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ORIGINALNI RAD - ORIGINAL PAPER
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UTICAJ STEPENA LIPOMOBILIZACIJE NA REZULTATE
TESTA OPTERECENJA GLUKOZOM KOD MLECNIH KRAVA

U TOPLOTNOM STRESU"

EFFECT OF DEGREE OF LIPOMOBILIZATION ON RESULTS OF

GLUCOSE TEST IN DAIRY COWS IN HEAT STRESS

M. R. Cincovié¢, Branislava Beli¢, M. Stevancevi¢, B. Toholj, B. Lako,

A. Potkonjak™

*

Krave izloZene toplotnom stresu pokazuju umanjenu sposobnost
mobilizacije lipida zbog povecane osetljivosti na insulin, sto se ogleda
u sniZenoj koncetraciji neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA).
Medutim, pojedine krave mogu da ocuvaju nivo lipidne mobilizacije i
posle adaptacije na toplotni stres. Pretpostavili smo da su krave koje
imaju o¢uvanu sposobnost da mobilisu lipide manje osetljive na insulin
i da slabije toleriSu glukozu. Cilj ovog rada bio je da se uporede rezul-
tati intravenskog testa optere¢enja glukozom, kod krava koje su u pro-
longiranom toplotnom stresu pokazale snizenu (NEFA, <0,20 mmol/l) ili
ocuvanu (NEFA>0,30 mmol/l) sposobnost lipidne mobilizacije.
Merena je koncentracija glukoze i koncentracija NEFA posle intraven-
ske aplikacije glukoze. Srednja vrednost glikemije nije bila statistiCki
znacajno razlicita izmedu dve grupe krava u 10, 15. i 20. minutu posle
aplikacije glukoze (p>0,05), ali je u 10. i 15. minutu postojala tenden-
cija da glikemija bude visa kod krava sa o¢uvanom lipomobilizacijom
(p<0,1). U 30, 60. i 90. minutu posle aplikacije glukoze, glikemija je
bila statistiCki znacajno visa (p<0,01; p<0,05 i p<0,05) u grupi krava
sa ocuvanom lipimobilizacijom. Vrednosti glikemije su bile sledece:
30. minut —9,91+0,21: 9,23+0.41; 60. minut — 5,41+0,5: 4,67+0,33 i
90. minut 4,31+0,39: 3,47+0,37 mmol/l. Srednja vrednost koncentra-
cije NEFA u uzorcima koji poticu od dve ogledne grupe krava nije se
statisti¢ki znaCajno razlikovala posle aplikacije glukoze. Koncentracija
NEFA je bila visa kod krava sa o¢uvanom lipidnom mobilizacijom u od-
nosu na Krave sa snizenom lipomobilizacijom u 20. i 30. minutu posle
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aplikacije glukoze (p<0,1). Posle intravenskog testa opterec¢enja glu-
kozom, koncentracija NEFA i glukoze je u znacajnoj negativnoj korela-
ciji, koja je izraZenija kod krava sa smanjenom lipomobilizacijom. Krave
sa ocuvanom lipomobilizacijom slabije tolerisu glukozu u odnosu na
krave sa umanjenom lipomobilizacijom tokom toplotnog stresa.

Kljune reci: krave, toplotni stres, intravenski test optere¢enja
glukozom, glikemija, NEFA

Uvod / Introduction

Toplotni stres kod mle¢nih krava predstavlja veliki ekonomski i zdrav-
stveni problem. Globalno zagrevanje i Sirenje toplog klimatskog pojasa imaju
negativan uticaj na proizvodnju i kvalitet mleka kod mle¢nih krava u Srbiji (Cin-
covi¢ i sar., 2009). Raniji rezultati ukazuju na fiziCke znake reakcija na toplotni
stres, a to su: poviSena rektalna temperatura, poviSen nivo respiracije i smanjen
unos suve materije hrane (Beli¢ i sar., 2010; Cincovi¢ i sar., 2011a). Promene u
koliCini i kvalitetu mleka, porast rektalne temperature i porast respiracije pred-
stavljaju znac¢ajne elemente kratkotrajne aklimatizacije, a u vezi su sa smanjenim
unosom suve materije hrane (Horowitz, 2002). Krave izloZene visokoj temperaturi
u znatno manjoj meri unose suvu materiju hrane zbog njenog kalorigenog efekta,
zbog €ega organizam troSi sopstvene rezerve i povecava se lipidna mobilizacija
(Beede i Colier, 1986). NaSa istrazivanja na kravama koje su hranjene ad libitum,
pokazala su da tokom toplotnog stresa postoji diurnalno variranje NEFA, tako da
je koncentracija masnih kiselina najviSa u toku najtoplijeg dela dana (Cincovi¢ i
sar., 2010a).

Kasnija istrazivanja u kojima su krave kontinuirano vise dana izlagane
toplotnom stresu pokazuju da je karakteristi¢an nalaz zapravo smanjena koncen-
tracija glukoze i neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA) u krvi (Bernabucci i sar.,
2010; O'Brieni sar., 2010; Cincovi¢ i sar., 2010b). To ukazuje na umanjenu lipomo-
bilizaciju. Ovaj adaptacioni mehanizam nastaje posle nekoliko dana, a objasnjen
je pove¢anom osetljivo$éu na insulin kod krava u toplotnom stresu. Insulin ima
antilipoliti¢ki efekat i pospesuje iskoriS§¢avanje glukoze u ¢elijama (Randle, 1998),
8to je dobar adaptacioni mehanizam, jer se sagorevanjem jednog grama masti
dobija znatno veca koli€ina toplotne energije. PoviSena koncentracija NEFA
povezana je sa smanjenom osetljivoS¢u na insulin (Leblanc, 2010). Shodno nave-
denom, postavljena je hipoteza da krave koje imaju oCuvanu sposobnost lipomo-
bilizacije pokazuju manju osetljivost na insulin i da slabije toleriSu glukozu.

Cilj ovog rada bio je da se uporede rezultati intravenskog testa op-
tere¢enja glukozom kod krava koje su pokazale snizenu ili oGuvanu sposobnost
lipidne mobilizacije u prolongiranom toplotnom stresu.
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Materijal i metode / Material and methods

Organizacija ogleda: Ogled je obavljen na 20 krava holstajn-fizijske
rase koje su bile u drugom i tre¢em paritetu i u sredini laktacije. Krave su drzane u
slobodnom sistemu i hranjene obro€no 2 puta dnevno. Ishrana je bazirana na
silazi i koncentrovanom delu, shodno potrebama krava. Krave su izmuzane dva
puta dnevno u izmuzistima tipa riblja kost sa zatvorenim vakuumskim sistemom.
Objekat je imao duboku prostirku, a mikroklimat je kondicioniran ventilatorima.

