

Fried eggplant / Przeni plavi patlidzan 7 <10 (5) 2.2x104 3.1x108
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 pecurki 6 <10 (1) 1.3x104 7.2x103
Pasa mezesi | Pasa mezesi 5 <10 (1) 2.4x10% 9.8x103
\Lé‘;]gteﬁ)t:il; :;';d S;V;Z,z’;;gm“” / 5 <10 (1) 4.0x108 | 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

Conclusion / Zakljuéak

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.
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SRPSKI

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 éufti (100%), kod 27 uzoraka belog sira (90%) i kod 69 od ostalih uzoraka
gotovih namirnica (71,9%). Medutim, ELIZA tehnika nije dala rezultate za verotoksine ni u
jednom od ispitivanih uzoraka. Nalazi ovih istraZivanja pokazuju nizak mikrobioloski kvali-
tet analiziranih uzoraka mesnih Cufti, belog sira i gotove hrane; prilican deo njih nije
odgovarao zakonskim standardima. Medutim, u okviru granica osetljivosti primenjene me-
tode, nije bilo moguce da se ustanovi verotoksinogena E. coli.

Klju¢ne reci: Verotoksin, Escherichia coli, mesna ¢ufta, sir, gotova hrana
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PYCCKUA

NPUCYTCTBUE BEPOTOKCUHOIEHHOM E. COLI B HEKOTOPbIX MULLEBbIX
NMPOOYKTAX

K. Bostan, O. Cetin, O. Ergun

B aTon pabote, 30 06pa3qMKOB NOyNnoAroTOBIIEHHbIX MACHbIX TedhTENen 1
6enoro cbipa, CNOBHO 1 96 06Pa3YNKOB PaHbIX FOTOBbLIX MULLEBLIX NPOAYKTOB, B3ATLIX C
pasnu4yHbIX NPOAAXKHbIX 06bekToB B CTambyne, aHann3vpoBaHo Ha NpUCyTCTBUE BEpO-
TOKCUHa (OTTOro, BepoToKcureHHsle E. coli) E. coli, Nonb3ya TEXHUKY 3H3UM UMMYHO3ICE.
Kpome TOro, yCTaHOBMEHO COBOKYMHOE YMCNO KOMMGOPMHBLIX U XPOMOreHHbIX E. coli,
nonb3yss MeToAbl KyfnbTypbl Y BCEX 06pa3yMKoB MULLEBBLIX NPOAYKTOB. E. coli ycTtaHoB-
neHa y Bcex nonynoarotoBneHHblx Tedptenen (100%), y 27 obpasymkoB 6em0ro coipa
(90%), ny 69 n3 octasnbHbIX 06pa34MKOB rOTOBbIX MULLEBLIX MPOAYKTOB (71,9%). Mexay
Tem, ELIZA TexHuKa He fana pesynbTaTbl ANA BEPOTOKCUMHOB HW B OAHOM W3 UCMbI-
TbiBaHHbIX 06Pa34MKOB. Pe3ynbTaThl 3TUX UCCMEeA0BaHUMA MOKa3bIBAOT HU3KOE MUKPO-
610oorMyeckoe KayecTBO aHanM3MpoBaHHbIX 06Pa3qMKOB MSACHbIX TedTene, 6enoro
Cbipa 1 roTOBOM MULLM; U3PSiAHAsS YacTb UX He OTBeYana 3akoHHbIM cTaHgapTam. Mexay
TeM, B paMKax rpaHuL, 4yBCTBUTENbHOCTU NPUMEHEHHOrO MeToAa,He 6blf10 BO3MOXXHO YC-
TaHOBUTb BEPOTOKCUrEHHY0 E. coli.

KntoyeBsble crnoBa: BepoTokcuH, Escherichia coli, MacHaga TedpTens, cbip, rotoBas nuwa
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MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION OF LAMB
CARCASSES AT ABATTOIRS OF ISTANBUL’
MIKROBIOLOSKA KONTAMINACIJA JAGNJECIH 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 cm? 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/cm?; Enterobacteriaceae counts between
1.60 and 2.30 CFU/cm?. All samples were negative for Escherichia coli
0157: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

Introduction / Uvod

Many potential by harmful microorganism which can all be released
from the digestive system or in excretions are presentin 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 foodborneill-
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 [11]. Typical symptoms of ilinesses associated
with salmonellosis include nausea, vomiting and diarrhea; additional complica-

* 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
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tions associated with infection include septicemia or reactive arthritis [18]. 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 [9]. Listeriosis, a fatal infection (up to 30%) in hu-
man and animal species, has severe consequences such as abortion, septicemia,
meningitis and encephalitis [12]. 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 [16]. In the United
States, listeriosis is responsible for 3.8% of foodborne iliness — related hospitaliza-
tion and 27.6% of foodborne disease - related deaths [13].

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 [14]. E. coli O157:H7 bacteria
is believed to mostly live in the intestines of cattle [5] but has also been found in
the intestines of sheep, pigs, deer and goats [4]. 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 [2].

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 [20]. 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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Materials and methods / Materijal i metode rada

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 cm? 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 4°C.

Microbiological Analysis | Mikrobioloska 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 37°C. 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 37°C at 24 h. Enterobacteriaceae colo-
nies were enumerated on VRBDA agar, and they were observed as dark red colo-

439



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

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 O1567:H7

For detection of E. coli 0157:H7, the FDA method was used [1]. 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 SRO181E), and the bottles were incubated for 24 hours at 37°C. 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 35°C 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 37°C for 12 hours, E. coli 0157 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
[1]. 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 30°C. Fraser Broth bottles were in-
cubated for 24-48 hours at 35-37°C. 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 35°C 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 30°C
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 35°C 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 37°C, 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 42°C and 37°C, 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 37°C 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).

Results / Rezultati rada

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 cm2) for lamb carcasses /
Tabela 1.T EU kriterjjumi za performanse bakterija (log SV CFU cnr2) za jagmjece trupove

Enterobacteriaceae

Bacteria / Acceptable range / Marginal range / Unacceptable range /
Bakterija Prihvatljiv raspon Marginalni raspon Neprihvatjiv raspon
Total viable counts /

Ukupno odrzivih 35 35-50 5.0
Enterobacteriaceae / 15 15-25 25

In this work TMCs and ECs results are transformed to log, 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/cm? respectively. The EC was detected on all of
the carcasses and ranged between 1.60-2.30 CFU/cm?.

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

Criteria / Total viable counts (CFU cm2) / Enterobacteriaceae (CFU cm2) /
Kriterjjumi Ukupno odrzivih (CFU cnr?) Enterobacteriaceae (CFU cnr?)
Range /
Raspon 3,5 3,5-5,0 5,0 1,5 1,5-2,5 2,5
1002 ob 93 7 0 100 0

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

Discussion / Diskusija

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 [15]. 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 [10]. In another study in the UK, 1500 car-
casses were analysed and E. coli O157:H7 was isolated from 21 (1.4%) carcasses
[3].In France, E. coli O157:H7 was present in 1 (0.4%) of 225 carcasses [7]. E. coli
0157:H7 was not isolated from carcasses in the Netherlands [8], in Germany, in
the USA, and in Turkey [6].

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/cm?, while in Canada, an-
other study found that sheep carcasses had log;, TMC/cm? at the shoulder, loin
and leg of 2.81; 2.80 and 2.56 respectively [19]. In South Australian, Phillips et al.
[7], sampled 917 carcasses and had a mean TMC of 3.54/cm?, EC of 0.16/cm?,
compared with the present survey of 4.18-5.95 and 1.60-2.30 CFU/cm? 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.
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SRPSKI

MIKROBIOLOSKA KONTAMINACIJA JAGNJECIH TRUPOVA U KLANICAMA
ISTANBULA

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

Uzorkovano je ukupno sto jagnjecih 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 povrsine od 100 cm? na Getiri strane jagnjeéih
trupova koristeéi tehniku vlaznih i suvih pamucnih Stapiéa. Ispitivanja su pokazala da je
ukupan broj aerobnih mezofila kod svih trupova iznosio izmedu 4,18 i 5,95 log/cm?; broj
Enterobacteriaceae bio je izmedu 1,60 i 2,30 log/cm?. Svi uzorci bili su negativni na
Escherichia coli 0157:H7 i Listeria monocytogenes. Osim toga, Salmonella spp. je us-
tanovljena na Cetiri trupa. Ovi podaci potvrduju da je bakterioloSko praéenje jagnjecih tru-
pova koristan kriterijum za utvrdivanje zdravstvene higijene u klanici.

Klju¢ne reci: zdravstvena ispravnost trupa, klanica, kontaminacija, 2001/471/EC

PYCCKUA

MUKPOBUOJIOMMYECKAA KOHTAMUHALIUA ATHAYbUX TYJTIOBULL B
CKOTOBOUHAX CTAMBYIJIA

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

O6pasz4ymkoBaHo coBOKYNHO 100 ArHAYbMX TYNOBULY B TEHEHNE nepuoga ot
12 mecsueB B ckoToborHAX B CTtambyne, Typums. Kaxxanii 06pas3yky UCnbiTMBaH Ha Co-
BOKYMHOE 4ncno aspobHux mesodunn (TMC), uncno Enterobacteriaceae (EC), Salmonella
spp., Escherichia coli 0157:H7 v Listeria monocytogenes B3aT ¢ noBepxHocTu oT 100 LJ,M2
Ha YeTbIpe CTOPOHbI ArHAYbMX TYTOBULL, NOSb3Ys TEXHUKY BIIXKHbBIX Y CYXMX XJTOMKOBbIX
nano4ek. MicnblTaHna nokasana, 4To COBOKYMHOE YMCII0 a3PO6HbIX Me30hunn y Bcex Ty-
noBwuLy cocTasnano mexay 4,18 n 5,95 Iog/qMZ; yuncno Enterobacteriaceae 6b110 Mexay
1,601 2,30 /og/umz. Bce obpasuunkum 6binm oTpulartenbHble Ha Escherichia coli 0157:H7 n
Inctepna moHounToreHec. Kpome Toro, Salmonella spp. yctaHOBNeHa Ha YeTbipe Ty-
nosuwa. 3TN faHHbIE MOATBEPXKAAIOT, YTO 6AKTEPNONOrNYECcKas CNexka ArHaYbnx Ty-
NOBWULL, NONE3HbIN KPUTEPUIA N1 YTBEPXKAEHNS 34PaBOOXPAHUTENbHOM TMIMEHbI B CKOTO-
60WHe.

KntoyeBble cnosa: 34paBooXpaHNTeNbHas UCMPaBHOCTb TYNOBULLA, CKOTOOOWMHS,
KOHTamuHaums, 2001/471/EC
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UTICAJ EKOLOSKIH PARAMETARA NA NALAZ KVASACA I
PLESNI U SIROVOM MLEKU®
IMPACT OF ECOLOGICAL PARAMETRES ON PRESENCE OF YEASTS
AND MOULDS IN RAW MILK

Dragana Pegié-Mikulec, L. Stojanovié™

Ekolo$ki faktori kao Sto su temperatura, vliaZnost i drugi klimatski
faktori u razli¢itim geografskim podru&jima, imaju uticaj na brzinu rasta
i razmnoZavanja kvasaca i plesni. Fizi¢ko hemijske osobine mleka uti¢u
na rast kvasaca i plesni, a medu najvaznijima su aw, pH, temperatura i
druge. Medusobnim uticajem ovih parametara uslovijen je njihov rast i
razmnoZavanje. Cilj naseg rada bio je da utvrdimo broj kontaminisanih
uzoraka sirovog mleka plesnima i kvascima u zavisnosti od godisnjeg
doba i geografskog podrucja.

Kljune reci: ekolo$ki faktori, kvasci, plesni, sirovo mleko
Uvod / Introduction

U ovom radu ¢emo razmotriti uticaj ekoloSkih parametara na nalaz
kvasaca i plesni u sirovom mleku u odnosu na makroklimu i geografsko podrucje.
Kvasci i plesni u mleku se po pravilu javljaju kao zagadivaci iz spoljasnje sredine
[1]. Temperatura zajedno sa klimatskim faktorima u velikoj meri utiCe na rast, raz-
mnozavanije i ishranu kvasaca i plesni a samim tim i na njihovu geografsku ras-
prostarnjenost. Za veéinu kvasaca optimalna temperatura rasta je izmedu 18 i
25°C. Neke vrste prestaju sa rastom na temperaturama ispod 10°C i iznad 50°C.
Vazan faktor rasta plesni i kvasaca je i parametar aktivnosti vode [3]. Za razvoj
plesni neophodna je vlaznost, iako i same sadrze i do 92 posto vode.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Da bi ispitali prostornu raspodelu kvasaca i plesni zasnovanu na mak-
roklimatskim karakteristikama podrucja kao vaznog faktora koji nam omogucava
* Rad primljen za $tampu 26. 1. 2005. godine

** Dr Dragana Pesi¢ Mikulec, nauéni sardanik, NIVS, Beograd; dr Lazar Stojanovié, redovni
profesor, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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da dodemo do saznanja o zagadenosti 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 podrucjima: a) ravnicarsko, 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 podrucja koja su
posluzila za uzimanje uzoraka sirovog mleka.

Slika 1. Kartografski prikaz lokaliteta sa kojih su uzimani uzorci sirovog mleka /
Figure 1. Geographical locality from which the samples of milk were taken

U cilju utvrdivanja kontaminacije sirovog mleka kvasacima i plesnima,
u zavisnosti od makroklimatskih karakteristika podrucja, ispitani su uzorci sirovog
mleka u sledeéim geografskim podrucjima: a) ravnicarsko, b) brdsko-planinsko,
¢) aluvijalne ravni uz reku i d) subplaninsko i deo kotline uz reku (slika 1).

Uzorke sirovog mleka zasejavali smo praveci decimalna razblazenja
u sterilnom fizioloSkom rastvoru, a zatim smo zasejavali na Sabouroud dekstrozni
agar sa dodatkom antibiotika. Zasejane podloge smo inkubirali na 3 do 5 dana pri
temperaturi od 25°C i posmatrali broj uzoraka kontaminiranih plesnima i kvas-
cima.

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and discussion

Rezultati ispitivanja uzoraka sirovog mleka kontaminisanih plesnima,
u zavisnosti od makroklime na geografskim podrucjima, prikazani su u tabelama
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1i2. Region oznacen slovom A je geografski lokalitet blago zatalasanog ravnicar-
skog podneblja. Teren je blago nagnut ka istoki. PovrSina zemljista je blago zata-
lasana malim visinskim razlikama. Klimatske odlike ovog prostora su takve da po-
drucje spada u toplije i susnije delove. Nalazi se izmedu izotermi srednjih go-
diSnjih temperatura koje se kre¢u od 10,8 °C do 11,0 °C. ProseCna godi$nja suma
padavina iznosi 598 mm a dominantni vetrovi su severozapadni i jugoistocni.

Tabela 1. RaSirenost plesni u uzorcima sirovog mleka u zavisnosti od godisnjeg doba na
regionu A, B, CiD
Table 1. The spread of moulds in the samples of raw milk depending of seasons on the loacality A

Geografslfi Iokgliteti qdakle su o Uzorci gde su nadene plesni u
uzimani uzorci / , Godisnje doba / procentima /

Geogg}ag[ggfnl pﬁg‘g‘[% eﬁfalz e;v]]wh Season Presence of moulds in samples %

zima / winter 64,00

A prolece / spring 68,00

leto / summer 76,00

jesen / autumn 56,00

zima / winter 46,67

8 prolece / spring 75,00

leto / summer 57,89

jesen / autumn 58,34

zima / winter 80,00

prolece / spring 80,00

© leto / summer 57,14

jesen / autumn 91,30

zima / winter 58,34

5 prolece / spring 58,34

leto / summer 83,34

jesen / autumn 58,34

Uzorci sirovog mleka kontaminisanog plesnima na regionu A po go-
diSnjim 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
naregionu B prikazani u tabeli 1 odnose se na geografski lokalitet brdsko-planin-
ski koje sacinjavaju niske planine i naroc€ito blago distancirano pobrde sa Sirokim
prostranstvima stepenaste grade. Klima ovog podneblja je umereno kontinen-
talna u nizim pojasevima, a na obroncima planina i ve¢im visinama planina klima
je planinska, sa svim odlikama te klime a to su vece koliCine padavina, krac¢a i
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sveza leta i duge snegovite zime. Srednje godiSnje temperature kre¢u se izmedu
0°C u zimu do 18°C u toplijem delu godine u leto i prole¢e. Prose¢na godisnja re-
lativna vlaznost vazduha je iznosila od 55% do 73%.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih plesnima na regionu B po go-
diS$njim dobima iznosilisu su u zimu 46,67 posto, prolece 75 posto, leto 57,89
posto i jesen 58,34 posto.

Region C geografski predstavlja aluvijalnu ravan uz reku. Klima ovog
podrucja odlikuje se velikim razlikama srednjih godisSnjih amplituda i amplituda
ekstrema. Godi$nja amplituda temnperatura za celo ovo podrucje iznosi 22,7°C.
Ovo podrucje spada u najnize 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.
KoSava je najces¢i vetar ali su Cesti i zapadni i severozapadni vetar.