Ambijentalni uslovi: U svrhu izvodenja ogleda krave su tokom 7 sunca-
nih, letnjih dana drzane isklju€ivo u ispustu u periodu izmedu dve muze (od 7 do
19 h). Bile su zasti¢ene od direktnog suncevog zracenja. Temperatura i vlaznost
vazduha u ispustu mereni su 3 puta dnevno (10 h, 14 h, 18 h) i izraunavan je in-
deks toplotnog stresa (THI — temperature humidity index). THI je izracunavan
prema formuli mTHI = 0.8 x mAT + (mRH x (MAT - 14.4) + 46.4 (mTHI - srednja
vrednost THI, mAT - srednja atmosferska temperatura (°C), mRH - srednja rela-
tivna vlaznost u decimalama).

TrijaZiranje: Rektalna telesna temperatura, sréana frekvenca i frek-
venca respiracije merene su svakodnevno u periodu od 13 do 15 ¢asova po dva
puta.

Mileénost: Proizvodnja mleka merena je svakodnevno od nultog dana
ogleda u obe muze.

Intravenski test optere¢enja glukozom i metaboliti: Sedam dana nakon
izlaganja sun¢evom zracenju izvrSen je kod svih krava intravenski test opterece-
nja glukozom (0,3 g/kg telesne mase). Sedam dana je potrebno da se u potpu-
nosti ispolji metaboli¢ka aklimatizacija na toplotni stres (O'Brieni sar., 2010), $to je
uslovilo duzinu pripremnog perioda. Glukoza je aplikovana kao sterilni 50%
vodeni ratvor. Posle aplikacije glukoze, krv je uzimana 10, 15, 20, 30, 60, 90.i 120.
minuta. U uzetoj krvi je odredivana koncentracija glukoze (GOT, Point science,
USA) i NEFA (enzimski kineticki metod, Randox, UK) pomocu spektrofotomet-
rijskog analizatora Rayto-RT1904C.

Ogledne grupe i statistika. Na osnovu bazalne koncentracije NEFA do-
bijene od 1. do 7. dana pripremnog perioda formirane su dve grupe krava — grupa
krava sa snizenom lipomobilizacijom (12 krava, bazalna koncentracija NEFA<
0,20 mmol/l) i grupa krava sa o€uvanom lipomobilizacijom (8 krava, bazalna kon-
centracija NEFA>0,30 mmol/l). Ispitivana je statistiCki znaCajna razlika (t-test)
izmedu prosecnih vrednosti koncentracije glukoze i NEFA kod dve eksperimen-
talne grupe krava posle aplikacije glukoze. Ispitivan je znacCaj koeficijenta korela-
cije izmedu glukoze i NEFA kod dve eksperimentalne grupe krava. Koris¢en je
XLSTAT-2010 statisticki paket.
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Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Indeks temperature i vlaznosti vazduha (THI, Temperature Humidity
Index) ukazuju na blag do umeren toplotni stres (grafikon 1). Znaci adaptacije na
toplotni stres su brojni — porast rektalne temperature, porast frekvence respiracije,
porast pa pad sr€ane frekvence i pad proizvodnje mleka. Ove promene se nisu
razlikovale u funkciji koncentracije NEFA, pa su predstavljene kao prosecne vred-
nosti za obe ogledne grupe krava (tabela 1).
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Grafikon 1. Vrednost THI u pripremnom periodu (1-7) i na dan izvodenja testa opterec¢enja
glukozom (8) /
Graph 1. THI values at preparatory period (1-7) and on day of glucose tolerance test (8)

Tabela 1. Frekvenca respiracije i sréane kontrakcije, rektalna temperatura i proizvodnja
mleka u pripremnom periodu (1-7) i na dan izvodenja testa opterecenja glukozom (8) /

Table 1. Frequency of respiration and heart contractions, rectal temperature, and milk production in preparatory
period (1-7) and on day of glucose tolerance test (8)

Rektalna temperatura | Koli¢ina mleka / Respiracija / Sréana frekvenca /
Rectal temperature Milk yield_ L) Respiration, (/min) | Heart rate, (/min)
1 38,75 21,8 56 52
2 38,91 21,5 61 59
3 39 20,64 63 58
4 39,04 20,12 67 57
5 39,05 19,8 68 55
6 39,23 19,9 68 50
7 39,3 19,5 69 53
8 39,07 20 65 56
Utli)ig dana/ <0,01 <0,05 <0,05 NS
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Srednja vrednost glikemije (tabela 2) nije bila statistiCki znacajno
razliCita u 10, 15. i 20. minutu posle aplikacije glukoze (p>0,05), ali je u 10. i 15.
minutu postojala tendencija da glikemija bude viSa kod krava sa o¢uvanom lipo-
mobilizacijom (p<0,1). U 30. minutu posle aplikacije, glikemija je bila statistiCki
znacajno visa kod krava sa o¢uvanom lipidnom mobilizacijom u odnosu na krave
sa umanjenom lipomobilizacijom (9,91 = 0,21: 9,23 = 0.41 mmol/l; p<0,01).
Krave sa oGuvanom lipidnom mobilizacijom su pokazale zna¢ajno visu glikemiju u
60. (5,41 = 0,5:4,67 = 0,33 mmol/l; p<0,05) i 90. minutu (4,31 = 0,39: 3,47 =
0,37 mmol/l; p<0,05) posle aplikacije glukoze.

Tabela 2. Koncentracija glukoze u krvi (mmol/l) posle aplikacije glukoze |
Table 2. Glucose concentration in blood (mmol/l) following glucose application

Koncetracija glukoze (mmol/l) /
Vreme posle aplikacije Glucose _concentration (mmol/])
glukoze (minuti) / Krave sa o8uvanom Krave sa snizenom P
ﬂme ‘qﬂﬂ g]ycose lipidnom mobilizacijom / | lipidnom mobilizacijom /
application (minutes) Cows with preserved lipid | Cows with decreased lipid
mobilization mobilization
0 2,4+0.45 2,6+0.51 NS
10 8,85+0.29 8,4+0.58 NS (<0,1)
15 8,99+0.22 8,66+0.41 NS (<0,1)
20 9,21+0.19 9,02+0.12 NS
30 9,91+0.21 9,23+0.41 <0,01
60 5,41+0.5 4,67+0.33 <0,05
90 4,31+0.39 3,47+0.37 <0,05
120 3,3+0.52 2,8+0.55 NS

Srednja vrednost koncentracije NEFA u uzorcima koji poti¢u od dve
ogledne grupe krava (tabela 3) nije se statistiCki znacajno razlikovala posle aplika-
cije glukoze. Koncentracija NEFA je pokazivala tendenciju da bude visa kod krava
sa ocuvanom lipidnom mobilizacijom u odnosu na krave sa snizenom lipomobili-
zacijom u 20. i 30. minutu posle aplikacije glukoze (p<0,1).

Korelacija izmedu koncentracije glukoze i NEFA posle optereéenja
glukozom je negativna u obe grupe krava, ali je izraZzenija kod krava sa smanje-
nom lipidnom mobilizacijom (-0,541 : -0,612). Ovaj nalaz nije statistiCki znacajan.

Opseg kretanje glikemije i koncentracije NEFA u krvi posle intraven-
skog testa opterecenja glukozom odgovara prethodno dobijenim rezultatima bro-
jnih istrazivac¢a (Jaakson i sar., 2010; Samanc i sar., 2009; Itoh i sar., 1998). Ovo
govori u prilog Cinjenici da krave tokom toplotnog stresa imaju oCuvan sistem za
odrzavanje homeostaze glikemije.
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Tabela 3. Koncentracija NEFA u krvi (mmol/l) posle aplikacije glukoze /
Table 3. NEFA concentration in blood (mmol/l) following glucose application

o Koncetracija NEFA / NEFA concentration (mmol/l)
Vreme posle aplikacije N -
glukoze (minuti) / Krave sa oGuvanom Krave sa snizenom
Time after glicose lipidnom mobilizacijom / lipidnom mobilizacijom / P
application (minutes) Cows with preserved lipid Cows with decreased lipid
mobilization mobilization
Signifikantno po
uslovu ogleda /
0 0,31 0,18 Significant per ex-
eriment conditions
10 0,25+0.09 0,17+0.1 NS
15 0,17+0.09 0,15+0.05 NS
20 0,14+0.05 0,11+0.08 NS (<0,1)
30 0,13+0.07 0,10+0.05 NS (<0,1)
60 0,12+0.04 0,11+0.05 NS
90 0,2+0.025 0,18+0.03 NS
120 0,22+0.05 0,17+0.031 NS

Najveéi broj rezultata ukazuje na to da tokom toplotnog stresa dolazi
do pada koncentracije NEFA i glukoze, bez obzira na uslove ogleda (Ronchi,
1999; Wheelock i sar., 2010). Snizena koncentracija glukoze, uz povisSen klirens
glukoze tokom toplotnog stresa nastaju kao rezultat endokrinih izmena, a pre
svega zbog porasta koncentracije insulina (Itoh i sar., 1998; O'Brien i sar., 2010).
Organizam krava sa o¢uvanom lipomobilizacijom postaje manje tolerantan na
glukozu tokom toplotnog stresa, $to se ogleda u znatno viSoj koncentraciji glu-
koze u 30, 60. i 90. minutu posle testa optere¢enja.

Poznato je da poviSena vrednost NEFA ukazuje na rezistenciju na in-
sulin (Leblanc, 2010; Le Marchan-Brustel i sar., 2003), ¢ime se moze objasniti
smanjeni klirens glukoze kod krava sa vis§im vrednostima NEFA tokom toplotnog
stresa. Medutim, rezultati kod gojaznih krava koje su izlozene toplotnom stresu
pokazuju da ove krave imaju znacajno viSu koncetraciju NEFA, ali znacajno nizu
glikemiju (Cincovi¢ i sar., 2011b), §to je iznenadujuci nalaz ako se uzme u obzir da
su gojazne krave viSe rezistentne nainsulin. Relacija izmedu iskori§¢avanja masti i
glukoze za odrzavanje energetskih potreba kod krava u toplotnom stresu zahteva
dalje istrazivanije.

Zakljucak / Conclusion

Krave sa o¢uvanom lipomobilizacijom slabije toleriSu glukozu u od-
nosu na krave sa umanjenom lipomobilizacijom tokom toplotnog stresa. Posle in-
travenskog testa optereéenja glukozom koncentracija NEFA i glukoze je u znacaj-
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noj negativnoj korelaciji, a ta korelacija je izraZzenija kod krava sa smanjenom lipo-
mobilizacijom.
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ENGLISH

EFFECT OF DEGREE OF LIPOMOBILIZATION ON RESULTS OF GLUCOSE TEST
IN DAIRY COWS IN HEAT STRESS

M. R. Cincovi¢, Branislava Beli¢, M. Stevancevi¢, B. Toholj, B. Lako, A. Potkonjak

Cows exposed to heat stress exhibit a decreased ability to mobilize lipids due
to increased sensitivity to insulin, which is expressed in a decreased concentration of
NEFA. However, certain cows can preserve the level of lipid mobilization after adapting to
heat stress. We assumed that cows that have a preserved ability to mobilize lipids are less
sensitive to insulin and that they have a lower tolerance for glucose. The aim of this work
was to compare the results of an intravenous glucose tolerance test in cows that exhibited,
in prolonged heat stress, a decreased (NEFA<0.20 mmol/l) or preserved (NEFA>0.30
mmol/l) ability for lipid mobilization. Glucose concentration and NEFA concentration were
measured following intravenous application of glucose. The mean glycaemic index value
did not differ statistically significantly between the two groups of cows at 10, 15 and 20 min-
utes after glucose application (p>0.05), but there was a tendency at 10 and 15 minutes for
the glycaemia to be higher in cows with preserved lipomobilization (p<0.1). At 30, 60 and
90 minutes after glucose application, glycaemia was statistically significantly higher
(p<0.01; p<0.05 and p<0.05) in the group of cows with preserved lipomobilization. The
glycaemic index values (mmol/l) shown in the same order (30, 60 and 90 minutes) were as
follows 9.91+0.21: 9.23+0.41; 5.41=0.5: 4.67+0.33 and 4.31=0.39: 3.47=0.37. The
mean value for NEFA concentration in samples originating from the two experimental
groups of cows did not differ statistically significantly following glucose application. The
NEFA concentration showed a tendency to be higher in cows with preserved lipid mobiliza-
tion in comparison with cows with decreased lipomobilization at 20 and 30 minutes after
glucose application (p<0.1). Following the intravenous glucose tolerance test, NEFA and
glucose concentrations were in a significant negative correlation, and that correlation was
more expressed in cows with decreased lipomobilization. Cows with preserved lipomobili-
zation have a lower tolerance for glucose than cows with a decreased lipomobilization dur-
ing heat stress.

Key words: cows, heat stress, intravenous glucose tolerance test, glycaemia, NEFA
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PYCCKUN