Uzorci sirovog mleka kontaminiranih plesnima na regionu C po go-
diSnjim 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
podrucje i deo kotline uz reku. Ovo podnebilje €ini 60 posto subplaninskog i plan-
inskog podrucja a jednim delom koji iznosi 5 posto nalazi se u prostoru kotline.
Klimatske karakteristike odredene su polozajem kraja i lokalnim rasporedom rel-
jefa. Polazeéi od ovih karakteristika, klima u nizim delovima pokazuje umereno
kontinetalno obelezje sa toplim letima i snegovima ali ne i surove zime sa izraze-
nim prolaznim godisnjim dobima i preovladuju¢im rasporedom padavina u pro-
le¢nom i jesenjem periodu. U toku godine prosecno 73 posto dana su sa vetrom a
27 posto dana su tiSine. NajviSe su izraZzeni severozapadni i zapadni vetar koji
donosi promenu vremena, zahladenje i padavine.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih plesnima na regionu D po go-
diSnjim dobima su se iznosili u zimu 58,34 posto, proleé¢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-
drugjima prikazani su u tabeli 2.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih kvascima na regionu A po go-
diSnjim 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-
diSnjim dobima su se iznosili u zimu 80,00%, prolece 91,67%, leto 34,21% i jesen
41,67%.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih kvascima na regionu C po go-
diSnjim dobima su se iznosili u zimu 60,00% , prolece 40,00%, leto 92,85% i jesen
52,17%.

Uzorci sirovog mleka kontaminisanih kvascima na regionu D po go-
diSnjim dobima su se iznosili u zimu 50,00%, prolece 66,67%, leto 83,34% i jesen
75,00%.
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Tabela 2. RaSirenost kvasaca u uzorcima sirovog mleka u zavisnostoi od godisnjeg doba
na regionu A, B, CiD
Table 2. The spread of yeasts in the samples of raw milk depends of season on the regions A, B, C and D

Geografslfi Iokgliteti qdakle su o Uzorci gde su nadene plesni
uzimani uzorci / , Godisnje doba / U procentima /
Geogg}ag[ggfnl p;gga]% eﬁfalz e;v]]wh Season Presence of moulds in samples %

zima / winter 12,00
A prolece / spring 36,00
leto / summer 48,00
jesen / autumn 40,00
zima / winter 80,00
B prolece / spring 91,67
leto / summer 34,21
jesen / autumn 41,67
zima / winter 60,00
proleée / spring 40,00
© leto / summer 92,85
jesen / autumn 52,17
zima / winter 50,00
b prolece / spring 66,67
leto / summer 83,34
jesen / autumn 75,00

Pri analizama makroklimatskih uslova na velikoj lokaciji vrlo retko se
raspolaze merenjima ba$ na toj lokaciji. Obzirom da makroklima svake tacke (to-
poklima) ima sopstvene karakteristike i predstavljanje klime mora da bude karto-
grafsko, jer se topografski efekti odraZavaju na lokalne klimatske uslove. Mak-
roklimatski uslovi sa odredenim geografskim karakteristikama terena, padavine i
vlaznosti vazduha na dan uzorkovnja i u toku godine predstavljaju bitne karakteri-
stike za naSa istrazivanja [3].

EkolosSke parametre koji su od znacaja za ovaj rad pratili smo kroz
geografske odlike podneblja, klimatske karakteristike, sastav zemljista i ostalih
parametara od znacaja za ekolo$ki nalaz kvasaca i plesni u sirovom mleku u datoj
ekoloskoj nisi.

Zbog uticaja temperatura kao znacajnog ekoloskog faktora na rast
plesni karakteristi¢na je sezonska varijacija pojavljivanja veceg ili manjeg broja
uzoraka kontaminisanih plesnima i kvascima [3]. Plesni mogu da kontaminiraju
poljoprivredne proizvode u toku sazrevanja na polju, tokom skladistenja i prerade.
Ekoloski parametri zna¢ajni za razvoj plesni su temperatura, vlaznost vazduha,
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geografsko podneblje i vegetacija na tom terenu koja uslovljava pojavu odredenih
insekata koji mogu noSeni vetrom da prenesu spore plesni i kvasaca na Siroke
udaljenosti [5].

EkoloSki parametri znacajni za razvoj plesni su i kontaminisanost
Zitarica pre i posle Zetve kao i u toku njihovog skladistenja. Jo$ u vreme cvetanja
dolazi do kontaminisanosti biljaka mikroorganizmima, bakterije se naseljavaju
prve, zatim se noSeni vetrom i insektima naseljavaju kvasci i na kraju patogene sa-
profitne plesni. Zetva je proces koji menja uslove ekosistema jer Zitarice iz uslova
slobodnog prostora prelaze u zatvoren prostor gde se skladiste, $to mnogo utice
na promenu mikroflore biljaka. Kada je sadrzaj vlage poveéan, poboljSava se rast
plesni §to dovodi do spontanog zagrevanja substrata. Plesni se pre Zetve nase-
ljavju u zrnu zitarica kada je vlazna sezona. Kontaminacija zitarica ovim plesnima
moze da nastane u skladiStu od prasSine nastale od prethodno skladiStenih
zitarica. Vec¢ina plesni u slobodnoj prirodi dobro raste na zitaricama pri spoljnoj
temperaturi od 0 do 30°C i 35°C. Solarna radijacija moze biti letalna za spore ple-
sni [6]. Zbog uticaja temperature kao znacajnog ekoloSkog faktora na rast plesni,
karakteristiCna je sezonska varijacija pojavljivanja odredenih rodova i vrsta plesni i
kvasaca.

Zakljuéak / Conclusion

Pod uticajem ekoloSkih 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 najveéi a najmaniji 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% najveci a najmaniji u leto 57,14 regionu D broj uzoraka
sirovog mleka kontaminisanog plesnima bio je 83,34% u leto najveci 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 najveci u leto 48% a najmaniji 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
najvecu u leto 92,85% a najmanji u prole¢e 40,00% i naregionu D broj uzoraka si-
rovog mleka kontaminiranih kvascima bio je najveéi u leto 83,34% a najmanji u
zimu 50,00%.
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ENGLISH

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

Dragana Pesi¢ Mikulec, L. Stojanovié¢

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

PYCCKUH

BJIMAHNE 3KOJIOT'MYECKUX MAPAMETPOB HA PE3YJIbTAThI OPOXOKEN U
MJIECHU B CbIPOM MOJIOKE

[Oparanxa Mewwuy-Mukyney, J1. CtroaHoBKUY

Okonornyeckne hakTopbl Kak TemnepaTypa, BMaXHOCTb WU Apyrve Knu-
MaTudeckme hakTopbl B pasfimyHbIX reorpamyeckmx Kpasix, UMeoT BIMsiHUE Ha Obic-
TPOTY pPOCTa 1N Pas3MHOXEHNS APOXOKEN U nriecHern. Pn3nyecko XMMMYeckme CBOMCTBA
MOJI0Ka BAIUSIIOT Ha POCT APOXOKEN U NIECHEN, a Mexay Hanbornee BaXKHbIM aw, pH, Tem-
nepatypa v np. B3anmHbIM BNnsStHUEM 3TUX MapameTpoB O6YCMOBMIEH UX POCT U pas-
MHOXeHue. Llenb Hawen paboTbl Oblia YyTBEPAUTb YUCIO KOHTaMUHUPOBaHHbLIX
06pa3ymNKOB CbIPOro MOSIoKa NIECHSIMU U APOXOKSIMU B 3aBMCUMOCTM OT BPEMEHU rofa v
reorpagomyeckoro panoHa.

KntoyeBble crioBa: aKonorndeckre akTopbl, APOXKM, MAECHU, CbIpOe MOSIOKO
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ANALIZA OPASNOSTI I FAKTORA RIZIKA OD INFEKCIJE
IZAZVANE SALMONELAMA I DETERMINACIJA KRITICNIH
KONTROLNIH TACAKA U LANCU PROIZVODNJE U

INDUSTRIJSKOM ZIVINARSTVU®

ANALYSIS OF RISK FACTORS FROM SALMONELLA INFECTIONS AND

DETERMINATION OF CRITICAL CONTROL POINTS IN POULTRY

INDUSTRY PRODUCTION CHAIN
Maja Velhner, Nada Plavia, Olga Rackov, D. Orli¢™

*

Ovaj rad obuhvata problematiku vezanu za infekciju Zivine izazva-
nu bakterijama iz roda Salmonela. Istaknuta je potreba sprovodenja
adekvatne kontrole zdravlja Zivotinja i obezbedivanje proizvodnje
zdravstveno bezbedne hrane. Prikazane su kriticne kontrolne tacke u
odgoju Zivine i u inkubatorima, a prema iskustvima drugih autora. Radli
ranog dijagnostikovanja bolesti i potrebe za blagovremenim sprovode-
njem terapije istaknut je znacaj seroloSkog monitoringa koji jos 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 Zivine, ob-
javlienog u Sluzbenom listu Republike Srbije broj 6/88 i uvodenje do-
datnih testova poput seroloskog monitoringa.

Od specijalisticke veterinarske sluZbe o¢ekuje se da obavija re-
dovnu analizu kriti¢nih taCaka u lancu proizvodnje i utvrduje spe-
cificnosti i razlike u proizvodnji za pojedinacne farme, $to bi omogucilo
efikasniju borbu sa zaraznim bolestima uopSte.

KljuCne reci: infekcije izazvane salmonelama, analiza opasnosti, faktor
rizika, kriti¢ne taCke, determinacija, lanac proizvodnje,
industrijsko Zivinarstvo

Rad primljen za Stampu 21. 1. 2005. godine

** Dr Maja Velhner, dr Nada Plav$a, dr Olga Rackov, dr Du$an Orli¢, Nauéni institut za veterinar-

stvo, ,Novi Sad”, Novi Sad
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Uvod / Introduction

Salmonele su jedan od naj¢esc¢ih uzrognika koji izazivaju trovanije ljudi
putem hrane. Sa aspekta zdravlja i ljudi i Zivotinja nisu sve salmonele podjednako
opasne. Od skoro 2000 serotipova salmonela, 99 posto i viSe nece kod Zivine da
izazove klinicke simptome oboljenja [7]. Suprotno tome, za ljude su patogene
manje-viSe sve vrste salmonela [KarakaSevi¢ 1987], pa zbog toga nije pozeljno
njihovo prisustvo u zivotnim namirnicama.

U nameri da se smaniji broj slu¢ajeva salmoneloze kod ljudi potrebno
je da veterinarska sluzba deluje na nekoliko nivoa: odgoj i eksploatacija zivine,
klanje i obrada zivinskih proizvoda i edukacija potroSaca. Upravo je edukacija po-
tro§aca znacgajna zbog toga $to ni u najrazvijenijim zemljama (na primer skandi-
navskim) nije poSlo za rukom da salmonele potpuno eliminiSu iz zivotnih namir-
nica. Gotovo u svim delovima proizvodnje popularno nazvanim ,od farme do
trpeze” bilo je moguée da se dokaze prisustvo salmonela. U Spaniji je, na primer,
salmonela ustanovljena kod 55 posto od ukupno pregledanih trupova pili¢a i Cak
u 20 posto ispitanih hamburgera [2]. U Belgiji je kontaminacija salmonelama us-
tanovljena kod 19,4 posto ispitanih trupova pilica, a zahvaljuju¢i tome Sto se
pileCe meso sve vise prodaje u komadima ovaj procenat se 1996. godine povecao
na 36.7 posto [9]. Uz pomo¢ matematickih modela u USA je utvrdeno da na sva-
kih 20 000 jaja jedno ,,nosi” salmonelu koja je potencijalni hazard za zdravlje ljudi.
Zbog toga je teSko da se otkrije ova bakterija u jajima redovnim bakterioloSkim
kontrolama [4]. Privatna domacinstva su treci najfrekventniji izvor izbijanja obol-
jenja prouzrokovanog salmonelama u Republici Irskoj. U toku pripremanja hrane
u viSe 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,
nacin pripremanja hrane ima veliku ulogu u spre€avaniju infekcija prouzrokovanih
salmonelama bilo iz proizvoda od zivinskog mesa i jaja ili iz proizvoda od
svinjskog mesa [6].

Teznja za proizvodnjom zdravstveno bezbedne hrane treba da bude
jedan od glavnih ciljeva u sto€arskoj industriji nase zemlje, a taj cilj podrazumeva
sistematske kontrole na farmama u prehrambenoj industriji i maloprodaiji. Potreb-
gama koje su nam dostupne, a uvodenje seroloskih ispitivanja potrebno je radi
Sto tacnijeg i objektivnijeg uvida u prisutnost infekcije izazvane salmonelama.

U ovom radu dat je prikaz glavnih kriti¢nih kontrolnih tataka koje su
osnova analize opasnosti i faktora rizika u okviru HACCP sistema, a koji je neo-
phodan u danasnjoj savremenoj industrijskoj proizvodnji i koje se primenjuju u
nekim evropskim zemljama.
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Prvi nivo kontrole - inkubatorske stanice /
First level of control in hatchery

Inkubatorske stanice mogu da budu veoma znacajan indikator kon-
taminacije salmonelama. Znacaj kontrole inkubatora je utoliko veci sto se salmo-
nele mogu lako da prosire na prijemcive pilice u malom ograni¢enom prostoru i
Sto su posle leZzenja pili¢i najprijemciviji na infekciju izazvanu ovim baketrijama.
Nas Pravilnik o merama za suzbijanje i iskorenjivanje salmoneloze pernate zivine
nalaze kontrolu uredaja i prostorija za inkubiranje jaja putem briseva. Osim toga,
isti Pravilnik nalaZze i bakterioloSku kontrolu ugu$aka. Brisevi se uzorkuju posle
CiS¢enja i dezinfekcije masina radi procenjivanja kvaliteta obavljenog Cisc¢enja.
Ugusci se smatraju indikatorom infekcije embrioniranih jaja koja mozZe da nastane
vertikalno ili u toku skladistenja i transportovanja jaja do inkubatora. Medutim,
ugusci ¢esto nisu najpogodniji za izolovanje salmonele zbog kontaminacije bak-
terijom Proteusom spp i drugim bakterijama koje mogu da maskiraju salmonele.
Bathia i McNabb [1] zato predlazu da se kao indikatori kontaminacije salmone-
lama u inkubatoru kontroliSu paperje i mekonijum, a kasnije u toku proizvodnje fe-
ces pilica u uzrastu tri do sedam dana i prostirka kada su pili¢i u uzrastu od tri do
Sest nedelja. Cax i sar. [3] predlazu i kontrolu ljuske jaja posle zavr§enog lezenja u
masinama za inkubiranje jaja, briseva sa pokretnih traka u inkubatorima i pelena.
Na ovaj nadin bi u slu¢aju pozitivnog nalaza na salmonele dobili podatake o infek-
ciji pilica 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 naSoj preporuci trebalo da se popuni pre svakog ula-
ganja jaja u masine (grafikon 1).

pili¢a uradena / Disinfection of incubators
after hatching of chicks Ne / No

Dezinfekcija inkubatora posle lezenja <: m

Kontrola briseva masina, podova i <: m

pokretnih traka uradena / Control of
smears from machines, floors, moving lines Ne / No

Priplodna jaja slobodna od Salmonela / <:

Breeding eggs free from Salmonella Ne / No

Kontrola ugrusaka, paperja i mekoniju- <: m

ma posle lezenja sprovedena / Control
of unhatched chicks, dawn and meconium Ne / No
after hatching

Grafikon 1. Prikaz kriticnih kontrolnih tacaka u inkubatoru /
Graph 1. Critical control points in hatcheries
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Drugi nivo kontrole - pili¢i u odgoju i brojlerska proizvodnja /
Second level of control - rearing and broiler production

Jednodnevni pili¢i su veoma osetljivi na infekciju izazvanu salmone-
lama, i kada nastaje infekcija prvih dana zivota mogu da postanu izluc¢ivaci sve do
polne zrelosti [5]. Osim toga, salmonele se prenose vertikalnim putem na potom-
stvo. Zbog toga je u naSoj zemlji izdata naredba o sprovodenju mera za spreca-
vanje pojavljivanja i suzbijanje zaraznih bolesti Zivotinja u kojoj se kaze da su
obavezne bakterioloSke kontrole ,transportnih” uginuca i pilica uginulih tokom
prva tri dana zivota. 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 pocCetak proizvodnje. Rose i sar [8] istraZili su
glavne kriti¢ne tacke u proizvodnji tako $to su farmerima koji su u€estvovali u ispi-
tivanju podelili upitnike koji su se odnosili na nacin njihove proizvodnje. Farmeri
su se izjasnili oko svih taCaka za koje su istrazivaci smatrali da utiCu na unoSenje
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, menadzment uginulih ptica, kontrolu divljih Zivotinja
(glodara i insekata). Na kraju oglednog perioda koji je u ovom slu¢aju bio zavrSe-
tak tova ispostavilo se da je iz 33 od 86 objekata izolovana slamonela. Identifiko-
vane kriti€ne tacke su bile: broj i vrsta obavljene dezifekcije objekata, nacin
obavljene dezinfekcije (obavilo je osoblje na farmi ili usluzno), 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 tacke
bile su u direktnoj vezi sa pojavljivanjem salmonela u proizvodniji.