BJIMAHUE CTENEHW JINMOMOBWUJINSALIMN HA PE3YJIbTATbI TECTA HATPY3KHU
rNIOKO30M Y MONIOYHUX KOPOB B TEMJIOBOM CTPACCE

M. P. UuHuoBu4, BpaHucnasa benuy, M. CteBaH4yeBud, b. Toxonb, B. Jlako,
A. NMoTKoHAK

KopoBbl, NogBeprHyTbie TEnmoBOM CTPECCY MNOKa3blBAOT YMEHbLUEHHYHO
CMOCO6HOCTb MOOMMN3aLMM NTMMONA0B U3-3a YBENNYEHHON HYyBCTBUTENbHOCTM HA UHCY-
JIVH, YTO MOMEPSETCHA CUIaMn B MOHKEHHOW KOHUeHTpauun HEDA. Mexay Tem, Heko-
TOpble KOPOBbI MOTYT COXPaHUTb YPOBEHb NTMMMAHON MO6UAM3auum 1 nocne agantauyum
Ha Tennosou cTpecc. NpeanonoXXeHo Hamm, YTO KOPOBbI, UMEIOLME COXPAHEHHYIO CMO-
COBHOCTb MOBUNN3NPOBATbL NNMUAbLI MEHbLLE YYBCTBUTENbHbIE HA MHCYIWH 1 cnabee oT-
HOCATCS TepnuUMO rNtoKo3y. Lienb aTor paboTbl 6bina cpaBHUTL pe3ynibTaTbl BHYTPUBEH-
HOW T/IOKO3bl TOMEpaHC TecTa Yy KOpPOB, KOTOPble B MPOSIOHTMPOBAHHOM TEMNSIOBOM
cTpecce nokasanu noHwkeHHyto (HEDA<0,20 mmon/n) wnu coxpaHeHHyto (HEDA>
0,30 Mmon/n) cnocobHOCTb NIUNUAHOM MObunMaauunn. MepeHa KOHLEHTPaLUS rTOKO3bl U
KOoHueHTpaunsa HE®A nocrne BHyTPMBEHHOW anninkaumm rioko3sbl. CpegHAs CTOMMOCTb
rINKEMUN He bbina CTaTUCTUYECKU 3HAYMTENbHO pasnnmyHas cpegun ABYX rpynn KOpoB B
10,15 1 20 MmHyTe Nocne annnukauum riokosbl (p>0,05), Ho B 10 1 15 MUHYTe cyLwlecTBO-
Basia TeHAEeHUMs, 4TO rMnkemus 6yaeTt 66nblue y KOPOB C COXPaHEHHOW NMnomMobunmaa-
umen (p<0,1). B 30, 60 n 90 MMHyTe Nocne annnukaumm riokKo3abl, rnkemns oina crta-
TUCTUYECKM 3HaUUTENBHO 60nbLe (p<0,01; p<0,05 n p<0,05) B rpynne KOPOB C COXPaHEH-
HoW niunomo6bunmsaymen. CTOMMOCTY FMMKeMUM (MMOJ1/IT) NOKasaHbl TaKNM >XXe NOPsiAKOM
(30, 60 n 90 muHyTa) 6bINM cnepytowme: 9,91+0,21; 9,23+0,41; 5,41+0,5; 4,67+0,33 un
4,31£0,39; 3,47+0,37. CpefHsaa CTOMMOCTb KOHUeHTpauum HEDA B obpasymnkax, npuc-
XOAsLWmMe U3 ABYX OMbITHbLIX FPYNN KOPOB HE CTATUCTUYECKN 3HAYUTENBHO pasnuyanach
nocne annnvkauum rnoko3bl. KoHuyeHTpauma HEDA nokasbiBana TeHAeHUmo, 4To 6yaeT
6onee 60MblUasA y KOPOB C COXPaHEHHON NUNUAHON MOOMM3aLMen B OTHOLLIEHMN KOPOB C
NMOHWXEHHOW Nnnomobunuaauuert B 20 n 30 MMHyTe Nocne annaMkaumm ritoko3el (p<0,1).
Mocne BHYTPMBEHHON FNIOKO3bl TOMepaHc TecTa KoHueHTpauusa HEDA v rmiokosbl B
3HaYUTENbHON OTpULaTENBHON KOppensauum, a aTa koppenauus 6onee BbipasuTenbHas
Yy KOPOB C MOHWXEHHOW NMnomobunmaauuen. KopoBbl COXpaHEHHOW nMnomobunmsauyum
cnabee OTHOCATCSA TEPNUMO FOKO3Y B OTHOLLEHWUN KOPOB C YMEHbLUEHHOW NTMNoMOo6buIm-
3aumen B Te4eHme TEnoBOro cTpecca.

KntodeBble crioBa: KOPOBbI, TEMSIOBON CTPECC, BHYTPMBEHHASA MHOK03a, TONepaHc TeCT,
rnnkemusi, HEOA
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PROCENA KOLOSTRALNE ZASTITE TELADI*
EVALUATION OF COLOSTRUM PROTECTION OF CALVES

B. Jonié, B. Dimitrijevié, M. Mirilovié, Sonja Obrenovié, D. Baci¢**

Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita koncentracija ukupnih pro-
teina i ukupnih imunoglobulina u krvnom serumu teladi i na osnovu
toga izvrSi procena rizika oboljenja u prvom mesecu Zivota. Ispitivanje
Jje izvedeno na 23 teleta u farmskim uslovima drZanja, Cije je zdrav-
stveno stanje pra¢eno u prvom mesecu Zivota. Uzorci Krvi uzimani su
punkcijom v. jugularis neposredno po rodenju, 24. i 48. sata, a krvni se-
rum je dobijen spontanom koagulacijom. Koncentracija ukupnih prote-
ina u krvnom serumu odredivana je biuretskom probom, a nivo imuno-
globulina refraktometrijskom metodom koris¢enjem cink-sulfat testa
(ZST).

Proseéna vrednost ukupnih proteina kod teladi neposredno po
rodenju bila je niska i iznosila je 42 + 0,3 g/l. Povec¢anje koncentracije
ukupnih proteina kod teladi nakon unoSenja kolostruma rezultat je ap-
sorpcije kolostralnih imunoglobulina. Visoka pozitivna korelacija ut-
vrdena je izmedu koncentracije ukupnih proteina i ukupnih imuno-
globulina u periodu 24. i 48. sata po rodenju (r,, = 0,92ir,, = 0,75). Na
osnovu rezultata pra¢enja zdravstvenog stanja i vrednosti koncentra-
cije ukupnih proteina u ispitivanom periodu (24-og i 48-og sata) mo-
guce je dati sledec¢u procenu rizika oboljenja novorodene teladi: 1) pro-
teinemija manja od 50 g/l odgovara visokom riziku; 2) proteinemija
izmedu 50 i 54 g/l odgovara srednjem riziku i 3) proteinemija izmedu 55
i 69 g/l odgovara malom riziku za pojavu oboljenja novorodene teladi.

Kljuéne reci: telad, imunoglobulini, rizik, oboljenje

Uvod / Introduction

Znacaj pravovremenog uzimanja adekvatne koli¢ine kvalitetnog ko-

lostruma proizilazi iz ¢injenice da se telad radaju u stanju tzv. fizioloSke agama-

* Rad primljen za $tampu 26. 09. 2011. godine

** Dr sci. med. vet. Branko Joni¢, docent, mr sci. med. vet. Blagoje Dimitrijevi¢, asistent, Kate-
dra za bolesti papkara; dr sci med. vet. Milorad Mirilovi¢, docent, Katedra za ekonomiku i sta-
tistiku; dr sci. med. vet. Sonja Obrenovi¢, asistent, dr sci. med. vet. Dragan Baci¢, docent,
Katedra za zarazne bolesti i bolesti pCela, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beo-
gradu, Srbija
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globulinemije. Naime, sindezmohorijalni tip placente goveda podrazumeva formi-
ranje sincicijuma izmedu maternalnog endometrijuma i fetalnog trofoektoderma,
jasno odvajajuc¢i maternalni od fetalnog krvotoka, ¢ime je spre¢en prenos imuno-
globulina (Ig) (Lazarevi¢ i sar., 2010) i drugih makromolekula sa majke na plod
(Arthington, 2000). Osim imunoglobulina, kolostrum kao prvi sekret mle¢ne Zlez-
de sadrzi i druge bioloSki aktivne supstance (peptidne i steroidne hormone, cito-
kine, poliamine, nukleotide, enzime, tiroksin, laktoferin, lizozome, IGF-1, IGF-2 i
dr.) koji imaju vaznu ulogu u razvoju novorodene teladi (Hagiwara i sar., 2000).
Klase imunoglobulina, prisutne u kolostrumu ispoljavaju individualne varijacije u
zavisnosti od rase, starosti majke, sezone, ishrane i dr. Ipak, moZe se reci da u
kolostrumu najvise ima IgG (85%), zatim IgM (7%) i IgA (5%) (Kehoe i sar., 2007).
Imunoglobulini G klase goveda dele se u dve potklase (G; i Gy), koje su u krvi pri-
sutne u priblizno jednakim koncentracijama, ali s obzirom na to da samo IgG; pre-
lazi iz krvotoka u mleko, 90% IgG kolostruma pripada G, potklasi (Baintner, 2007).

Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu rezultat je zbira po-
jedinih proteinskih frakcija — albumina, alfa, beta i gama globulina (Kraft, 1989).
Poznato je da je nivo albumina u krvnom serumu novorodene teladi konstantan i
da pp ishrana kolostrumom ne dovodi do njegove promene (Reid i Clifford, 1974;
Schwartz, 1980; Arthington i sar., 2000). Takode, koncentracija ukupnih proteina u
novorodene teladi znatno je niza nego kod odraslih goveda. Po prvom uzimanju
kolostruma ove vrednosti se povecavaju od pocetnih vrednosti (44 — 47 g/l), do
prosecnih od 58 g/l i maksimalnih vrednosti od 67 — 74 g/I. Pri tome je utvrdeno da
se nivo alfa-globulina ne menja po uzimanju kolostruma, ve¢ na ovaj porast uticu
beta-globulini do tre¢eg dana po rodenju i gama-globulini sve do osme nedelje
(Larson, 1985).

Uzimanjem kolostruma telad dobijaju zastitna antitela, tzv. ,pasivno
steCeni imunitet”. Adekvatan nivo pasivno steCenog imuniteta je izuzetno vazan
za zdravlje teladi (Wheeler i sar., 2000; Quigley i sar., 2001; Jaster, 2005; Lazerevi¢
i sar., 2010). Telad koja imaju izrazen ,,neuspeS$an prenos pasivnog imuniteta“ —
FAILURE OF PASSIVE TRANSFER, predisponirana su prema oboljenjima diges-
tivnog i respiratornog sistema, oboljenjima septikemi¢nog karaktera kao i drugim
sistemskim oboljenjima. 1z ovoga se jasno vidi znac¢aj pasivno ste€enog imuniteta
(Elizondo-Salazar i Heinrichs, 2008). Utvrdivanje imunskog statusa novorodene
teladi, tj. determinacija stepena globulinemije predstavlja dijagnosticki postupak
od posebnog znacaja u klinickoj praksi, jer se na osnovu ovog parametara
odlucuje o pravovremenom preduzimanju preventivnih mera i, u slu€aju bolesti, o
primeni odgovarajuce terapije (Tyler i sar., 1996; Rea i sar., 1996). Smatra se da je
koncentracija IgG; u serumu teladi ve¢a od 10 g/I, pokazatelj uspeSnog pasivno
steCenog imuniteta i da obezbeduje optimalnu zastitu teladi na infektivne agense
sredine (Parisch, 1990).

Radioimunodifuzija je standardna metoda za odredivanje koncentra-
cije Ig (pasivno ste€enog imuniteta). Medutim, ovo je vremenski zahtevna metoda
i njena primena u rutinskoj dijagnostici trenutno nije izvodljiva. S druge strane, s
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obzirom na to da su lg deo proteinskih frakcija seruma, Cija se koncentracija
povecCava po uzimanju i apsorpciji sastojaka kolostruma, koncentracija ukupnih
proteina u serumu se moze uzeti kao mera za pasivno steceni imunitet no-
vorodencadi (Hopkins i sar., 1984).

Na trzistu postoje komercijalni test paketi (zasnovani na ELISA me-
todi), ali su prili¢éno skupi i zahtevaju sofisticiranu opremu za izvodenje (Sedlinska
i sar., 2005; Vandeputte i sar., 2011). Zbog toga je cilj ovog istrazivanja procena
imunskog statusa teladi odredivanjem koncentracije ukupnih proteina i imuno-
globulina u krvnom serumu primenom dva prihvatljiva i pouzdana testa (biuret-
skog i cink-sulfat testa) za procenu rizika oboljenja teladi u prvom mesecu Zivota.

Materijal i metode / Material and methods

U periodu februar-mart, na farmi visokomle¢nih krava, holStajn-fri-
zijske rase, za ispitivanje su odabrana 23 teleta (10 Zenskih i 13 muskih). Ova telad
su ukljucena u ispitivanja nakon klinickog pregleda. Odabrana telad imala su rav-
nomernu obraslost tela i pupka dlakom, pravilnu probijenost i polozaj sekuti¢a u
gingivi donje vilice, bez znakova asfiksije i sa minimalnom telesnom masom od 35
kg pri rodenju. Telad kod kojih su bili prisutni kliniCki poremecaiji vitalnosti ili su us-
tanovljene telesne anomalije kao i blizanci, nisu ukljuCena u ispitivanja.

Za klini¢ku procenu vitalnosti teladi koriS§¢ena je shema prema prepo-
ruci VIRGINIA APGAR (1974) koja se koristi u humanoj medicini za procenu vital-
nosti novorodene dece. Ova shema koristi se uz odredene modifikacije i u veteri-
narskoj medicini (Borg, 1981). Prema ovoj shemi kod teladi se ocenjuju: reakcija —
promena poloZaja glave nakon termicke stimulacije (hladnom vodom), refleksi
ocne jabucice i papaka nakon mehanicke stimulacije, disanje i boja sluznica. Za
svaki od navedenih parametara dodeljuju se poeni od 0 do 2 (0, 1, 2). Na osnovu
zbira poena odreduje se stepen vitalnosti novorodene teladi, tako da se klasifikuju
kao vitalna (7-8 poena), slabo vitalna (5-6 poena) i avitalna (0-4 poena). Ocenji-
vanje teladi po ovoj shemi obavljeno je dvokratno (ujutru i uvece) tokom trajanja
ogleda. Krv teladi dobijena je punkcijom v. jugularis neposredno po rodenju, 24. i
48. Casa po rodenju. Nakon spontane koagulacije krvi, u izdvojenom krvnom se-
rumu odredena je koncentracija ukupnih proteina i ukupnih imunoglobulina.