Sa pojavljivanjem salmonela nisu bile povezane promenljive €injen-
ice: nacin i procedura €iS¢enja, izgled objekata u odnosu na moguénost ¢iSéenja i
dezinfekcije i vrsta prostirke.

Farme koje su bile obuhvacene ispitivanjem oznacene su kao po-
zitivne ukoliko je salmonela izolovana iz bilo kojeg uzorka u toku trajanja eksperi-
menta.

Prilikom analiziranja kriti¢nih tacaka u brojlerskoj proizvodnji na kraju
perioda tova Rose i sar [8] primenivSi isti princip koriS¢enja upitnika i rezultata
bakterioloSkih analiza ustanovili da je od 37 promenljivih tataka u lancu proiz-
vodnje sa pojavljivanjem salmonela bile povezane: kontaminacija salmonelama
pre useljavanja jednodnevnih pili¢a, infekcija jednodnevnih pilica izazvana salmo-
nelama, kontrola koju su farmeri samoinicijativno trazili kod prijema jednodnevnih
piliéa, ukoliko su kamioni za dostavljivanje hrane bili parkirani blizu ulaska u sobe
za presvlacenje ili kada je braSnasta hrana ponudena pili¢ima umesto peletirane.
Prema tome, u brojlerskoj proizvodniji bi kriticne tacke bile higijena na farmama,
intervencije spolja (ulazak vozila na farmu, dezinfekcija koju je narucilo drugo lice i
slicno), praksa hranjenja i status jednodnevnih pili¢a na salmonelu (grafikon 2).
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Status roditeljskog jata /
Status of parent flock

v

Status prethodnog
turnusa / Status of previous
turnover

v

Vertikalna infekcija
moguca / Vertical infection
possible

/
I

Dokazana salmonela /
Proven Salmonella

Nacin cis¢enja i dezinfek-
cije / Manner of cleaning
and disinfection

v

Farma dezinfikovana /
Farm disinfected

Ishrana pili¢a /
Chick diet

v

Peletirana hrana /
Feed in pellets

Prilaz farmi i sobama
za presvlacenje / Acces
to farm and changing rooms

Korektno postavljeni /
Correctly placed

v

Prisustvo glodara i insekata
| Presence of rodents and insects

Primeéeni u velikom bro-
ju/ Observed in large numbers

v

Redovne bakterioloske kon-
trole tokom odgoja /

Regular bacteriological checks
during breeding

Kontrole sprovedene /
Controls done

Status jata na kraju odgoja /
Status of flock at end of breeding

Pozitivno na salmonelu /
Positive for Salmonella

Da/ Yes

Ne / No

Da/ Yes

Ne / No

Da/ Yes

Ne / No

Da/ Yes

Ne / No

Da/ Yes

Ne / No

Da/ Yes

Ne / No

Da/ Yes

Ne / No

Da/ Yes

Ne / No

Grafikon 2. Prikaz kriticnih kontrolnih tacaka u odgoju pilica /
Graph 2. Critical control points during rearing

Drugi nivo kontrole u odgoju konzumnih nosilja i proizvodniji jaja /
Second level of control during rearing in leyer hens and egg production

U odgoju konzumnih nosilja kriti€ne kontrolne tacke su gotovo iste
kao i kod proizvodnje brojlerskih pili¢a. | u ovoj proizvodnji je veoma nepovoljna

N
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situacija ukoliko je prethodno jato bilo infiicirano ili ukoliko su jednodnevni pilici
pozitivni na salmonele. Dakle, veoma je vazno da se pristupi ozbiljnom ¢is¢enju i
dezinfekciji objekata i ukoliko u prethodnom turnusu nije bilo salmonele. Vazno je
da se isto tako pristupi bakterioloskoj kontroli ,transportnih” uginuéa i uginu¢a
tokom prva tri dana zZivota. Vozila za dopremanje hrane i druga vozila koja ulaze
na farmu ne bi trebalo da se zadrzavaju kod soba za presvla¢enje osoblja koje je
zaposleno na farmama. Lo Fo Wong i sar [2002] upucuju na znacaj koje prostorije
za presvlacenje i pranje ruku kao i promenu obuce imaju u moguc¢em Sirenju sal-
monele u objektima u kojima su smeStene svinje, a isti principi mogu da se pri-
mene i u zivinarstvu. Sa obuce radnika i u prostorijama za presvla¢enje mogu da
se izoluju salmonele, $to ukazuje da i ovaj prostor predstavlja rizik u pogledu
mogucénosti Sirenja infekcije i potrebno je da se povremeno kontroliSe putem bri-
seva. Kasnije, u toku odgoja i eksploatacije kontroliSu se prostirka i feces Zivine,
Sto je i nasim zakonom regulisano. Medutim, vrlo ¢esto samo bakteriolo$ki nalaz,
¢ak i kada je izolovana salmonela nije sam po sebi dovoljan da obezbedi sliku o
stvarnoj opasnosti prisustva ovog uzorcnika u proizvodniji. Iz tog razloga se obav-
lja seroloski monitoring jata i to na obaveznoj osnovi u zemljama u kojima je to
regulisano zakonom ili na dobrovoljnoj osnovi tamo gde se zeli na vreme i §to ob-
jektivnije da se ispita pravo stanje u pogledu infekcije izazvane ovim uzro¢nicima.
NaS$a iskustva koja su vrlo skromna kada su u pitanju seroloske analize ukazala su
da ukoliko se izoluje salmonela iz leSeva, na primer, kokoSi nosilja to nije ili ne
mora da bude pokazatelj stvarnog stanja u jatu u pogledu ove infekcije. U jednom
jatu imali smo slu¢ajan nalaz salmonele u lesu jedne koko$i, a serolo$ka ispiti-
vanja su pokazala vrlo mali nivo infekcije koji nije zabrinjavajuci i koji ne bi uputio
strunjake da preporuce tretman jata antibioticima. Obrnuto, jata koja nisu bila
bakterioloSki pozitivna na salmonelu imala su €ak i vrlo visoke titrove na ovaj
uzro¢nik koji su upucivali na potrebu ili uvodenja terapije ili potrebu bakterioloSke
kontrole fecesa kokoSaka, jaja za konzum ili briseva sa kaveza, kao i posebnu
paznju koja bi trebala da se usmeri na naredni turnus. lako je poznato da kokoSi
koje su seroloski pozitivne ne moraju bezuslovno da izlu¢uju salmonelu preko jaja
[5] redovne seroloske kontrole ipak su od veoma velike pomodéi u industrijskom
zivinarstvu, pa su danas veoma zastupljene u razvijenim zemljama. Prema tome,
nasa preporuka bi bila da se gde god je to moguce i koliko je to moguce uvede se-
rolo$i monitoring na salmonele i u nasoj zemlji radi tacnijeg i objektivnijeg sagle-
davanja infekcije izazvane ovim bakterijama.

Treci nivo kontrole-klanice i maloprodaja /
Third level of control in abattoir and retail stores

Treci nivo kontrole na salmonele bio bi u klanicama i maloprodajama.
Menadzeri ili strunjaci koji se bave anlizama kritiCnih tacaka i rizika od infekcije
izazvane salmonelama u lancu proizvodnje dobro znaju da ne moze da se
oCekuje da delovanjem na jednom krticnom mestu mogu da prekinu opasnost od
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Sirenja infekcije ili kontaimnacije ovom bakterijom. Zato je veoma vazno da se ima
uvid i u to da li je i kako pripremljeno vozilo za transportovanje zivine od farme do
klanice. Odgovarajuce CiSéenje i dezinfekcija svih prevoznih sredstava i ambalaze
neophodno je da bi se obezbedio ,&ist” prevoz. | u svinjarstvu i Zivinarstvu trans-
portovanje Zivine do klanice predstavlja svojevrstan stres za Zivotinje 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 poveéava
se infektivni pritisak u jatu neposredno pre klanja. Sledeci 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 povrsine i
oprema, pa infekcija moze lako da se proSiri u klanici. U ovakvim slu¢ajevima po-
maze da se jata pili¢a pozitivna na salmonelu kolju poslednja. Na primer, ukoliko
se pili¢cima pre klanja ne ukine hrana nekoliko sati pre transportovanja do klanice
moze da se dogodi da prilikom evisceracije dode do prosipanja sadrzaja creva na
trupove na liniji klanja i salmonele lako mogu da se proSire. Voda za pranje tru-
pova treba da bude vruc¢a i da se odliva sa linije umesto da se tamo zadrzava a u
cilju razredenja koncentracije bakterije na povrsini koze. Posto se posle Cerupanja
i evisceracije zivina podvrgava procesu hladenja veoma je vazno da se na kozi,
odnosno na folikulima pera zadrzi $to manje bakterije, zato $to se posle hladenja
zatvaraju pore na kozi i veci broj bakterija ostaje zarobljen na ovom mestu i ne-
dostupan dezinfekcijskom dejstvu hlora ili drugih dezinficijenasa u vodi [Russell
2003]. Kontaminacija sirovog mesa prilikom obrade ili u malprodaji ne smatra se
visokim hazardom za zdravlje ljudi zbog termitke obrade koja ¢e da usledi, ali
postoji moguénost unakrsne kontaminacije prilikom rukovanja u kuhinjama pa
zato u mnogim zemljama nije dozvoljena prisutnost salmonele u sirovom mesu

[2].

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 trzistu, $to bi ostavilo mesta po-
tro§acima da sami biraju za koju vrstu namirinica ¢e da se opredeli. Proizvodace
koji su ulozili u $to bezbedniju proizvodnju treba da stimuliSe drzava. Verovatno bi
na taj nasin proizvodnja u koju je viSe ulozeno bila ekonomicnija nego $to je to tre-
nutno, Sto bi za dugi vremenski period poboljSalo nase Sanse za probijanjem na
svetskom trziStu koje sve viSe tezi za bezbednom i sigurnom hranom.
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ENGLISH

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

Maja Velhner, Nada Plavs$a, Olga Rackov, D. Orlié¢

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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PYCCKUA

AHAIIN3 ONMACHOCTU N ®AKTOPA PUCKA OT UHOEKLIUU CAJTIbMOHEJIJTAMU
1 ONPEAENEHNE KPUTUYECKUX KOHTPOJIbHbIX TOYEK B LIEMNA
nPON3BOACTBA B NPOMbIWNEHHOM NTULEBOACTBE

Mas BenxHep, Hagsa NMnaBwa, Onbra Paykos, [l. Opnuy

OTta paboTa oxBaTbiBaeT nNpobremaTuky, CBSA3aHHy ANA MHekummn po-
MawHux nTuy 6aktepuamm n3 poga CanbmoHenna. BbigBuHyTa HyXaa npoBefeHus
a[leKBaTHOr0 KOHTPOJIS 340POBbS XXMBOTHbLIX 1 0becneveHne Npous3BoACTBa 34paBo-
oxpaHuTenbHO 6e3onacHoro kopma. NokasaHbl KpUTUYECKME KOHTPOSIbHble TOYKM B
BblpaluMBaHUM AOMALUHMX NTUL 1 B MHKy6aTOpax a CornacHo onbitam Apyrux asTopos. C
Lenbio paHHero anarHoctmunpoBaHna 601e3HU U HY>XAbl 4NA CBeOBpPeMeHHOro npose-
LEeHUs Tepanun BblAMHYTO 3HAYEHNE CEepPOSTIOrMYECKOr0 MOHUTOPUHIA, KOTOPbIV eLwé He
perynnpoBaH Kak 06ycrnoBneHHas 3aKkOHOM 06513aHHOCTb, a MOr 6bl 0OKasaTb CoOAencTBme
aHanusy pucka oT MHMEKUMM canbMoHennamu. Ytobbl 4OCTUYb MPOM3BOACTBO 34pa-
BOOXpPaHUTENbHO 6€30MacHOro KopMa Hy>KeH KOHTPOJb 3TOro 3abonesaHus no IHCTpyk-
UMM ANns NoAaBfIEHNS N NCKOPEHEHUS calbMOHeNNé3a NepHaTbIX 4OMALUHUX NTUL, AaH-
Horo B Cny>x6eHoM nucTte Pecnybnvkn Cepbun Homep 6/88 1 BBefieHVe f06aBOYHbIX TEC-
TOB KaK Ceposiorm4eckoro MOHUTOPUHra.

OT cneynanucTMyecKom BeTepMHAPHOM Cry>X6bl OXXMAaeTCsa coBepLllaTh pe-
rYNSPHBbIA anaHn3 KpUTUHECKUX TOYEK B Lenu Npou3BOACTBa M yTBEpXAaTb crneum-
hNYHOCTM 1 pasHu1Lbl B NPOM3BOACTBE A9 OTAENbHbIX (hepM, YTOObI 4aI10 BO3SMOXHOCTb
6onee achhekTnBHYIO 60pbOY C 3apasHbIMM 60NE3HAMM BOOOLLE.

KntoyeBsble cnosa: I/IHq)eKLU/II/I, Bbl3BaHHbI€ CajlbMOHeI1TaMUn, aHamm3 onacHOCTH, CbaKTOp

PUCKa, KpUTNU4eCckmne To4HKun, onpeneHue, Luenb Nnpon3BoacTBa,
NpoMbIlWIeHHoe NTuLeBoACTBO
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MESO PUZEVA - ZNACAJ I POTROSNJA®
SNAIL MEAT - SIGNIFICANCE AND CONSUMPTION
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Olgica Dragiéevié, M. Z. Balti¢

Potro$nja jestivih vrsta puZeva ima praistorijsko poreklo. Razliciti
antiCki narodi koristili su puZeve u jelovniku, ali su Rimljani bili prvi
narod koji ih je uzgajao. Medu ekonomski najznacajnijim jestivim vrsta-
ma su: Helix aspersa (Muller), Helix pomatia (Linne), Helix lucorum
(Linne), Helix aperta (Born) i Eobania vermiculata (Muller). Osim uku-
sa, meso puZeva ima nekoliko prednosti u odnosu na ostale vrste
mesa: nizak sadrZaj masti i kalorijsku vrednost i visok sadrZaj mineral-
nih materija, esencijalnih amino-kiselina i masnih kiselina. U radu su
prezentovani podaci o sastavu mesa puZeva sa poredenjem sastava
razli¢itih vrsta puZeva i delova tela (utroba, stopalo). Takode, uporeden
je sastav mesa puZeva u odnosu na druge vrste mesa (konjsko/pilece,
govede, svinjsko i meso ribe).

Francuska je zemlja sa najve¢om potrosnjom puZeva, pripremilje-
nih na razli¢ite nacine. Potros$nja puZeva u Francuskoj se procenjuje na
40 000 tona godisnje. Ukupan uvoz puZeva u Francuskoj je 25 posto
svetskog uvoza. Francuska je i izvoznik pripremljenih puZeva, koji se
uglavnom prodaju kao konzervisani puZevi i gotova jela. Uvoz puZeva
je mnogo visi 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
puZeva iz uzgoja procenjuje se na svega 3 posto. Trenutno je Italija na
drugom mestu po potrosnji puZeva, ispred §panije i Nemacke. Razvoj
potrosnje puZeva u ltaliji pracen je podjednakim rastom proizvodnje u
celokupnom Zivotnom ciklusu. U 2001. godini, od 24 700 tona, 9 350
tona (37,8%) Cinila je proizvodnja iz uzgoja, 600 tona (2,4%) berba iz
prirode, a 14 750 tona (59,70%) Cinio je uvoz svih vrsta i prerada
(zamrznutih, Zivih i preradenih puZeva). U Srbiji je poc¢etkom 2005. go-
dine registrovano vise od 400 farmi za uzgoj puZeva.

Kljucne reci: puZevi, jestivi, meso, sastav, potrosnja

* Rad primljen za $tampu 4. 4. 2005. godine

** Mr Olgica Dragicevié, Veterinarski specijalisticki institut ,Pan¢evo”, Pan&evo; dr Milan Z. Bal-
tié, red. profesor, Fakultet veterinarske medicine, Beograd

463



Vet. glasnik 59 (3-4) 463 - 474 (2005) Olgica Dragiéevié i M. Z. Baltié: Meso puzeva —
znacaj i potrosnja

Uvod / Introduction

U svetu se ulazu znacajni napori i materijalna sredstva u razvoj stocar-
ske proizvodnje, kako bi se obezbedile dovoljne koli¢ine kvalitetnih sirovina zivo-
tinjskog porekla za ishranu ljudi. Pre svega, cilj je da se poveca proizvodnja namir-
nica bogatih belanéevinama koje su od vitalnog znacaja za ¢ovekov organizam.
Kao odgovor na porast ljudske populacije i pove¢ane potrebe za proizvodnjom
hrane, reSenja se traze i u koris§¢enju nakonvencionalnih izvora belancevina zivot-
injskog porekla. Medu nekonvencionalnim izvorima sve znacajniju ulogu ima
meso puzeva, zbog relativno jeftine proizvodnje i kvaliteta koji se ne razlikuje
bitno od kvaliteta mesa stoke za klanje.