Telad su u prvih 36 sati zivota napajana kolostrumom svojih majki, ad
libitum. Telad oteljena tokom vecCernjih sati dobila su prvi napoj kolostruma tek
narednog dana, nakon jutarnje muze. Telad oteljena u noénim i jutarnjim satima
su takode dobila prvi napoj kolostruma nakon jutarnje muze. Ovakvim nacinom
napajanja nije osigurano da svako tele dobije dovoljnu koliCinu kolostruma
izmedu 12 i 36 sati po rodenju, tj. u vremenu kada je apsorpcija Ig jo$ uvek zado-
voljavajuc¢a. Od 36. sata Zivota telad su pila zbirno mleko, nakon jutarnje i ve€ernje
muze. Temperatura mleka je bila oko 38°C.

Kod teladi koja su pokazivala klinicke znake oboljenja u toku ogleda
primenjivana je odgovarajuca terapija.
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Koncentracija ukupnih proteina odredivana je biuretskom metodom,
koris¢enjem komercijalnog test paketa (Bioanalytica, Srbija), merenjem absor-
bancije, A=540 nm, na spektrofotometru VetScreen, Biochemical Systems (ltaly).
Rezultati su izrazeni u g/I.

Koncentracija ukupnih imunoglobulina odredivana je refrakto-
metrijski, cink-sulfat testom. Cink-sulfat test (ZST) izveden je po modifikovanoj
McEvan-ovoj metodi (McEvan i sar., 1974). U ovom testu se kori§éenjem refrak-
tometra odreduje stepen zamucenja (turbidimetrija) nastao dodavanjem 1,7 mi
0,7 mM rastvora cink-sulfata u 25 ul ispitivanog seruma, uporedivanjem sa
zamucenjem standarnog seruma poznate koncentracije (u razblaZzenjima sa kon-
centracijom od 4, 8, 10, 15, 20i 25 g/l). Rezultati su izrazeni u ZST jedinicama (g/l).
Jedna ZST jedinica odgovara koncentraciji od 1 g/l proteina (McEvan i sar., 1974).

Statisticka obrada podataka / Statistical processing of data

Dobijeni rezultati obradeni su deskriptivnim statistickim metodama.
Statisticka znacajnost razlika odredena je putem ANOVA testa, kori§¢enjem
Tukey-ovog testa (Graph Pad Prism 4.00, Ca, USA), a minimalni nivo statisti¢ke
znacajnosti je p<0,05.

Rezultati / Results

Rezultati ispitivanja koncentracije ukupnih proteina i Ig u ispitivanim
periodima prikazani su u tabeli 1 i na grafikonu 1.

Tabela 1. Deskriptivni statistiCki parametri koncentracije ukupnih proteina u krvnom
serumu teladi (n=23) u ispitivanim periodima /

Table 1. Descriptive statistical parameters for concentration of total proteins in blood serum of calves
(n=23) for examined periods

0 sati / 0 hours 24 sata / 24 hours 48 sati / 48 hours
Parametri / Ukupnl ZST Ukupnl ZST Ukupni ZST
Parameters proteini jedinica proteini jedinica rotgini jedinica
Total proteins|  ZST unit | Total proteins| ZST unit P @) ZST unit
9/ (a/) (a/) (a/) (a/)
X 41,16XY 1,65aW 59,00% 19,699 60,68Y 21,04W
SD 2,43 0,83 11,69 10,27 8,53 9,91
CV 5,90 57,3 19,81 52,15 14,06 47,10
Sx 0,50 0,27 2,44 2,14 1,78 2,96
I\ 35,40-45,24 1-3 45-72 4-38 45-83 6-43

Istim slovima oznaene su znacajne razlike: x, y, g, w, p < 0,01 /
Same letters mark significant differences: x, y; q, w p< 0.01
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Na osnovu statistiCke analize ustanovljeno je da je koncentracija uku-
pnih proteina neposredno po rodenju (0 sata) iznosila 41,16 + 2,43 g/l, Sto je sta-
tistiCki znacajno manje (p <0,01) od koncentracije ukupnih proteina 24 sata posle
rodenja 59,00 = 11,69 g/I. Nije ustanovljena signifikantna razlika izmedu koncen-
tracije ukupnih proteina 24 i 48 ¢asova nakon rodenja (p > 0,05). Gotovo istovetni
odnos je ustanovljen poredenjem rezultata ZST. Vrednosti dobijene nultog sata
bile su statistiCki vrlo zna¢ajno razli¢ite u odnosu na vrednosti ZST nakon 24 sata
(p <0,01). Poredenjem vrednosti dobijene ZST nakon 24 i 48 sati nije ustanovljena
statistiCka znaCajnost razlika (p > 0,05).

o
60
50
40 —
30
20 _ - —_
10 =
0 = ; ! ; :
0 24 8 n
\ ——Proteini / Proteins __— =ZST | 25T |

Grafikon 1. Prosecne vrednosti koncentracije ukupnih proteina i imunoglobulina u ispitiva-
nim vremenskim periodima /
Graph 1. Average values for total protein and immunoglobulin concentrations at examined time periods

Na grafikonu 1 prikazane su srednje vrednosti koncentracije ukupnih
proteina i imunoglobulina u serumu ispitivane teladi. Neposredno posle rodenja
srednje vrednosti ukupnih proteina u serumu bile su niske, dok su vrednosti imu-
noglobulina (odredene ZST) skoro nemerljive. Jasno povec¢anje koncentracije uk-
upnih proteina uo¢eno je 24. sata Zivota. Ove vrednosti pratilo je i povec¢anje vred-
nosti koncentracije ukupnih imunoglobulina. Slede¢eg dana (48 sati) vrednosti su
dostigle svoj maksimum, 60,68 + 8,53 g/l za ukupne proteine, odnosno
21,03 = 9,91 g/l za imunoglobuline. Odnos prikazan na grafikonu 1 kao i &injenica
da su 1/3 proteina imunoglobulini, upuc¢uje na povezanost odnosa ova dva para-
metra (proteina i imunoglobulina). To je i prikazano u grafikonima 2 i 3, posebno
za 24 i 48 sati zivota teladi.

Korelacionom analizom izmedu koncentracije ukupnih proteina i imu-
noglobulina prva 24 sata posle rodenja ustanovljen je koeficijent korelacije 0,92, a
za 48 sati nakon rodenja 0,75. Ovakvi koeficijenti korelacije ova dva parametra
predstavljaju visoku korelacionu zavisnost.

Znacaj imunog statusa na zdravstveno stanje teladi ustanovljen je
pra¢enjem njihovog zdravstvenog stanja u toku 30 dana, na osnovu sledecih
parametara: vremenski interval izmedu porodaja i pojave prvih znakova oboljenja;
trajanje tipicnih klinickih simptoma oboljenja; pocetak klinickog poboljsanja; pot-
puno klini¢ko izleCenje, ukupno trajanje oboljenja i ocene vitalnosti. Na osnovu
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ovih parametara ispitivana telad su podeljena u tri grupe. Dobijeni rezultati prika-
zani su u tabeli 2.