Upotreba puzeva u ishrani ljudi, u poredenju sa drugim vrstama
mesa, pa ¢ak i sa ribama, jos uvek je veoma mala.

Jedan od mogucéih razloga za to je u tome $to puzevi, s obzirom da
nisu ni meso ni riba, nemaju precizno odreden, ili bolje re¢eno, nemaju pre-
poznatljiv identitet, Sto kod potro$aca izaziva izvesno podozrenje, to jest, nisu
skloni da jedu ono $to dovoljno ne poznaju.

Jedan od znacajnih razloga skromne potros$nje jeste i slaba ponuda
ovog proizvoda. To puzeve svrstava u luksuznu hranu koja je u nekim slu¢ajevima
namenjena iskljucivo elitnim drustvenim slojevima.

Od pedesetih godina proslog veka znatno je porasla potroSnja mesa
puzeva i proizvoda od mesa puzeva, posebno u Srednjoj Evropi. Poslednjih dece-
nija potrosnja mesa puzeva povecana je i u ostalim evropskim zemljama, kao i
SAD i Kanadi. Ono se u nekim zemljama (Francuska, Spanija, Italija, Svajcarska,
Nemacka i druge) smatra delikatesnom namirnicom.

Povecéanje potroSnje mesa puZeva u ishrani prati i porast bioloskih
studija o toj namirnici, sa ciljem da se upozna njena prehrambena vrednost i pra-
vilno koriscenje u ljudskoj ishrani. Znacaj koji se pridaje mesu puzeva u ljudskoj
ishrani ogleda se u tome $to u Francuskoj, Italiji, Nemackoj, Svajcarskoj i drugim
zemljama postoje ogledni centri (farme) Svetske organizacije za hranu i poljo-
privredu (FAO), koji pruzaju stru¢nu pomog, informacije i uputstva za unapredenje
te proizvodnje.

Poslednjih godina u nasoj zemlji znac¢ajno je poraslo interesovanje za
proizvodnjom i plasmanom puzeva. Zahvaljuju¢i povoljnim pedoloskim i klimat-
skim uslovima i bogatom i raznovrsnom biljnom pokrivacéu, postoje dobri uslovi za
organizovanu i ekonomiénu proizvodnju puzeva.

Puzevi u ishrani ljudi kroz istoriju /
Snails in the human diet through history

Potrosnja jestivih vrsta puzeva ima praistorijsko poreklo. U praisto-
rijskim iskopinama, u ostacima kuhinjskog posuda, pronadene su ljuSture puze-
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va. Ovo ukazuje da je ljudska vrsta, u davnim vremenima, koristila puzeve u
ishrani.

U 3. veku, Aristotel je detaljno opisao osobine puzeva u svom radu iz
oblasti zoologije, u kome opisuje morfologiju i klasifikaciju razli¢itin vrsta puzeva.
On je opisao i oblik kaSike koja se koristila pri jelu puzeva.

Razli¢iti antiCki narodi koristili su puzeve u jelovniku, ali su Rimljani bili
prvi narod koji ih je uzgajao. Oni su puzeve uzgajali u pregradama kako ne bi
pobegli. Vlaznost su odrzavali skretanjem potoka preko zidova i stena. Puzeve su
hranili crvenim vinom kako bi bili ukusniji.

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

U vreme Sirenja Rimskog carstva helikokultura je rasprostranjena i u
druge zemlje. U évajcarskoj i u provincijama kraj Dunava puZzevi su uzgajani od
Srednjeg veka. U toku godine, oko 10 000 000 puzeva je preko Dunava dopre-
mano od Ulma u Alpima do Beca.

U Srednjem veku puzevi su imali svoje mesto u ishrani Evropljana,
posebno zbog toga $to je crkva prihvatala njihovu upotrebu u ishrani u vreme ver-
skih praznika. Cuvenifrancuski kuvar 1814. godine pripremio je puzeve ,a la bour-
guinogne” caru Aleksandru I.

Uskoro, od 1816. godine, nastupila je velika glad u Francuskoj. U
ovom periodu meso puzeva koristila je sirotinja koja je u svojim bastama i poljima
uzgajala puzeve, a zbog visokog sadrZaja proteina ovo je bila vredna hrana. Na
taj nacin, puzevi su omogucili prezivljavanje velikog broja ljudi. Od tada, puzevi su
usli u svakodnevnu upotrebu, prvo u Francuskoj, a potom i u drugim evropskim
zemljama, iako u mnogo manjoj meri. Puzevi su u Ameriku dospeli preko Span-
skih i italijanskih emigranata, od 1850. godine.

Prema navedenom, moze da se zaklju¢i da je helikokultura vrsta pro-
izvodnje koja je nastala u vreme Rimljana i kroz vekove se razvijala u razlicitim ev-
ropskim zemljama. Francuska je zemlja sa najve¢om potroSnjom puzeva, pri-
premljenih na razli¢ite nacine, uglavnom sa prelivima. Cuveno jelo pripremljeno
od puzeva - ,Escargots”, koji svaki turista u Francuskoj treba da proba, danas je
skupa i cenjena vrsta hrane — delikates.

U novom milenijumu, razliCite zemlje Azije i Latinske Amerike, ne
samo Evrope i USA, povecale su kori§éenje puzeva u dnevnoj ishrani, $to ukazuje
na promenu u nacinima ishrane, usmerenim ka zdravijoj i vrednijoj hrani.

Jestive vrste puzeva / Edible snail species
Medu 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 puzeva variraju u veli€ini od onih koji su
dugacki jedan milimetar do Achatina fulica, gigantskog africkog puza, koji
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najéeSée dostize duzinu od 312 milimetara. Francuski izraz ,Escargot” najceSc¢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 vaznosti bitne su navedene vrste:

1. Helix aspersa (Mtiller)

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. MozZe da se nade i u Latinskoj Americi, posebno u
Cileu i Argentini. Radi se o vrsti sposobnoj da se prilagodi bilo kojim klimatskim
uslovima i uslovima gajenja i jedina je vrsta koja moze da se proizvodi pod
vestackim uslovima, u zatvorenom prostoru.Ova vrsta izrazito je polimorfna po
obliku, veli€ini i boji ljusture. 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 ociS¢enih
jedinki.

2. Helix pomatia (Linné)

Osnovna karakteristika ove vrste je mogucnost aklimatizacije i uzgoja i
u zonama sa veoma hladnim zimama, zahvaljujuéi sposobnosti da u tom go-
diSnjem dobu na otvoru ljuSture napravi otporan rozni 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 oplodenih poloZenih jajaSaca. | u okviru ove vrste postoje
razliciti varijeteti. U Francuskoj se zove ,,Gros Blanc” ili ,Escargot de Bourgogne”.
Na internacionalnom trzistu preradivacke industrije ovo je najvazniji puz, zbog
svoje veliCine i dobrog randmana ¢istog mesa posle obrade. Boja mesa je svetla.
Za jedan kilogram proizvoda potrebno je 55 do 60 puzeva.

3. Helix lucorum (Linné)

Ova vrsta je rasprostranjena u ltaliji, Albaniji, Grékoj, Turskoj i drugim
zemljama. U prirodi moze da se nade u hladnim predelima, posebno Sumskim
(naziva se i ,Sumski puz”), u ravniciili na brezuljcima. Meso je mnogo tamnije boje
od boje mesa puza Helix lucorum, a cena mu je u poredenju sa njim niza za oko 30
posto. U industriji je, medutim, mnogo viSe cenjena ljustura ove vrste.

4. Helix aperta (Born)

Rasprostranjen je u Italiji, Tunisu, Maroku, Alziru, Francuskoj i drugim
zemljama. Uzgoj je otezan zbog komplikovanog bioloSkog ciklusa. Poreklo ove
vrste u prometu uglavnom je iz berbe u prirodi. Boja mesa je tamno Zuc¢kasta. Pri-
pada vrstama manjih dimenzija.
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5. Eobania vermiculata (Mdiller)

U Italiji je poznat pod nazivom ,rigatella”. Uglavnom potiCe iz Gréke,
Turske ili Maroka. Cena na trziStu 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.

Osobine mesa puzeva / Characteristics of snail meat

Puzevi koji se ubrajaju u tip mekuSaca 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 stanovista, moze da se zakljuci da su puzevi hrana koja moze da se uzima
i u posebnim prilikama, kao, na primer, pri le€enju odredenih vrsta bolesti, u
sluéajevima poviSenog nivoa triglicerida ili holesterola, tokom dijeta i sli¢no. U
mnogim zemljama popularnost mesa puza u ishrani se povecala, jer se smatra da
deluje protiv hipertenzije.

Meso puza Helix pomatia i njemu sli¢nih puzeva ima ¢vrstu konzisten-
ciju (5,04 kg/cm?), a pH mesa je 6,75. Aroma i ukus su karakteristi¢ni (prijatno
zemljasto-memlana), a boja je svetlo-sivkasta, sa Zuc¢kastim i svetlosmedim ni-
jansama [4]. Od puza za hranu moZze da se iskoristi 20 do 38 posto, Sto zavisi od
zahteva trzista, odnosno od nacina odvajanja utrobe od stopala.

Vrednost mesa puzeva u ishrani moze da se vidi iz njegovog hemij-
skog sastava. U tabeli 1 prikazani su podaci koji se odnose na sastav sveZzeg
mesa puzeva (glava i misi¢ stopala Helix-a). Sadrzaj vlage ima pribliznu srednju
vrednost od 80 posto i u najvecoj meri varira u zavisnosti od temperature i
vlaznosti spoljasnje sredine [5].

Tabela 1. Procentualni sastav sveZeg proizvoda — glava i misi¢i stopala Helix-a (g/100g),
Table 1. Composition (%) of fresh product-pedal mass of Helix (g/100 g),
[Avanjina, 2004]

Komponente / Components (srednja vre%/:lgg? |/ mean value)
Vlaznost / Humidity 79,75

Sirovi proteini / Crude proteins 13,63

Sirova masnoca / Crude fat 0,68

Pepeo / Ash 2,37

Sirova vlakna / Crude fiber 0,14

Ekstrakti / Extracts 3,48

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

Po hemijskom sastavu meso puzeva odgovara drugim vrstama mesa
stoke za klanje. U odnosu na govede meso, pilece meso i meso riba, ovo meso
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sadrzi neznatno veci sadrzaj vode i pepela, a manje belancevina i masti. U tabeli 2
dato je poredenje osnovnog hemijskog sastava razli¢itih tipova mesa i ribe u od-
NOsuU Na meso puzeva.

Tabela 2. Srednji sastav razlicitih vrsta mesa i ribe (%), meso pripremljeno za jelo
Table 2. Mean composition of various types of meat and fish (%), meat ready for consumption
[Gomot, 1998]

Proteini / Masti / Ugljeni hidrati /| Pepeo /| Energija /
\;vrsts gﬁ; é Proteins Fat Carbohydrates | Ash Energy
P (q) | (KCal) (q) (KCal) (q) | (KCal) () (KCal)
Puz* / Snail* 125]| 50 0.9 8.1 2.1 7.8 1.5 66
Posno (konjsko, pilece) /
Lean (horseflesh, chicken) 16-20( 64-80 1-5 9-45 10.5-1]1.8-3.7| 05-2 75-128

Polu-masno (govede,
sardine) / 16-18| 64-72 | 12-18| 108-162| 0.5 | 1.8-3.7 | 0.5-2 174-237
Semi-fat_(beef, sardines)

Masno (svinjsko) /
Fat (pork)

Veoma masno (tuna) /
Very fat (tuna)

* Meso Helix aspersa maxima nakon kuvanja / Meat of Helix aspersa maxima after cooking

13-17| 52-68 | 25-30| 225-270| 0.5 | 1.8-3.7 | 0.5-2 | 279-341

10-16| 40-64 | 35-50| 315-450| 0.5 | 1.8-3.7 | 0.5-2 | 356-517

Zbog veoma malog sadrzaja masti ono sve vise odgovara zahtevima
savremene ishrane. Sadrzaj masti (0,7%) vrlo malo varira. Kvalitativni sastav masti
prikazan je u tabeli 3.

Tabela 3. Sastav masnih kiselina — glava i misi¢i stopala Helix-a (%) /
Table 3. Fatty acid content — pedal mass of Helix (%)
[Avanjina, 2004]

Masna kiselina / Fatty acid % (srednja vrednost) / % (mean value)
C 14:0 (miristinska / miristinic) 0,32
C 14:1 (miristoleinska / miristoleic) 0,12
C 16:0 (palmitinska / palmitinic) 7,43
C 16:1 (palmitoleinska / palmitoleic) 0,26
C 18:0 (stearinska / stearinic) 10,26
C 18:1 (oleinska / oleinic) 12,14
C 18:2 (linoleinska / linoleinic) 14,65
C 18:3 (linoleinska / linoleinic) 1,19
C 20:2 (eikosadekanoitna / eicosadecanoic) 10,08
C 20:3 (eikosotriekanoitna / eicosotriecanoic) 0,88
C 20:4 (arahidonska / arachidonic) 12,51
C 20:5 (eikosapentaekanoi¢na / eicosapentaecanoic) 2,05
S zasiceni / S saturated 26,10
S monozasiéeni / S monosaturated 17,87
S polizasi¢eni / S polisaturated 56,04
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Puz ima sastav masnih kiselina vrlo sli¢an onome kod riba: nizak
sadrzaj zasi¢enih i monozasi¢enih masnih kiselina, a visok sadrzaj 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 podizu
nivo holesterola u krvi usmerena je paznja 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 vazne profilaktiCke funkcije, pre svega kod kardiovaskularnih bolesti.
Prema nekim podacima, sadrzaj lipida kod vrste H. pomatia opada sa staroS¢u
zivotinje. Ista pojava uocena je i kod H. aspersa i H. aspersa maxima. Ova je po-
java specifi¢na za puzeve, s obzirom da je kod drugih farmskih zivotinja starenje
povezano sa povecanjem sadrzaja lipida [2].

Sadrzaj proteina nesto je manji od 14 posto i on najviSe oscilira, pre
svega, u zavisnosti od vrste puza, kao i u zavisnosti od dela tela. Sadrzaj proteina
je sli¢an u stopalu i utrobi H. a. aspersa i H. lucorum, pri Eemu druga vrsta ima visi
sadrzaj proteina kako u stopalu, tako i u utrobi. U tabeli 4 dat je prikaz kompara-
tivne analize stopala i utrobe kod Cetiri vrste Helix-a, hranjenih istim hranivom [5].
Puz sadrzi, u znacajnim koli¢inama esencijalne amino-kiseline, posebno leucin,
izoleucin, fenilalanin, valin, lizin i treonin. U tabeli 5 prikazano je poredenje amino-
kiselinskog sastava mesa puzeva u odnosu na pile¢e, govede i meso riba. Pro-
teini mesa puzeva teze se vare nego proteini u mesu kicmenjaka, a malo lakse
nego proteini morskih mekuSaca. Na osnovu amino-kiselinskog sastava smatra
se da puzevi imaju vecu slicnost sa ki€menjacima nego sa beskicmenjacima.

Srednji sadrzaj pepela je oko 2,4 posto, §to ukazuje na visok sadrzaj
mineralnih materija. Ovo moze delimi¢no da se pripiSe poreklu i procesu razvoja
ljusture (u najvec¢oj meri sastoji se od fosfata kalcijuma) Zivotinje u razvoju, Cije
vrednosti su u istom redu veli¢ine sa morskim gastropodima. Medu mineralima
najveca je koncentracija kalcijuma i fosfora koji se nalaze u reciproénom odnosu
malo ve¢em od onog koji se smatra optimalnim da bi bili apsorbovani u crevima
(tabela 6).

Pored ostalih minerala posebno je znacajna koli¢ina gvozda i bakra.
Resorpcija gvozda, kako je poznato, veca je ako se radi o organskim jedinjenjima
gvozda koja se nalaze u hrani zZivotinjskog porekla. Visok sadrzaj bakra u vezi je
safiziologijom puzeva, kod kojih respiratorni pigment nije hemoglobin, ve¢ hemo-
cijanin koji sadrzi bakar umesto gvozda. Zanimljiva je €injenica da je medu zivotin-
jama koje sadrze hemocijanin, puz na prvom mestu po koli¢ini bakra.

Ekstrakti u Zivotinjskim tkivima, koji se uopSteno mogu da definiSu kao
Seceri, predstavljaju heterogenu grupu u kojoj dominira glikogen. Relativno velika
koli¢ina ekstrakta u mesu puzeva u odnosu na druge heterodermne Zivotinje, po
misljenju nekih nau¢nika, u vezi je sa njihovom specificno$¢u da deponuju ener-
getske rezerve viSe u formi polisaharida nego u obliku masti.
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Tabela 4. Komparativna analiza hemijskog sastava stopala i utrobe Cetiri vrste Helix-a /
Table 4. Comparative analysis of foot and viscera of four Helix species

[Gomot, 1998]

Starost Deo Suva - )
Vista/  |(meseci/| tela/ | o, | Voda/ |materija| PePSC/| Proteini /| Masti/
Specie Age Body ? Water** | Dry M FM M
(months) part matters*
3 [otopal N 737 | 875 | 124 13 8.1 0.8
H. a. aspersa utroba /
3 viscera 26.2 70.6 29.3 2.6 18.6 3.6
stopalo /
3 71.5 86.7 13.2 1.2 8.5 0.8
H. aspersa foot
maxima utroba /
3 viscera 28.4 73.9 26 25 13.7 4.2
4 [otopald "N 7a 848 | 152 13 109 | o9
H. lucorum utroba /
4 viscera 26 75 25 1.8 18.5 2.9
4 [otopal N7 865 | 13.4 18 9.9 0.7
H. pomatia utroba /
4 viscera 28 75.4 24.5 2.4 19.6 1.7

FM - rezultati izrazeni kao procenat u svezoj materiji / results expressed as % fresh matter,
** _ procenat u tezini puzeva bez kucice / % weight of snails without shell

Tabela 5. Amino-kiselinski sastav mesa puZeva u odnosu na pile¢e, govede i meso riba
Table 5. Amino acid content of snail meat compared to amino acid content of chicken meat, beef and

fish meat [prema Cakovici, 1991]
Pilete meso/ |Govede meso /[ Meso ribe / | Meso puzeva /

Aminokiselina / Amino acid Chicken meat Beef Fish meat Snail meat
Arginin / Arginine 6,9 6,6 5,8 3,9
Histidin / Histidine 23 29 2,1 3.2
Lizin / Lysine 8,4 8,1 9,0 75
Leucin / Leucine 7,6 8,4 7.5 8,2
Izoleucin / Isoleucine 5,0 5.1 5.1 4.0
Valin / Valine 5,1 57 53 49
Cistin / Cystine 0,8 1,4 11,2 0,8
Metionin / Methionine 3.4 23 29 1,1
Triptofan / Tryptophan 1,3 1,1 1,0 /
Fenilalanin / Phenylalanine 3,8 4,0 3,7 3,1
Glutaminska kis. / Glutaminic acid / 14,4 14,1 21,3
Tirozin / Tyrosine 4.2 3.2 3,0 23
Asparaginska kis. / Asparaginic acid / 9,1 9,4 14,7
Treonin / Threonine 4,7 4,0 4,5 4,7
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Energetska vrednost umerena je i niza od 100 kcal/100 grama — znaci
moze da se poredi sa grudima kokoSke ili ¢urke. S obzirom na nizak sadrzaj
masti, kalori¢na vrednost puZeva viSe je u funkciji sadrzaja ekstrakta i deponova-
nih Secera.

Pored navedenih (tabela 6), meso puzeva sadrzi i druge mikroele-
mente kao $to su nikl, kobalt, bor, aluminijum i drugi.

Tabela 6. SadrZaj mineralnih materija (glava i misi¢ stopala Helix-a), /
Table 6. Mineral composition — pedal mass of Helix
[Avanjina, 2004]

Metal / Koncentracija / Srednja vrednost /

Metal Concentration Mean value
Kalcijum / Calcium mg/100 499
Fosfor / Phosphorus mg/100 186
Magnezijum / Magnesium mg/100 62
Kalijum / Potassium mg/100 164
Natrijum / Sodium mg/100 109
Bakar / Copper mga/kg 48
Gvozde / Iron mag/kg 35
Mangan / Manganese ma/kg 3
Cink / Zinc mg/kg 15

Proizvodnja i potro$nja mesa puzeva u svetu /
Production and consumption of snail meat in the world

Francuska je najveli svetski potroSa¢ puzeva. Puzevi se u ishrani
koriste kako u restoranima, tako i u domacoj kuhinji. Francuski potro$aci posebno
cene puzeve pripremljene i servirane u ljusturi. Najzastupljenije vrste su Helix po-
matia, Helix lucorum i Helix aspersa. Puzevi iz roda Achatina jo$ uvek nisu u vecéoj
upotrebi.

Uprkos blagom padu u potrosnji mesa puzeva, francusko trziste
puzeva i dalje je vodece u svetu. Prema podacima Bouzats i sar [3] potro$nja se
procenjuje na 40 000 tona, godi$nje. Francuska je drugi po redu uvoznik puzeva u
svetu (posle Kine). Ukupan uvoz puzeva 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 nize nacionalne po-
troSnje. U toku 2002. godine, vrednost puZeva koji se uvoze bila je 13 miliona evra.

Osim iz Turske, puzevi se uvoze iz: Gr¢ke, Poljske i Rumunije. Ove
Cetiri zemlje ¢ine oko 70 posto francuskog trzista. StatistiCki podaci ukazuju da je
uvoz puzeva iz Turske porastao na 60 posto za tri godine. Francuske kompanije
uvoze pretezno sveze puzeve koje obraduju i izvoze uglavnom u zemlje severne
Evrope (Belgija, Holandija, Nemacka, Velika Britanija, évajcarska), alii juzne Ev-
rope (épanija, Turska), Azije (Japan, Singapur) i Ameriku. Francuska je izvoznik
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pripremljenih puzeva, koji se uglavnom prodaju kao konzervisani puzevi i gotova
jela. Uvoz puzeva je mnogo veéi od izvoza (65 tona izvezeno u 2002. godini, 2 700
tona uvezeno iste godine) [3].

Nasuprot navedenim podacima, na nivou organizovanog gajenja
Francuzi su daleko od prvog mesta, a procenat puzeva iz uzgoja procenjuje se na
svega 3 posto [1].

U tabeli 7 prikazani su bitniji podaci o udelu u uvozu i izvozu puzeva u
pojedinim zemljama na svetskom trzistu (izvor: International Trade Centre-ITC).

Tabela 7. TrziSte puZeva u svetu u 2003. godini [prema ITC, 2003] /
Table 7. World market of snails in 2003 (according to ITC, 2003)

Udeo u svetskom Udeo u svetskom

Zemlja / uvozu / Zemlja / izvozu
Country Share in world imports Country Share in world exports

(%) (%)
Kina / China 33 Kina / China 32
Francuska / France 21 Koreja / Korea 10
Gréka / Greece 11 Makedonija / Macedonia 8
Spaniia / Spain 10 Indonezija / Indonesia 7
ltalija / Italy 7 Tunis / Tunisia 5
Madarska / Hungary 2 Maroko / Morocco 5
Hong Kong / Hong Kong 2 Turska / Turkey 4
Koreja / Korea 2 Poljska / Poland 3

Maniji udeo u svetskom uvozu puzeva imaju i: Nemacka, USA, Belgija,
Tajvan, Portugalija, Mekedonija, SCG, Ceska, Juzna Afrika (po 1%) a u svetskom
izvozu: Rumunija (3%), Bugarska, Litvanija, Madarska, Bugarska, Ceska (PO 2%) i
Francuska, Kanada, SCG, USA, épanija, Nemacka, Portugalija, Kolumbija, Al-
gerija (po 1%), [ITC, 2003].

TrZziSte puzeva u ltaliji je poslednjih godina pretrpelo znacajne pro-
mene. Ukupna potroSnja zabelezena u ltaliji u periodu od 1980. do 1990. godine
bila je oko 4 700 tona, a u 2002. godini porasla je na oko 24 000 tona. Vazan je po-
datak da u ovu procenu nisu uracunate sve koli¢ine ubrane u prirodi i one koje su
utroSene za sopstvenu potro$nju u domacinstvima ili su prodate neposredno ko-
risnicima (restoranima). Procenjuje se da te koli¢ine iznose oko 10 000 tona go-
diSnje, Sto predstavlja dodatnih 70 posto proizvoda koje ltalijani pojedu. Trenutno
je Italija na drugom mestu po potro$niji puzeva, ispred Spanije i Nemacke. Razvoj
potroSnje puzeva u ltaliji pracen je podjednakim rastom proizvodnje u celokup-
nom zivotnom ciklusu. U 2001. godini, od 24 700 tona, 9 350 tona (37,8%) Cinila 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, Zivih i preradenih puzeva). Udeo u
prodaji razliCitih vrsta, zivih i konzervisanih puzeva bio je sledeci: Helix aspersa
(44,94%), Helix pomatia (25,71%), Eobania vermiculata (13,85%) i ostale (Helix Iu-
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corum, Helix aperta i drugi — 15,50%). Potro$nja po stanovniku u ltaliji iznosi oko
150 grama godisnje [1].

Zarazliku od trzi$ta Francuske, Nemacke i Svajcarske u kojima se pro-
daja ovog proizvoda obavlja iskljuivo u konzervisanom obliku ili kao gotov za-
mrznut proizvod, u ltaliji 80 posto trzista ¢ine Zivi puZevi koji se prodaju 10 do 15
dana posle berbe.

Znacajnije zemlje sakupljaci 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 Alzir (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 nasoj zemlji odnedavno, jo$
uvek ne postoje precizni podaci o obimu proizvodnje na farmskom sektoru. U
Srbiji je po¢etkom 2005. godine registrovano viSe od 400 farmi za uzgoj puzeva.
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ENGLISH
SNAIL MEAT - SIGNIFICANCE AND CONSUMPTION
Olgica Dragiéevié, M. Z. Baltié¢

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), Helixoomatia (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. Snalil
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

PYCCKUM
MACO YJIUTOK - 3HAYEHUE U NOTPEBJIEHUE
Onbruya AparuyeBuy, M. XK. Bantuy

MoTpebneHne cbedo6HbIX BUAOB YUTOK MMEeT NpancTopudeckoe npowc-
XOXAeHne. Pa3nnyHble aHTUYHbIE HapoAbl NOMb30Bany YNIMTKU B MEHIO, HO PUMIISHE
6b1V NEPBbIN HAPOA, KOTOPbIN nX Bblpawmean. Mexay hkoHoMM4ecku Hanbornee 3Ha4u-
TenbHbIMU CbedOo6HbIMY Bugamu cyTe: Helix aspersa (Muller), Helix pomitta (Linne), Helix
Lucorum (Linne), Helix aperia (Born), Eobania verniculata (Muller). Kpome BKyca, MACO
YNIMTOK UMEET HECKOSbKO NPEenMyLLECTB B OTHOLLIEHUM OCTallbHbIX BUAOB MACA: HU3KOe
COAEPXKaHne »upa 1N KarnopuiHylo CTOMMOCTb U BbICOKOE COAEp>XaHWe MUHepasibHbIX
BELIEeCTB, dCeHUManbHbIX aMUHOKUCIIOT M XUPHbIX KUCNOT. B paboTe npeseHTOBaHbI
[aHHbIe 0 cocTaBa Msca YNUTOK C CPeBHEHNEM COCTaBa pasfMyHbIX BUAOB YNIMTOK M Yac-
Ten Tena (BHYTPEHHOCTU, CTYMHSA). Takxe, CpaBHEH COCTaB MsCa YNIMTOK B OTHOLLEHUN
OPYrux BUOOB Msca (NowaamHoe/Ubinmisybe, roBs>XKbe, CBUHOE U MSICO Pbibbl).

®paHumna cTpaHa ¢ HanboNbLWMM NOTPEOIEHNEM YITUTOK, NOArOTOBIIEHHbIX
Ha pasnu4Hble cnocobbl. COBOKYMHbIN BBO3 yNMTOK B PpaHuum coctasnsaeT 25% Mupo-
BOro BB03a. ®paHumsa aKCNopTép NOAroTOBIIEHHbIX YITMTOK, KOTOPbIE rfaBHbIM 06pasom
NpoJaloTCA KakK KOHCEPBUPOBAaHHbIE YNIMTKM U roToBble 6noga. BBo3 ynuTtok HamHoOro
606nbLUe BbiIBO3a (65 TOHH BbiBE3€HO, B 2002 rozy, 2.700 TOHH BBE3€HO TOro Xe roaa). Ha-
NpoTUB, NPUBEAEHHBLIM AAHHbLIM, HA YPOBHE OPraHW30BaHHOrO pasefeHus paHLUys3bl
[aneko oT NepBOro MecTa, a NPOLUEHT YNNTOK U3 BbipallMBaHMsA OLEHNBAETCH Ha BCEro
3%. MomeHTanbHO Mitanua Ha BTOPOM MecTe no noTpebneHuto ynutok, snepeau Wce-
naHum n Fepmanunn. Passutue notpebnexnnsa ynutok B Vtanum cnexkeHo oAanHaKoBbIM
pOCTOM NPOM3BOACTBA B LIENIOM XU3HEeHHOM Lukne. B 2001 roagy, ua 24.700 ToHH, 9.350
TOHH (37,8%) cocTaBnsano NponsBoACTBO U3 BblawwmBaHus, 600 TOHH (2,4%) c6op n3 npu-
pogpl, a 14.750 ToHH (59,70%) cocTaBnsan BBO3 BCeX BUAOB U nepepaboTka (3améps-
HYTbIX, XXMBbIX U NepepaboTaHHbIX yMToK). B Cepbun B Hadane 2005 roga 6bi10 peruc-
TpupoBaHo 6onbLue 400 hepm ANA BbipalmMBaHUS YIIUTOK.

KntoyeBble croBa: cbefobHbIe, YIMTKI, MSCO, COCTaB, NoTpebrieHne
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KOMPARATIVNA ANALIZA MEDONOSNOSTI RANILISTA
(STACHYS OFFICINALIS 1..) U RAZLICITIM USLOVIMA

STANISTA®

COMPARATIVE STUDY OF WOOD BETONY (STACHYS OFFICINALIS
L.) MELLIFEROUSNESS IN DIFFERENT HABITAT CONDITIONS

Marina Maéukanovié-Jocié**

*

Procena medonosnosti ranilista (Stachys officinalis L.) data je na
osnovu analize stvaranja nektara ove medonosne vrste u razli¢itim mik-
roklimatskim uslovima stanista (Suma i ogledna parcela). Prou¢avanje
nektarske produkcije obuhvatilo je odredivanje ukupne dnevne
koli¢ine nektara po cvetu, dnevne dinamike sekrecije nektara (koli¢ina
izlu¢enog nektara po cvetu u dvocasovnim intervalima tokom dana) i
koncentracije se¢era u nektaru.

Cilj istraZivanja je bio da se ispita da li i u kojoj meri mikroklimatski
parametri (relativna vlaznost i temperatura vazduha i evaporacija) uticu
na proces sekrecije i koncentraciju sec¢era u nektaru.

Komparativnom analizom medenja vrste Stachys officinalis L. na
dva ekoloski razli¢ita lokaliteta utvrdena je uslovijenost nektarske pro-
dukcije, a u manjoj meri koncentracije Se¢era, mikroklimatskim prome-
nama u spoljasnjoj sredini. Ustanovijen je dnevni model nektarskog
stvaranja sa dva sekreciona maksimuma. Veca koli¢ina nektara po
cvetu, uz trend povecanja u prvoj polovini dana, a opadanja u posle-
podnevnim ¢asovima, ustanovijena je u sumskim uslovima pri niZoj
temperaturi, vecoj vlaZnosti vazduha i manjoj evaporaciji.

Kljucne reci: nektar, nektarska produkcija, Stachys officinalis,
mikroklimatski parametri

Rad primljen za Stampu 7. 4. 2005. godine

** Mr Marina Macukanovié¢-Jocié, aistent, Katedra za hranljivo i otrovno bilje, Fakultet veterinar-

ske medicine, Beograd
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Uvod / Introduction

Cvetovi luCe nektar, vaznu hranu za oprasivace, koji predstavlja na-
gradu za obavljenu polinaciju. Period sekrecije nektara korespondira sa fazom
oprasivanja, a to je u vezi sa efikasnom reproduktivnom strategijom. Medenje je
slozen fizioloski proces i na kvantitet i kvalitet sekrecije nektara utiCu endogeni i
egzogeni faktori. Endogeni su species-specificni i u velikoj meri su geneticki
regulisani (uticaj veli€ine, polozaja, starosti cveta na biljci, morfologija krunice,
veli¢ina i povrSina nektarija, faza razvitka cveta, dnevni ritam sekrecije nektara i
tako dalje). Osim ovog endogenog ritma sekrecije, nektarska produkcija je pod
snaznim uticajem faktora spoljasnje sredine kao Sto su temperatura i vlaznost
vazduha, padavine, svojstva zemljista, intenzitet svetlosti, geografska duzina i Sir-
ina, nadmorska visina i vetar. U posebnu kategoriju spoljasnjih faktora mogu da
se svrstaju vrste oprasSivaca i njihovi energetski zahtevi.

Nektarska produkcija floralnih nektarija se do sada priliéno mnogo is-
traZivala sa mnogo aspekata kao $to su, na primer, ekofizioloSka ispitivanja, ener-
getske potrebe polinatora, dnevna i sezonska dinamika i drugo [6, 8, 9, 10, 13,
17]. U poslednje vreme se proucava dinamika sekrecije nektara kod predstavnika
nekih familija cvetnica kao kod familija Boraginaceae, Brassicaceae, Lamiaceae,
Caryophyllaceae, Rosaceae i tako dalje [4, 7,19].