24 sata | 24 hours

304 Y=39,30+1,01 x;
1y =092

+ proteini / proteins

Ukupni proteini / Total proteins, g/|

0 1'0 2'0 3'0 4'()
ZST [ Z8T, gl
Grafikon 2. Regresiona analiza odnosa koncentracije ukupnih proteina i Ig 24 ¢asa posle

rodenja /
Graph 2. Regression analysis of ratio between concentration of total proteins and Ig 24 hours after birth

48 sati / 48 hours
901

Y=45,18+0,75x;
801 ry=0,75

704
601
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501

40

Ukupni proteini / Total proteins, g/l

0 10 20 30 40 50

ZST [ ZST, g/l

Grafikon 3. Regresiona analiza odnosa koncentracije ukupnih proteina i Ig 48 ¢asova posle
rodenja /

Graph 8. Regression analysis of ratio between concentration of total proteins and Ig 48 hours after birth

Statistickom analizom rezultata ZST ustanovljena je statistiCki znacaj-
no veéa koncentracija (p <0,01) imunoglobulina kod teladi tre¢e grupe starosti od
24 sata (30,66 = 5,18) u odnosu na telad druge (15,40 + 2,28) i prve grupe
(5,75 = 1,30). Takode je znacajno vecéa i koncentracija imunoglobulina kod teladi
druge grupe 24. sata Zivota u odnosu na telad prve grupe. Analizom koncentracije
ukupnih proteina kod eksperimentalne teladi ustanovljeno je da je statistiCki
znacajno veca koncentracija ukupnih proteina kod Ill grupe (71,66 = 5,24) u od-

nosu na koncentraciju proteina Il (53,10 = 8,13) il (45,50 * 9,45) grupe teladi (p <
0,01).
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Tabela 2. Procena uticaja imunog statusa teladi na zdravstveno stanje teladi /
Table 2. Evaluation of effect of calves immune status on their health condition

Grupa / Group I 1l I}
Interval izmedu porodaja i pojave prvih znakova

oboljenja (u danima) / Interval between birth and| 2,25 + 0,43 5+0,84 15 + 1,22
appearance of first signs of disease (in days)

Trajanje tipi¢nih klini¢kih simptoma oboljenja do 36 sati /
(u danima) / Duration of typical clinical symptoms| 11,5 = 1,80 4,5 + 0,67 up to 36 hours
of disease (in days) P

Pocetak klinickog pobolj$anja (u danima) / unutar 36 sati /
Onset of clinical recovery (in days) 14,45 £ 0,5 81083 within 36 hours
Potpuno klinicko izleGenje (u danima) / za 36 sati /
Full clinical recovery (in days) 16505 11,1+094 in 36 hours
Ukupno trajanje oboljenja (u danima) / 36 sati /
Total duration of disease (in days) 14,24 = 0,07 6,1+ 0,05 36 hours
Ocena vitalnosti /

Assessment of vitality 3512 48x26 68+12

Grupa | (n =4) teSko obolela telad (telad sa visokim rizikom) /

Group I (n =4) gravely ill calves (high-risk calves)

Grupa Il (n=10) srednje obolela telad (telad sa srednjim rizikom) /
Group II (n=10) calves with medium grave disease (medium-risk calves)

Grupa lll (n=9) zdrava i lako obolela telad /

Group III (n=9) healthy and calves with mild form of disease

Tabela 3. Vrednosti ispitivanih parametara krvnog seruma teladi podeljene u tri grupe /
Table 3. Values of examined blood serum parameters in three groups of calves

Grupa | / Group I Grupa Il / Group IT Grupa lll / Group IIT
Mere n =4) n=10) (n=9)
varijacije / . " . - ; .
Variation ZST/ |Ukupni proteini/| ZST/ |Ukupni proteini/| ZST/ |Ukupni proteini/
measures z8T Total proteins Z8T Total proteins 8T Total proteins
(a/l) (a/l) (a/l) (a/l) (a/l) (a/l)
24 sata / 24 hours
X 5,75%Y 45,59 15,4%2 53,1W 30,66Y27 71,66q%
SD 1,3 9,45 2,28 8,13 5,18 5,24
CV 32,5 20,82 14,18 2,13 19,5 7,32
Sx 0,65 4,73 0,72 0,35 1,99 1,74
\Y 4-7 45-47 12-20 51-55 23-38 63-79
48 sati / 48 hours
X 6,5%Y 49,7549 18,9%2 59,10W 29,88Y2 67,774
SD 0,70 3,86 3,14 4,57 7,92 7,07
CVv 7,69 7.8 16,61 7,61 16,50 10,4
Sx 0,25 1,93 0,94 1,47 2,5 2,23
I\ 6-7 45-55 15-26 51-65 21-43 61-83

Istim slovima oznacene su signifikantne razlike: x, y, g, w, p < 0,01 /
Same letters mark significant differences: x, y; g, w, p <0.01
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Kod sve tri grupe teladi 48 Casova nakon rodenja izmedu navedenih
parametara bile su identiCne signifikantne razlike. Naime, kod Ill grupe teladi
znacajno je vec¢a koncentracija ukupnih proteina i ukupnih imunoglobulina (ZST)
u odnosu na | i Il grupu teladi (p < 0,01). Analizom je ustanovljeno da postoiji i
znacajna razlika kod oba parametra izmedu | i Il grupe teladi (p < 0,01).

Diskusija / Discussion

Pre prvog unoSenja kolostruma koncentracija ukupnih proteina u
krvnom serumu ispitivane teladi prosecno je iznosila 41,16 + 2,43 g/I. Ovim su
potvrdeni rezultati ispitivanja Perino i sar. (1993), koji su ustanovili da je gornja
granica proteinemije u teladi pre prvog uzimanja kolostruma ispod 42 g/I. Ovakav
nalaz proteinemije je prihvatljiv, s obzirom na to da se telad radaju u stanju
fizioloSke agamaglobulinemije. Po prvom uzimanju kolostruma prosec¢ne vred-
nosti koncentracije ukupnih proteina su se povecale na 59,00 = 11,69 g/I, Sto je u
saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Larson, 1985). Koncentracija ukupnih
proteina u krvnom serumu ispitivane teladi 48 sati posle rodenja iznosila je
60,68 = 8,53 g/l. Ove vrednosti su nesto vece od onih koje u svojim ispitivanjima
navode Braun i sar. (1983). Prema navodima ovih autora ovo povecanije je rezultat
povecanja koncentracije beta i gama globulina u krvi teladi. Uo¢eno znatno
povecanje nivoa proteina u toku prvog dana zivota rezultat je uzimanja kolos-
truma odnosno resorpcije prisutnih antitela (Hopkins, 1984; Perino, 1993). Kao
razlozi za varijacije koncentracije ukupnih proteina u krvnom serumu teladi na-
vode se razliCit sadrzaj proteina u kolostrumu, individualna resorptivna sposob-
nost sluznice creva novorodene teladi i nacin uzimanja kolostruma (sisanjem ili
napajanjem) (Rajala i sar., 1995; Fratri¢ i sar., 2005). Pasivni imunitet novorodene
teladi iskljucivo se zasniva na uzimanju kolostruma. Izmedu vrednosti koncentra-
cija ukupnih proteina i imunoglobulina prvog i drugog dana zivota postoji po-
zitivna korelacija (grafikon 2 3), $to ukazuje na usku povezanost ova dva parame-
tra (Schwartz, 1980). Pritome, treba imati u vidu da se sposobnost resorpcije imu-
noglobulina iz kolostruma smanjuje za 50 % nakon 6 sati, (Fratri¢ i sar., 2005), a u
potpunosti prestaje nakon 24 do 36 sati od rodenja (Elizondo-Salazar i Heinrichs,
2008; Lazarevi¢ i sar., 2010; Gvozdi¢ i sar., 2010).