Floralne nektarije vrsta roda Stachys diskoliko okruzuju osnovu plod-
nika [7], pa se izluCeni nektar akumulira pri osnovi u unutradnjosti krunice.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Intenzitet nektarske produkcije od-
redivan je na ranilistu (Stachys officinalis L.),
koji odlikuje dug period cvetanja (VI-VIII /IX)
(slika 1). Ranilistima Siroku ekolo$ku valenciju.
Rasprostranjena je u Evropi, Maloj Aziji, na
Kavkazu i u Severnoj Africi. Raste u mnogim
Sumama, Sikarama i raznim degradacijskim
stadijumima u okiviru klase Qerceto-Fagetea
Br.-Bl. Et Vlieger. Zastupljena je u nekim zajed-
nicama gariga. Cesta je u livadama submedite-
ranskog i umereno-kontinentalnog klimatskog
podrucja, na umereno suvim do vlaznim sta-
nistima. Raste na neutralnim do umereno kise-
lim, humoznim, peskovitim ili ilovastim zem-
ljistima od nizijskog do brdsko-planinskog ve-
getacijskog pojasa.
Slika1 / Figure 1. Najveci broj listova obrazuje pri-
Stachys officinalis L., zemnu rozetu, a dva do tri para se nalaze na
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stabljici. Cvetovi su crvene, rede bele boje, po desetak slozeni u prividne prslje-
nove, koji zajedno grade guste klasove. Odli¢na je medono$a [16].

IstraZivanje je obavljeno u leto 2004. godine, paralelno na dva ek-
olo$ki razli¢ita lokaliteta — na prirodnom staniStu — u Sumi na planini Maljen, kao i
na oglednoj parceli u koju je prenet deo populacije sa prirodnog stanista. Biljke su
prenete neostecene, u fazi pupoljka, sa mati¢nim zemljiStem.

Ukupna dnevna koli¢ina nektara po cvetu, odredena je uzorkovanjem
nektara u jutarnjim ¢asovima, nakon 24-Casovne prekrivenosti biljaka gazom,
kako bi se prevenirale posete opraSivaca.

Dnevna dinamika medenja odredena je merenjem zapremine izlu€e-
nog nektara u dvo¢asovnim intervalima tokom dana od 8 do 18 ¢asova.

Za odredivanje intenziteta nektarske produkcije koriS¢ena je direktna
metoda kapilara po Kulievu [5]. Nektar je sakupljan staklenom mikrokapilarom,
pre¢nika 0,5 ili 0,6 mm. DuZina nektarskog stuba merena je milimetarskim papi-
rom odmah na terenu. Zapremina sakupljenog nektara izraCunata je po formuli:

2
V= 2 (T 7 X H) L
broj cvetova

r — polupre¢nik mikrokapilare
H - duzina nektarskog stuba

Nektarska produkcija merena je u vreme najintenzivnijeg cvetanja
vrste. Merenju je prethodilo pokrivanje cvetova pamucnim gazama ili perforiranim
plasti¢nim kesama (20x20 cm) prethodne veceri, kao i izmedu merenja, kako bi se
izbegle posete oprasivaca i drugih insekata i eventualni uticaj vetra i kise.

Koncentracija Se¢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-
lie: temperatura i viaznost vazduha i evaporacija.

Rezultati / Results

Dnevna dinamika lu€enja nektara Stachys officinalis na dva lokaliteta
prikazana je na grafikonu 1. Nektarska produkcija izrazena je u milimetrima
izlu¢enog nektara po cvetu u odredenom vremenskom intervalu. Sve vrednosti
koli¢ine nektara date su kao srednja vrednost ponovljenih merenja (n=5) uz stan-
dardnu gresku (+SE).

Na Sumskom lokalitetu vrednosti koli¢ine nektara fluktuiraju tokom
dana. Najniza koli¢ina nektara izlu¢ena je u 10 ¢asova (0,192 ml+0,008), a
najvisa 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 takode postoje
dva sekreciona maksimuma: u 8 ¢asova (0,252 ml + 0,008) i 14 ¢asova (0,22 ml =
0,006).

0,38

0,36
0,34
0,32
0,30
0,28
0,26
0,24
0,22
0,20
0,18
0,16

0,14

Koli¢ina nektara po cvetu (ml) / Nectar concentration per flower

0,12}
0.10 prirodno staniste /
’ 8 10 12 14 16 18 0. natural habitat
'ogledna parcela /
vreme (h)

experimental plot

Grafikon 1. Dnevna dinamika nektarske produkcije Stachis officinalis u prirodnim i
eksperimentalnim uslovima stanista
Graph 1. Diurnal dynamics of nectar production in Stachys officinalis in natural and experimental conditions

Ukupna dnevna koli¢ina izlu¢enog nektara po cvetu, izmerena u 8
Casova ujutro nakon 24-Casovne pokrivenosti biljaka gazom bila je nesto visa u
Sumi (0,303 ml), nego na oglednoj parceli (0,262 ml).

Mikroklimatski parametri za dva ispitivana lokaliteta prikazani su na
grafikonima 2, 3i 4. Letnji period 2004. godine odlikovao se veoma toplim danima
sa visokim maksimalnim dnevnim temperaturama (do 39°C), bez intenzivnih pa-
davina.

Kao $to se i oc¢ekivalo, oCigledne su razlike u vrednostima mikrokli-
matskih parametara na dva stanista. U Sumi, maniji je opseg variranja temperature
vazduha i ona je za oko 10 stepeni niza nego na drugom lokalitetu. NajviSa tem-
peratura u Sumi je izmerena u podne (25°C), a na drugom lokalitetu u 16 ¢asova
(34,2°C). U danu kada je obavljeno merenje, relativna vlaznost vazduha je imala
suprotan karakter u odnosu na temperaturu, odnosno imala je tendenciju opa-
danja i bila je konstantno vi§a na prirodnom stani$tu (Suma), nego u uslovima na
oglednoj parceli. Minimalna vlaznost vazduha zabelezena je u Sumi oko podneva
(69%), a maksimalna u 18 ¢asova (81%) kada je padala slaba kisa.
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Grafikon 2. Temperatura vazduha (°C) tokom dana u vreme sakupljanja nektara u
prirodnim i eksperimentalnim uslovima stanista
Graph 2. Air temperature (°C) during nectar collecting day in natural and experimental habitat
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Grafikon 3. VlaZnost vazduha (%) u toku dana u prirodnim i eksperimentalnim uslovima
stanista
Graph. 3. Air humidity (%) during nectar collecting day in natural and experimental habitat
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Grafikon 4. Evaporacija(ml) tokom dana u prirodnim i eksperimentalnim uslovima stanista
Graph 4. Evaporation (ml) during nectar collecting day in natural and experimental habitat

U eksperimentalnim uslovima minimalna vlaZznost je ustanovljena pri
poslednjem merenju (34 %), Sto je posledica dodatnog toplotnog izracivanja okol-
ne betonske povrsine, a maksimalna ujutru (58 %).

Intenzitet evaporacije (graf. 4) je nizi u Sumi (niza temperatura °C, ve¢a
vlaznost vazduha), nego u eksperimentalnim uslovima sa oskudnom vegetaci-
jom. Takode, intenzivnija evaporacija je u Sumi izmedu 8 i 12 Casova (0,45-
0,62 ml), nego izmedu 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 uvece (0,65 ml).

Koncentracija Se¢era u nektaru kod biljaka u Sumskim uslovima bila je
23 posto, a u eksperimentalnim 25 posto.

Diskusija / Discussion

Kao $to je napomenuto, nektarska produkcija je slozen fizioloSki pro-
ces, koji je pod neprekidnim uticajem mnogobrojnih endogenih, ali i sredinskih
faktora. Uticaj drugih fizioloSkih procesa u biljci na sekreciju nektara prou¢avano
je veoma mnogo [18]. Poznata su istrazivanja iz oblasti nektarske produkcije za
vreme ontogeneze cveta [2,11,12]. Nektarska sekrecija je najintenzivnija nepos-
redno pre i za vreme stadijuma potpune razvijenosti cveta, posto je ovaj proces u
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tesnoj vezi sa opraSivanjem. Umanjenje ili prestanak ovog procesa nastaje nakon
fertilizacije, mada se kod nekih vrsta i dalje nastavlja.

Komparativhom 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 nesto ranije postignuti. Takode, u
Sumskim uslovima proizvedena je vecéa koli¢ina nektara po cvetu, §to se pripisuje
uravnotezenijim i povoljnijim uslovima staniSta. U poredenju sa drugim vrstama
familije Lamiaceae: Lamium maculatum, Lamiastrum galeobdolon i Ajuga reptans
[7]. Postoje sli¢nosti u dnevnom ritmu sekrecije izmedu Stachys officinalis i
Lamium maculatum. Lamium maculatum, kao takode Sumska 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
Sec€era kod Stachys officinalis koja se nalazila u razli¢itim mikroklimatskim us-
lovima. Temperaturni maksimum za optimalnu produkciju je u intervalu od 25°C
do 28°C. Nakon toga, sa poviSenjem temperature sekrecija opada. Prema Vogelu
[18], periodi¢nost sekrecije nektara (u kvantitativnom i kvalitativnom smislu), pre
svega zavisi od temperature. PoCetak, maksimum i prestanak lu¢enja nektara kod
pojedinih biljnih vrsta nastupaju pri razliitim temperaturama. Po autorima Sken-
derovu i Ivanovu [14], optimalni temperaturni interval je izmedu 10 i 30°C (1.
izmedu 16i25°C), a pri temperaturi viSoj od 30°C smanjuje se ili sasvim prestaje.

Vlaznost vazduha takode utiCe na lu€enje nektara. Po podacima iz
literature [1], za vecinu biljaka optimalna relativna vlaznost vazduha je izmedu 60 i
80 posto. Medutim, ovo pravilo ne moze da se primeni na sve vrste. Na primer,
Borago officinalis i Fagopyrum esculentum povecéavaju sekreciju pri povecanju
vlage, a Phacelia tanacetifolia, Trifolium pratense i Melilotus albus, pri smanjenju
vlage u vazduhu. U naSem istrazivanju, Stachys officinalis poja¢ano luci nektar u
navedenom rasponu relativne vlage vazduha u Sumi. Ekstremniji uslovi, sa ma-
njom vazdu$nom vlagom, veéim isparavanjem i viSom temperaturom na oglednoj
parceli, neznatno su uticali na povec¢anje koncentracije Seera u nektaru (za 2%).
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ENGLISH

COMPARATIVE STUDY OF WOOD BETONY (STACHYS OFFICINALIS L.)
MELLIFEROUSNESS IN DIFFERENT HABITAT CONDITIONS

Marina Mac¢ukanovié¢-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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PYCCKUA

CPABHUTE/IbHbIA AHANU3 MEQOHOCHOTMU LWAJI®ES MOJNIEBOIO (STACHYS
OFFICIALIS L.) B PA3JNIMYHBLIX YCIIOBUAX XXUTENIbCTBA

MapuHa MauykaHoBud - Moyuy

OueHka megoHocHocTu wandesa nonesoro (Stachys officinalis L.) paHa Ha
OCHOBE aHlan3a NpoAyKLUMM HeKTapa 3Toro MeOoHOCHOrO BMAa B PasfiMyHbIX MUKPOKIIN-
MaTUYECKMX YCMOBUSX XUTENbCTa (N1ec 1 onbiTHaa napuenna). 3yyeHve HekTapHoM
NPoAyKLMM OXBaTWNO OnpefefieHne COBOKYMHOIO AHEBHOro KoNuyecTBa HekTapa no
LUBEeTKY, AHEBHOW AVHAMUKU CEKpeLmn HekTapa (KOnM4ecTBO Bbl4eNIeHHOro HekTapa no
LBETKY B ABYX4YaCOBbIX MHTEpBanax B Te4YeHWe A151) U KOHLEHTpauuy caxapa B HeKTape.

Llenb nccnepgoBaHns 6bina ucnbiTab YTO N U B KAKOW Mepe MUKPOKIU-
MaTunyeckme napameTpbl (PENATMBHASA BNXXHOCTb M TEMenpaTypa Bo3Ayxa u ncnapeHue)
BIIUSIOT Ha MPOLIECC CEKPELMMN 1 KOHLEHTPaUMKN caxapa B HEKTape.

CpaBHuTenbHbIM aHanM3om megenus suga Stachys officinalis L. Ha AByX K-
OJTOTMYECKN PasfINYHbIX MecTax yTBepXKAeHa 06yCNoOBEHHOCTb HEKTAPHOW NPOAYKLUN,
a B MeHblUen Mepe KOHLUEeHTpauum caxapa, MUKPOKIUMAaTUHECKUMN U3MEHEHUSIMUA BO
BHELLEeHen cpefe. YCTaHOBIEHA AHEBHAA MOAENb HEKTApHOW NPOAYKLUM C ABYMS CEKpe-
TOPHbIMU MakcuMymamu. BOnbLuee KONMYECTBO HEKTapano UBETKY, NpU TEHAEHUMN yBe-
NMYEHVS B NEPMOW NOMOBUHE AHSA, @ NafeHusi B nocneobeeHHbIX Yacax, 3anvMcaHo B Jie-
CHbIX YCIOBMSIX Mpu 60nee HU3KOW TemenpaType, 60nbluel BRaXKHOCTM BO3gyxa W
MeHbLUEN ncnapeHuu.

KntoyeBble cnosa: HeKTap, HekTapHaanpoaykuus, Stachys officinalis,
MUKpPOKMMaTUYeCcKne napameTpbl
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ULOGA ETOLOGIJE U OTKRIVANJU ZAGADIVA(VIA ZIVOTNE
SREDINE KOJI UTICU NA PROMENE PONASANJA
ZIVOTINJA®
ROLE OF ETOLOGY IN DETECTING ENVIRONMENTAL POLLUTANTS
THAT AFFECT CHANGES IN ANIMAL BEHAVIOUR

Marijana Vuéini¢**

Veliki broj hemijskih zagadivaca koji poticu iz industrijskih, poljo-
privrednih i urbanih sredina ostvaruje svoj negativan uticaj na organi-
zam Coveka i Zivotinja direktnim ili indirektnim ometanjem funkcije en-
dokrinih Zlezda i hormona. Zato su takvi zagadivacdi poznati kao ,,hemi-
kalije koje ometaju endokrine funkcije” (EDC — ,,endocrine-disrupting
chemicals”). Ometanjem funkcije hormona, EDC menjaju odredene
oblike ponasanja Zivotinja. Zato moZe da se uspostavi direktna veza
izmedu etologije kao naucne discipline, koja proucava ulogu, funkciju,
ontogenetski i evolucioni razvoj ponasanja sa aspekta prilagodenosti
Zivotinja na uslove Zivota i ekotoksikologije. U ovoj medusobnoj vezi,
uloga etologije je da identifikuje promene u ponasanju Zivotinja, koji ¢e
da posluze kao prvi bioindikatori prisustva EDC u odredenom Zivotnom
okruZenju, a pre nego $to nastanu organske promene koje mogu da
imaju letalne posledice.

Kljucne reci: etologija, hemikalije koje ometaju endokrine funkcije
(EDC), promene u ponasanju, Zivotinje

Uvod / Introduction

Veliki broj zagadivaca zivotne sredine nepovoljno uti¢e na fizioloSke
funkcije, rast i razvoj organizma €oveka i zivotinja usled ometanja rada endokrinih
Zlezda. Zato se i zovu ,hemikalije koje ometaju endokrine funkcije” (EDC -
~endocrine-disrupting chemicals”). Medu njima su najznacajniji teSki metali (olo-
vo, ziva i kadmijum), pesticidi (atrazin, DDT, DDE, karbaril, cipermetrin, endosul-

* Rad primljen za $tampu 4. 4. 2005. godine

** Dr Marijana Vugini¢, vanredni profesor, Katedra za zoohigijenu, Fakultet veterinarske medi-
cine, Beograd
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fan, fenitrotion, fenarimol, kepon, metoksihlor, vinklozolin i drugi), ftalati, polihlori-
rani bifenili (PCB), dioksini, alkilfenolna jedinjenja i sli¢no [1, 2]. Navedene hemi-
kalije poznate su i kao ubikvitarni zagadivali zivotne sredine, jer je njihovo
prisustvo dokazano i u tkivima zivotinja geografski izolovanih regiona, udaljenih
od zagadenih industrijskih, agrarnih i urbanih podrucja. Prenose se putem sedi-
menata, vazduha i vode, tako da su retka geografska podrucja u kojima ne moze
da se dokaze prisustvo EDC [3]. Ometajuéi funkciju hormona, EDC uti€u i na
promene u ponaSanju ¢oveka i zivotinja. Upravo zato se promene u ponasanju
mogu da smatraju prvim bioindikatorima prisustva i delovanja zagadivaca zivotne
sredine iz grupe EDC.

Mehanizam delovanja EDC / Mechanism of EDC action

Zivotinje su uglavnom izloZene istovremenom uticaju veceg broja
EDC, §to znaci da ovi zagadivacdi ostvaruju multipno i kompleksno delovanje na
njihov organizam uz ostvarivanje aditivnog i sinergisti¢kog ucinka. U organizam
zivotinja EDC dospevaju vazduhom, vodom i hranom, ali i preko koze, Skrga 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 $to su teski metali, nisu podlozni bioloSkom raz-
gradivanju [2]. U organizmu zZivotinja EDC zagadivaci ostvaruju kompleksan uticaj
na endokrini sistem. StimuliSu (agonisti) ili inhibiSu (antagonisti) funkciju endokr-
inih Zlezda prouzrokujuci prekomernu ili smanjenu sintezu hormona. Pored toga,
ometaju sintezu, skladistenje, oslobadanje, transportovanije, klirens i vezivanje
hormona za ciljna mesta ili ometaju delovanje hormona neposredno posle vezi-
vanja za ciljna mesta. Poznato je da se veliki broj ciljnih mesta hormona nalazi u
centralnom nervnom sistemu, tako da hormoni ostvaruju direktan uticaj na po-
nasanje, a samim tim i EDC. Indirektan uticaj na pona$anje zivotinja i Coveka hor-
moni i EDC ostvaruju delovanjem na metaboliCke procese [1]. Pojedini zagadivaci
iz grupe EDC nakupljaju se direktno u endokrinim ¢elijama prouzrokujuci njihovu
nekrozu, a samim tim redukuju njihov broj i koli€inu sintetisanih hormona. Pored
navedenih mehanizama delovanja, EDC mogu direktno da stimuliSu i inhibi§ uak-
tivnost enzima odgovornih za razlaganje hormona i na taj nacin uti¢u na nivo aktiv-
nosti hormona u organizmu [2].

Veza izmedu etologije i EDC / Connection between etology and EDC

Etologija, kao grana zoologije, prou¢ava ponasanje zivotinja u od-
nosu na uslove Zivota i treba da otkrije i objasni uzrok, evolucioni i ontogenetski
razvoj i funkciju odredenih oblika ponaSanja zivotinja. Ova nauéna disciplina
proucava ponasanije zivotinja sa aspekta njihove adaptacije na uslove Zivota, pri-
lagodenosti na bioticke i abioticke Cinioce zivotnog okruzenja, prezivljavanja i
dugovecnosti, ne samo na nivou jedinke, ve¢ i na nivou populacije [4]. Kako
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ponaSanje predstavlja sve uocljive aktivnosti Zivotinja u odredenom Zivotnom
okruzenju i kako se kroz ponaSanje reflektuje zdravstveno stanje zivotinja, to je
jasno kako moze da se uspostavi veza izmedu etologije, ponasanja Zivotinja, eko-
toksikologije i EDC. Danas se smatra da etoloSka istrazivanja, tj. pracenje pro-
mena u ponasanju Zivotinja u zagadenim sredinama predstavlja najjednostavniju,
pouzdanu, osetljivu, jeftinu i zanimljivu metodu ekotoksikolo$kih istrazivanja.
Promene u ponasanju zivotinja predstavljaju prvi i pouzdan biomarker u odnosu
na prisustvo zagadivaca zivotne sredine koji remete funkciju endokrinih Zlezda i
hormona. Neocekivane promene ponas$anja zivotinja odmah mogu da upute eko-
toksikologe na ispitivanje i utvrdivanje prisustva EDC u abioti¢koj komponenti zi-
votnog okruzenja (zemljiSte, voda i vazduh) i lancu ishrane odredene Zivotinjske
vrste kod koje su ustanovljene promene ponasanja [5].

EDC i promene ponasanja zivotinja /
EDC and changes in animal behaviour

Do sada je ustanovljeno da EDC mogu da uti€u na promene svih ob-
lika ponasanja zivotinja, ali najéeS¢e na promenu reproduktivnih oblika ponaSa-
nja, komunikaciju medu zZivotinjama, uspostavljanje hijerarhijskog poretka, agre-
sivnost, reaktivnost i stepen paznje, ucenje i pamcenije.

Podaci o negativnhom uticaju EDC na reproduktivno ponasanje kicme-
njaka uglavnom su prikupljeni istrazivanjima na ribama. Ustanovljeno je da pod
uticajem EDC zZenke riba ispoljavaju reproduktivne oblike ponaSanja karakteri-
stiéne za muzjake, a kod muzjaka se povecCava stepen agresivnosti u toku lju-
bavne predigre. Agresivnost medu muzjacima je jaCe izrazena i u toku us-
postavljanja hijerarhijskog poretka i u toku borbe za zenku [6, 7]. Suprotno ri-
bama, kod muzjaka odredenih vrsta ptica EDC smanjuju zainteresovanost za lju-
bavnu predigru i pomo¢ Zenkama pri izgradnji gnezda. Kod zenki japanske pre-
pelice DDT menja karakteristi¢no ispoljavanje samog ¢ina kopulacije, a kod zenki
galebova indukuje homoseksualne odnose. Kod vecine vrsta ptica ustanovljeno
je da EDC utiCu i na kvalitet izgradivanja gnezda [8, 9]. Kod sisara EDC menjaju
seksualno i materinsko ponasanje. Tako Zenke miSeva i pacova mnogo manje
vremena provode doje¢i mladunce. Kod muzjaka EDC prouzrokuju demaskulini-
zaciju reproduktivnih faza ponasanja, redukuju libido, skra¢uju kopulaciju i men-
jaju oblik njene ispoljenosti. Na primer, metaboliti DDT remete intromisiju penisa,
erekciju i ejakulaciju, a onemoguéavaju i naskok muzjaka pacova na zenku [10,
11]. Pored navedenog, EDC ometaju i hemosenzornu komunikaciju, koja se ost-
varuje putem feromona, a koja je integralni deo reproduktivnog i socijalnog
ponasanja kicmenjaka. Ovaj svoj ucinak ostvaruju ometanjem funkcije hormona
koji uti¢u na razvoj i funkciju zlezda koje lu¢e feromone. Dokazano je da muzjaci
odredenih vrsta lososa, u vodenoj sredini zagadenoj cipermetrinom, ne osete
miris feromona koje luCe zenke u fazi ovulacije [12]. Pesticid endosulfan remeti
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hemosenzornu komunikaciju dazdevnjaka u vreme parenja, a DDT kod miSeva re-
meti obelezavanje i raspoznavanje teritorije posredstvom feromona [2].

EDC remete i socijalne odnose u zajednicama u kojima su uspostav-
lieni stabilni hijerarhijski odnosi u odsustvu ovih zagadivaca [13, 14].

Pored navedenog, EDC menijaju i stepen reaktivnosti i motivacije Zivo-
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 traZzenju hrane, a kod sisara negativno uti¢u na
motivisanost za ispitivanje i upoznavanje novih predmeta i pojava u zivotnom ok-
ruzenju, na hrabrost i istraZivatko ponasanje [13, 14, 15].

Mnogi EDC (dioksini, PCB, hlordan, kapon, DDT, DDE, atrazin, olovo,
ziva, kadmiju i drugi) negativno utiCu na kognitivhe sposobnosti ptica, miSeva, pa-
cova, ovaca, majmuna i Coveka, menjanjem stepena njihove paznje, sposobnosti
ucenja i paméenja [16].

U novije vreme sve su validniji dokazi da EDC znatno utiCu na mehani-
zam stresne reakcije organizma Zivotinja i da menjaju i remete odgovore orga-
nizma zivotinja na stresore. Pored toga, same hemikalije iz grupe EDC pred-
stavljaju stresore hemijske prirode koje optereéuju organizam Zivotinja u po-
kuSaju adaptacije na ostale stresore iz zivotnog okruzenja [17].

Zakljuéak / Conclussion

Uzimajuci u obzir navedene &injenice o hemijskim zagadivacima Ziv-
otne sredine koji ometaju funkciju endokrinih Zlezda i hormona i time utiCu na
promene ponasanja zivotinja, jasna je povezanost izmedu etologije i ekotoksik-
ologije. Uloga etologa je da otkriju promene u ponasanju Zivotinja na pririodnim
staniStima koji ¢e da posluze kao prvi bioindikatori zagadenja odredenog zivot-
nog okruzenja zivotinja, pre nego $to nastanu teSka oSteé¢enja organskih struktura
sa letalnim ishodom. Medutim, uloga etologa je i da standardizuju laboratorijske
testove kojma se otkrivaju promene u ponasanju zivotinja koji ¢e da posluze kao
bioindikatori prisustva EDC na prirodnim stanistima, kao i da sagledaju posledice
uticaja EDC kroz promene u ponasSanju zivotinja na populacionom nivou.
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ENGLISH

ROLE OF ETOLOGY IN DETECTING ENVIRONMENTAL POLLUTANTS THAT
AFFECT CHANGES IN ANIMAL BEHAVIOUR

Marijana Vucini¢

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

PYCCKUN

POJIb 3TUOJIOrMU B OTKPbIBAHUN 3ATPSASHUTEJIEA OKPYXXAIOLLEW CPE[bI,
BNNAOLWNE HA UBMEHEHUA NMOBEAEHUA XXUBOTHbIX

MapusHa ByunHuny

Bonbloe 4nMcnNo XMMUYECKUX 3arpsi3HUTENEN MPOUCXOXKAEHWEM W3 MpPo-
MbILLMIEHHBIX, CETbCKOXO3ANCTBEHHBIX U FTOPOAOCTPOUTENbHBIX CPef, OCYLLUEeCTBNAET CBOE
oTpuUaTeNbHOE BNSHNE HA OPraHM3m YenoBeKa U XXMBOTHBIX MPSMbIM UM KOCBEHHbIM
MeLluaHnemM YHKLMN SHAOKPUHHMX >Kerné3 1 ropMoHOB. 10 9TOMy Takue 3arpsa3HuTenm
U3BECTHU KaK ,XMMUKaIUN, MeLlaroLme aHAOKPUHHME byHkumn” (EDC — endocrine-dis-
ruptig chemicals). MewwaHnem yHKLMM ropMoHOB, EDC MeHSAI0T onpegenéHHble chopmbl
noBeAeHns XNBOTHbIX. [103TOMY MOXHO YCTaHOBUTL MPSAMYIO CBSA3b Cpeay 3TMONOormmn
KaK Hay4HOW AMCUMNVHBI, M3y4vatoLwas posb, (YHKLMIO, OHTOTEHTUYECKOE Y 9BOSHOLMO-
HHOE pa3BUTUNE NOBEAEHNS B aCNeKTe NPUCNOCO6IEHHOCTM XXUBOTHbIX K YCITOBUAM Ka3HU
N 9KOTOKCUKOJOrnn. B 9TO B3anMHOW CBA3U, POSib 3TMONOMMN MAEHTUULMPOBATL N3Me-
HEHUS B NOBEAEHUUN XMBOTHBIX KOTOPbIE MOCMY>XaT Kak nepsble GUONHAMKATOPLI Mpu-
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cyTcTBust EDC B onpeAenéHHOM XXM3HEHHOM OKPY>XEHUM, a MPexJe 4YeM HacTaHyT op-
raHM4eckue N3MEeHeH1sl, KOTopble MOTyT UMeTb feTasbHble CieACTBuS.

KntoueBble cnoea: 3TMOMNOrs, XMMuUKanum, MelaroLme sSHAOKpuHHbIe oyHkuun, (EDC),
N3MEHEHMNS B NOBEAEHWU, XXUBOTHbIE
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MISLJENJA - OPINIONS

UDK 619:523.3:636.082.451:.2

UTICAJ MESECEVIH (PRO)MENA, DNEVNE OSUNCENOSTI
(FOTOPERIOD) NA POJAVU SEKSUALNIH MANIFESTACIJA

KRAVA (ESTRUSA), ODNOSNO NA NJIHOVO
OPLODAVANJE’

M. R. Predojevié, M. Varagi¢, N. M. Predojevié, M. Marinkovi¢*

Proces reprodukcije Zivog sveta svakako mora da se shvati i raz-
matra u celini, bududéi da sa neZivim &ini jedinstvenu celinu. Pomenuti
bioloski fenomen je pod uticajem snaznih, najées¢e medusobno ispre-
pletanih &inilaca koji proces razmnoZavanja Zivog prilagodava datim
okolnostima Zivota, ¢ineci ga upravo ,oprugom” Zive materije u vre-
menu i prostoru. Bez obzira na gradu Zivih organizama (prostu i/ili
sloZenu), ipak se razmnoZavanje apsolutno odvija i pod neposrednim
uticajem isprepletanih faktora spoljasnje sredine, uticajem i delova-
njem kosmiCkih, nebeskih sila tj. sunca i meseca. Tokom prakti¢nog
(terenskog) osemenjavanja pratili smo, uticaj mesecevih (pro)mena i
dnevne osuncéenosti na seksualne manifestacije krava, odnosno nji-
hove uticaje na stepen koncepcije kod osemenjavanih krava. Drugim
re¢ima, reakciju i odgovor organizma Zivotinje, posebno njenog repro-
duktivnog sistema.

Kljuéne reci: meseceve (pro)mene, dnevna osvetljenost,
osemenjavanje, stepen koncepcije kod krava

Uvod

Zivi oranizmi i sredina u kojoj oni obitavaju ¢ine jedinstvenu celinu,

¢ime neziva materija ostvaruje neizbeznu prisnu povezanost sa svekolikim zivom
svetom koji nas okruzuje. Naravno, u tom okruzenju se dakako odvija raz-
mnozavanije tj. reprodukcija zivog sveta. Ponekad ono je sporije, a nekad brze,
zavisno od vrsta Zivotinja i njihovim predodredenim kodom replikacije zivog.

*

Rad primljen za Stampu 1. 7. 2005. godine

** Dr sci. Mirko R. Predojevi¢, profesor Univerziteta u Temigvaru, Rumunija i nau¢ni saradnik

stocarsko-veterinarskog centra ,Krnjac¢a”, Beograd; M. Varagi¢, profesor u penziji, Kraguje-
vac; N. M. Predojevi¢, Fakultet veterinarske medicine, Beograd; M. Marinkovi¢, spec.,
stoCarsko-veterinarski centar ,Velika Plana”, Velika Plana
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Spoljasnji faktori, posebno klimatski, podsti¢u, odnosno uti€¢u na tok i
proces razmnozavanja zivog sveta, naravno izmedu ostalih i goveda. Pocev od
Darvina, Lamartina preko Pastera koji su istrazivali muduzavisnost izmedu repro-
dukcije (razmnozavanja) i zivotne sredine. InaCe, mnogo je autora bilo angazova-
no na tom polju. Time su potvrdili tesnu povezanost izmedu zivih organizama i
sredine u kojoj obitavaju [6]. Cinjenica je da u biologiji razmnozavanja, na primer
neke vrste riba obavljaju svoje mreSc¢enje iskljuCivo po mesecini (bakalar, jegulje,
losos i druge). MoZda je ipak bolje da se naglasi Sirok luk prirodnih sredina u ko-
jima se odvija proces razmnoZzavanja zivog sveta.

Medutim, o uticaju mesecCevih mena, te fotoperiodu na procese raz-
mnozavanja kod visih sisara (domaci), skoro da i nema podataka u nama dostup-
noj literaturi ili ako je ima, ona je oskudna. Pa ipak poznata je Cinjenica koja je
vezana za pojam menses, menstruacija zena i/ili primata, buduéi da je taj pojam
vezan za endokrinu funkciju njihovih ovarijuma jajnika. Dakle, pod uticajem me-
secevih (pro)mena, oc€igledno se odvija normalan fizioloSki proces ovogeneze. U
narodu, posebno medu sto¢arima koji gaje krave, ¢esto moze da se Cuje opaska
za krave koje kad ne (po)traze bika, ,potrazi¢e one ili o mladini” (mladi mesec) ili
pak ,,0 uStapu” (punom mesecu).

Da li je to zaista &injenica ili mozda praznoverje stoCara? Tek ostaju
nam nasa zapazanja, odnosno rezultati osemenjavanja krava i njihove kocepcije,
prikupljani u duzem vremenskom periodu iz prakse. Naravno njih treba analizirati,
pa na osnovu toga doneti zakljucke o eventulnom delovanju osunéenosti i
mesecevih mena na proces reprodukcije.

Svrha naSeg posmatranja bila je da se uodi eventualan uticaj nebe-
skih sila; mesecevih mena, te dnevne osunéenosti sunca na ispoljavanje seksual-
nih manifestacija — estrusa krava, te da li to uti¢e na uspeh oplodavanja krava u
toku osemenjavanja.

Materijal i metode

Eksperimentalne provere takode su potvrdile meduzavisnost repro-
dukcije domacdih Zzivotinja i okoline u kojoj se gaje, narocito kod ovaca i konja.
Uzajamno delovanje mesecevih (pro)mena, fotoperioda na ispoljavanje polnog
zara (estrusa), te na rezultate oplodenja osemenjavanih krava bile su pedantno
belezeni. Zapazanja je beleZila tokom duZeg perioda osemenjavanija krava (1970-
1985) ista osoba (marveni lekar). Krave su bile domace Sarene u tipu simentalske
rase, a doze sperme priplodnih bikova su bile pouzdanog spermatolo$kog kval-
iteta.

InacCe, inseminacije krava su obavljane lege artis, uz prethodnu rektal-
nu proveru funkcionalnog stanja jajnika i faze polnog zara, 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 posluzila nam je kao osnova za
analizu uCestalosti pojavljivanja polnog Zara, odnosno rezultata osemenjavanja
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krava i junica u relaciji pomenutih prirodnih pojava (meseeve mene, dnevna
osuncanosti). Uspeh oplodenja krava razmatran je u relaciji delovanja pomenutih
faktora podneblja (mesecevih mena, te dnevne osuncenosti i klime).

Rezultati rada i diskusija

Neki autori su potvrdili uzajamnu povezanost reprodukcije goveda i
klimatskih faktora okoline u kojoj se one gaje [2, 1, 7, 3, 4]. Naravno, ako se uzme
u obzir da je plodnost generator genetskog pobolj$anja goveda, §to je i osnovni i
cilj svakog osemenjavanja goveda.

Nakon dugogodisSnjeg posmatranja i prakse u obavljanju osemen-
javanja goveda; u prilici smo da iznesemo neka naSa opazanja u relaciji pomenu-
tih pojava (meseCeve mene, dnevna osuncenost) koje izgleda utiCu na rezultate
oplodenja osemenjenih krava. Rezultat osemenjavanja u relaciji mesecevih
(pro)menai dnevne osunéenosti izneti su tabelama 1 i 2, a statisti¢ki su obradivani
metodom t-testom. Buduéi da su rezultati osemenjavanja-koncepcije belezeni po
NR metodi (30-60), opravdano je da se kritikuju sa -10%. Statisickom analizom
prikupljenih rezultata osemenjavanja uo¢eno je da seksualna manifestacija (po-
java estrusa), kao oplodenje znac¢ajno (t=1.45 p<0.05, odnosno t=1.38 p<0.05)
zavisi od dnevne osuncenosti i uticaja mesecevih (pro)mena tokom godin(e)a.

Tabelal. Meduzavisnost fotoperioda, ucestalost pojavijivanja estrusa i plodnost
osemenjavanih krava tokom godine

Smanjena Osemenjeno Povadalo od Plodnost Indeks
osuncenost | put | osemenjavanja (%) 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
Poveéana
osuncenost
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)
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Dnevna osunéenost u toku godine ima znacéajnu ulogu u funkciji
jajnika, a time i na pojavu ucCestalosti estrusa krava. PaZzljivom analizom rezultata
osemenjavanja krava (tabela 1) uoCava se da je bolja aktivnost jajnika krava u
vreme izrazenijeg fotoperioda tokom godine; §to dovodi do ucestalijeg po-
javljivanja estrusa, odnosno samim tim boljih rezultata oplodenja osemenjavanih
krava (*p< 0.05).

Dok u periodu smanjene dnevne osunc¢enosti, rezultati oplodenja ose-
menjavanih krava su loSiji u odnosu na one iz perioda ve¢e dnevne osuncenosti
[4]. U okviru ove analize treba svakako da se uzme u obzir faktor oplodne moci
sperme priplodnih bika [7], budu¢i da spermatolo$ki kvalitet semena i te kako
utice na bolji uspeh oplodenja - steonosti krava u programu osemenjavanja.
Inace, opste je poznata konstatacija da je kvalitet sperme u dozi semena od pre-
sudnog znacaja za uspeh osemenjavanja [5].

Mesec svojim prirodnim silama deluje na normalne funkcije jajnika
zena (menstruacija), odnosno time ustvari profiliSe ¢itav repro-endokrini sistem, a
tim i seksualni ritam Zene. Otuda je sasvim izvesno da meseceve (pro)mene de-
luju i na repro-funkcije drugih Zivotinja, u naSem slu¢aju na repro-funkcije krava (i;.
njihove jajnike). Uostalom, zar bi se u naSem narodu odrzalo veé provereno
misljenje ,osoli kravu, pa ¢e ona doéi u polni Zar”, tj. goniée se, (po)traziti bika o
mladom (,mladini”) ili o punom mesecu (,ustapu”). Takvo misljenje imaju oni koji
se bave terenskom praksom osemenjavanja krava, zar ne.

Buduéi da nismo nalazili barem sli¢ne podatke o uticaju mesecevih
mena na reprodukciju goveda, iznosimo svoja zapazanja i rezultate osemenja-
vanja u odnosu na ovu pojavu (meseCeve mene) na koje inaCe reaguju i svi
domacici sisari. Ovi podaci, iz reprodukcije goveda, dobro su nam dosli za njeno
Sire shvatanje, razumevanje, tj. ukupnu meduzavisnost reprodukcije sa zivotnim
okruzenjem njihovog bitisanja. Posto nismo u mogucénosti da dobijene nase rezul-
tate osemenjavanja poredimo s rezultatima drugih autora iz literature, prinudeni
smo da ih komentariSemo kao sopstvene. S tim u vezi izne¢emo nase dobijene
podatke o tome (tabela 2).

Tabela 2. Uticaj mesecevih (pro)mena na seksulne manifetacije, te plodnost
osemenjavanih krava na terenu

Meseceve (pro)mene OsEeer;\t?Sjs?no Povadalo PIO((C?/SOSt
Mlad mesec (,mladina”) 1456* 342 76.51
Prva Cetvrt 942 374 60.29
Posednja Cetvrt 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, uoc¢a-
va se znacajno ucestalije pojavljivanje polnog Zara 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 osemenjavaniju,
ali ipak sami po sebi govore o uticaju meduzavisnosti mnogo faktora koji mogu da
utiCu na reprodukciju goveda. Drugim re¢ima, ona mora da se shvati kao feno-
men zivog sveta kao pojava koja se neminovno odvija pod snaznim uticajem oko-
line i podneblja (tla, biljaka, temperature i viage), pa samim tim i pod dejstvom
suncevog svetla i mesec€evih (pro)mena.

Zakljuéak

Na osnovu prikupljenih rezultata osemenjavanja, te njihove interpreta-
cije u relaciji mesecevih (pro)mena i dnevne osuncenosti tokom perioda opservi-
ranja ovih pojava, zapazeno je:

- meseCeve (pro)mene statistiCki ipak zna¢ajno (p<0.05) utiCu na
snaznije ispoljavanje seksualnih manifestacija; estrus, ovulaciju te oplodenje ose-
menjavanih (priplodavanih) krava,

— takode procenat oplodenja osemenjavanih krava bio je statisticki
znacajano bolji (p<0.05) u vreme povecéane dnevne osuncéenosti, nego u vreme
kad je ona bila smanjena, §to pokazuje da svetlost i toplota (temperatura) takode
povoljno uti¢u na seksualne manifestacije: estrus, ovulaciju i oplodenje krava,

— reprodukcija Zivog sveta, posebno visih sisara, odnosno domacih
sisara (goveda) mora uvek da se razmatra u najSirem znacenju delovanja po-
menutih faktora sredine i podneblja koji ih okruzuje. Ovo tim pre, Sto koncepcija
osemenjavanih krava u mnogome zavisi od navedenih ¢inilaca.
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Erski-Bilji¢ Milanka, Bilji¢-Erski A.: PCELINJI VOSAK,
Edicija: APITERAPIJA, knjiga III, Beograd 2004. godine

U okviru edicije Apiterapija pred nama se nalazi i tre¢a knjiga pod
naslovom: PCELINJI VOSAK. Posle izlaska prve dve knjige u ovoj ediciji: PRO-
PILIS i MATICNI MLEé-kraljevski gel, autori su se okrenuli p&elinjem vosku i pri-
redili prvu publikaciju ove vrste na naSem govornom podrucju. | ne samo na
njemu, s obzirom da se u svetskim okvirima nalazi veéi broj zdravstveno-po-
pularnih broSura i manji broj nau¢nih radova o vosku, ali nikada nije postojalo
neko delo koje daje sveobuhvatan prikaz pcelinjeg 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. Biljic-Erski. Knjiga sadrzi 256 stranica, a materija
je raporedena u osam poglavlja, sa literaurom i prikazom recenzija.

Prvo poglavlje nosi naziv Istorijat porekla péelinjeg voska, ko$nica i
voska. U njemu je dat celovit istorijski prikaz o poreklu i koriS¢enju voska kroz
vekove i u raznim delovima sveta, kao i niz ¢injenica koje se odnose na relaciju
koSnice i voska.

U drugom poglavlju — Proizvodnja p€elinjeg voska, ¢itaoci se upo-
znaju sa procesima lu¢enja pcelinjeg voska u telu radilica i ostalim relevantnim
¢injenicama vezanim za ovaj slozeni bioloski 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 Citalaca.

Trec¢e poglavlje nosi naslov — Sakupljanje i obrada, rezidue u péeli-
njem vosku, promet, ¢uvanje i kontrola kvaliteta. U njemu ¢e se na¢i mnogi ko-
risni saveti i uputstva, kao i esencijalni podaci o nacinu sakupljanje i obrade siro-
vog voska, njegove prerade u satne osnove i kako ga osloboditi od rezidua. U
njemu se takode dati svetski standardi vezani za kvalitet i promet voska i njegovo
Cuvanje i zastitu od StetoCina kao na primer, od vostanog moljca, kako za proiz-
vodnju satne osnove do njihovog

U Cetvrtom poglavlju — Svojstva péelinjeg voska autori u edukativ-
nom tonu prezentuju Cinjenice vezane za karakteristike sirovog voska ukazujuéi
na standardne karakteristike i hemijski sastav ekoloski ispravnog sirovog voska.

Peto poglavlje nosi naziv Efekti — dejstva péelinjeg voska i u njemu je
sveobuhvatno dat prikaz farmakolo$kih, klini¢kih i fizioloSkih efekata voska.

Sesto poglavlje je posvec¢eno upotrebi voska i nosi naslov: Upotreba
péelinjeg voska. Kao i u prethodnim knjigama ove edicije autori u ovom poglav-
lju studiozno navode primenu pcelinjeg voska u medicini, stomatologiji, veterini i
kozmetologiji, uz obilje prakti¢nih recepata.
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Sedmo poglavlje nosi naslov Opsta primena pcelinjeg voska i
logiCan je nastavak prethodnog poglavlja. U njemu se navodi moguénost primene
voska u pcelarstvu, za pravljenje sveéa, za metalne kalupe i modeliranje, obradu
hrane, za industrijsku tehnologiju, u tekstilnoj industriji, za lakiranje i poliranje i u
slikarstvu i Stampariji.

Zavrsno poglavlje pod naslovom: Na€in aplikacije, indikacije za
le¢enje, kontraindikacije i ograni¢enja, pravila za primenu, preparati pceli-
njeg voska i terapijska primena pcelinjeg voska, obraduje Siroku 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 nacin,
ali nadasve na nau¢no-struéno potkovanoj osnovi, daje objasnjenje Sta je p&elinji
vosak, principe njegovog delovanja i prakti€nu primenu. Ovim pristupom knjiga
je prilagodena Sirokom rasponu Citalaca od pcelara, naucnih radnika i prakti¢ara
iz oblasti medicine, veterine, stomatologije i kozmetologije do obi¢nih Citalaca ze-
linih saznja 0 ovom nama malo poznatom pc&elinjem proizvodu.

Dr Ivan Pavlovié, visi naucni saradnik
Naucni institut za veterinarstvo Srbije
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Ivanovi¢ SneZana:

CAMPYLOBACTER SPP. IZMEDU ZIVOTINJA I LJUDI,
Edicija: Posebna izdanja, izdava¢ Zaduzbina Andrejevi¢, Beograd 2005. god.

Meso je namirnica koja ¢esto moze da bude uzrok trovanja kod ljudi.
U obzir dolazi Siroki dijapazon mikroorganizama i parazita a pojedina obolenja
dobijaju razmere epizootija sa velikim morbiditetom a ne retko i znacajnim mortal-
itetom. To posebno vazi za bakterije trovace hrane.

Prve ustanovljene bakterije trovadi 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
trovanjaau

poslednje vreme Cesto se govori o bakterijama iz roda Campylobacter
spp. kao trenutno najznacéajnijem alimentarnom uzro¢niku trovanja.

Prema podacima WHO, u zadnijih par godina broj trovanja ljudi prou-
zokovan sa kampilobakterom premasio je broj trovanja izazavanih salmonelama
a enteriti izazvani Campylobacter spp. su bez sumnje vazan svetski problem.

Posebno je ugrozena populacija u zemljama sa intenzivhom proiz-
vodnjom stoke. Kampilobakter se moze preneti sa Zivotinja, kao izvora infekcije,
na ljude, na viSe nacina, naj¢esc¢e preko kontaminiranog mesa, mleka i vode.

Pretpostavka je da se Covek najcesce inficira preko pile¢eg mesa koje
je termicki nije dovoljno obradeno.

Imajuéito uvidu i podatke vezane za istraZivanja o prevalenci i biotipi-
zaciji Campylobacter spp. kod pili¢a i svinja, koja su bili predmet autorove speci-
jalizacije i magistrature, dr Snezana Ivanovi¢ se opredlila da pruzi celoviti prikaz
Campylobacter spp., kako samog mikroorganizma tako i epizootioloSko-
epidemioloski znacaj koji on ima.

Knjiga sadrzi 90 stranica, a materija je rasporedena u 15 poglavlja sa
16 tabela, 3 kolor i 3 crno bele slike. Referenca obuhvata 152 naslova od ¢ega je
16 autocitata.

Posle sazetka i abstrakta sledi tre¢e poglavlje pod naslovom Istori-
jat i podela Campylobacter spp. u kome je koncizno dat prikaz istrazivanja
kampilobakterioze, putevi otkrivanja uzro¢nika i kona¢no njegova taksonomska
podela. U nastavku je dat kratak opis osam vrsta Campylobacter spp. koji su od
znacaja za zdravlje ljudi.

Sledi poglavlje Osobine Campylobacter spp. u kome su objasnjene
bitne karakteristike Campylobacter spp. znmacajne za njegovu determinaciju. U
ovom poglavlju su obuhvaéene morfoloske karakteristike Campylobacter spp.,
stvaranje toksina, metode i podloge za otkrivanje kampilobaktera i slinosti i
razlike izmedu vrsta kampilobaktera.
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Naredno poglavlje nosi naslov Faktori koji uti€u na prezivljavanje
Campylobacter spp. i u njemu su opisani svi biotiCki faktori bitni za prezivljavanje
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 prezivljavanje i patoge-
nost Campylobacter spp. u njima. Obraden je uticaj temparature (hladenja,
suSenja, zamrzavanja, visoke temparature i kisele sredine), osetljivost Campylo-
bacter spp. na zacine 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 Zivine 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 istrazivanja u ovom pravcu su postala od
izuzetnog humanomedicinskog i veterinarskog znacaja. U poglavlju su detaljno
opisane metode ispitivanja osetljivosti Campylobacter spp. prema antibioticima.

Campylobacter spp. je mikroorganizam velike distribucije tako da je
prisutan u spoljasnjoj sredini, u organizmima zivotinja 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 rasirenost u vodi i zemljistu.

Epizootioloski i epidemioloski zna¢aj kampilobakterioze je izuzetno
veliki na Sta ukazuju podatci WHO po kojima je u zadnjih par godina broj trovanja
ljudi prouzokovan sa kampilobakterom premasio broj trovanja izazavanih salmo-
nelamai E.coli. O ovoj problematici govori poglavlje 9. Epizootiologija i epidemi-
ologija kampilobakterioze. Prvi segment — epizootiologija se odnosi na raSire-
nost Campylobacter spp. kod viSe zivotinjskih vrsta — Zivine, svinja, ovaca,
goveda, pasa, macaka i primata. Ovde se nalazi obilje podataka koji upecatljivo
ilustruju rasprostranjenost ovog patogena kod zivotinja za Zivota i u njihovim or-
koji lako mogu postati izvor infekcije svojih viasnika. U logiénom sledu nastavlja
se drugi segment — epidemiologija kampilobakterioze. U njemu su data najnovija
svetska istraZivanja vezana za Sirenje obolenja, rasprostranjenost i klini¢ke simp-
tome na koje treba obratiti paznju. Segment je studiozno obraden i celovit prikaz
celokupne geneze humane kampilobakterioze i izuzetno je interesantan za Siroki
dijapazaon stru¢naka — i lekare i veterinare.

Deseto poglavlje Komentar sumira kompleksnost kampelibakterioze
u korelaciji bioti¢kih i abiotickih faktora spoljne sredine i relacije zivotinja-Covek. U
krajnje analitickom pristupu ovi faktori su sagledani u jednu ekoloSku celovitost
kruzenja, distribucije, prevalence i incidence Campylobacter spp.

Slede Zakljucak, Literatura, indeks pojmova, Re¢nik skracenica i
Summary &ime je ova monografija u potpunosti zaokruzena. Gledana u celini,
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monografija Campylobacter spp. izmedu zivotinja i ljudi, predstavlja jedno
sveobuhvatno Stivo u kome se na stru¢an ali nadasve razumljiv i pristupacan
nacin rasvetljavaju svi znacajni aspekti kasmpilobakterioze i njenog uzro¢nika.
Zbog toga je sa zadovoljstvom preporucujem stru¢njacima i studentima osnovnih
i poslediplomskih studija veterinarske i medicinske struke.

Dr Ivan Pavlovié, viSi naucni saradnik
Naucni institut za veterinarstvo Srbije
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