Izmedu refraktometrije i drugih metoda za odredivanje koncentracije
ukupnih proteina u krvi teladi postoji pozitivna korelacija. Tako je opisana po-
zitivna korelacija sa koeficijentom korelacije od r,, = 0,95 izmedu refrakto-
metrijske i biuretske probe (Sedlinska i sar., 2005). Pozitivhu korelaciju izmedu re-
fraktometrijski dobijenih koncentracija ukupnih proteina i ukupnih imunoglobulina
dobijenih agar gel radijalnom imunodifizijom (r,, = 0,71) utvrdili su McBeath
(1971) i Reid i Clifford (1974), zakljuCivSi da je koncentracija proteina 75%
uslovljena promenama koncentracije imunoglobulina (grafikon 1). Na osnovu te
¢injenice, ovi autori navode da se refraktometrijsko odredivanje proteina moze
smatrati pouzdanim za utvrdivanje koncentracije imunoglobulina u krvnom se-
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rumu. Nize koncentracije ukupnih proteina u serumu ogledale su se i u nizim kon-
centracijama imunoglobulina. Nase ispitivanje je potvrdilo istrazivanja ovih i dru-
gih autora (Donovan, 1986; Quigley, 2001; Jaster, 2005), po kojima je veéi sadrzaj
imunoglobulina u krvnom serumu teladi uslovljen ve¢om koncentracijom ukupnih
proteina.

RazliCita patoloSka stanja, poput, enteropatija, intenziviranje kata-
bolickih procesa gama globulina, eksikoze (Borg, 1981) dovode do pada ili
povecanja ukupnih proteina i promena u relativnom odnosu pojedinih proteinskih
frakcija krvnog seruma (Stober i sar., 1990).

Pojedini autori su ispitivali odnos izmedu niskih nivoa imunoglobulina
i ukupnih proteina u serumu i povec¢ane prijemcivosti novorodencadi za infektivna
oboljenja. U literaturi su navedene vrednosti koncentracije ukupnih proteina
krvnog seruma ispod 58 g/I (Hopkins i sar., 1984) odnosno ispod 60 g/l (Larson,
1985; Biswal i sar., 1993) prvog dana zivota, koje ukazuju na poveéanirizik za nas-
tanak sistemskih oboljenja teladi. Prema drugim autorima, telad sa nivoom pro-
teinemije manjim od 55 g/I ¢eSc¢e obolevaju nego ona sa vrednosc¢u iznad 55 g/l.
Interesantno je da su nize vrednosti od 50 g/l proteina u serumu ustanovljene kod
teladi koja su istovremeno obolevala od dijareje i pneumonije (Beyer, 1988; Mo-
hamed i sar., 1991). Po misljenju ovih autora, vrednosti koncentracije ukupnih pro-
teina u serumu ispod 50 g/l odraz su smanjenog nivoa imunoglobulina, tako da te-
lad nisu adekvatno zasti¢ena od izazova sredine. Da bi se smanijio rizik za nas-
tanak oboljenja kod teladi, na osnovu dobijenih rezultata koncentracije ukupnih
proteina, Braun i saradnici (1983) smatraju da vrednosti od 55 do 69 g/l ukazuju
na optimalnu zastitu, a da vrednosti ispod 50 g/I ukazuju na nedovoljnu zastitu i
predispoziciju za nastanak bolesnih stanja. Prema novijim saznanjima, kao gra-
ni¢na vrednost za dobro snabdevanje adekvatnom koli¢inom kvalitetnog kolos-
truma smatra se koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu teladi veéa od
52 g/l (Wheeler, 2000). U nasem ispitivanju telad sa dramaticnom klinickom
slikom (ocena vitalnosti ispod 5) imala su u serumu smanjene vrednosti ukupnih
proteina i imunoglobulina u odnosu na telad koja su lakSe obolela ili koja nisu is-
poljavala klinicke simptome bolesti. Kod teladi sa viSim vrednostima koncentracije
ukupnih proteina i imunoglobulina u krvnom serumu vreme od pojave prvih
klini¢ih simptoma bolesti do prvih znakova ozdravljenja bilo je krace i oporavak je
bio brzi (tabela 2i 3).

Zakljucak / Conclusion

Rezultati ispitivanja u ovom radu ukazuju na to da je neadekvatna kon-
centracija imunoglobulina u krvnom serumu teladi direktno povezana sa vec¢im
rizikom od nastajanja poremecaja zdravlja pre odlucivanja. To je razlog Sto se
predlaze da se koncentracije imunoglobulina i ukupnih proteina u krvnom se-
rumu, u 24. satu zivota, koriste kao indikatori stepena imunske zastite. Odredi-
vanje ovih parametara moze se izvrsiti primenom jednostavnih i pouzdanih me-
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toda. Uticaj pasivno steCene imunske zastite na zdravlje teladi ukazuje na znacaj
strategije upravljanja u tehnoloSkom procesu na farmama visokomle¢nih krava
kako bi se blagovremeno utvrdili propusti u odgoju novorodene teladi i na taj
nacin sprecilo nastajanje bolesnih stanja u ranoj fazi njihovog zivota.
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ENGLISH

EVALUATION OF COLOSTRUM PROTECTION OF CALVES
B. Jonié, B. Dimitrijevi¢, M. Mirilovié, Sonja Obrenovié¢, D. Baci¢

The aim of these investigations was to examine the concentration of total pro-
teins and total immunoglobulins in blood serum of calves and on the bases of the obtained
results to evaluate the risk of their contracting a disease in the first month of life. Examina-
tions were carried out on 23 calves maintained in farm conditions, whose medical condition
was monitored in the first month of life. Blood samples were taken by puncture from the v.
Jjugularis immediately at birth, and at 24 and 48 hours after that, and blood serum was ob-
tained by spontaneous coaggulation. The concentration of total proteins in blood serum
was determined using biuretic probe, and the immunoglobulin level using the refractomet-
ric method with the zinc-sulphate test (ZST).

The average value of total proteins in calves immediately at birth was low and
stood at 42+0.3 g/I. The increased concentration of total proteins in calves after the intake
of colostrum is a result of the absorption of colostrum immunoglobulins. A high positive
correlation was established between the concentration of total proteins and total immuno-
globulins at 24 and 48 hours after birth (r,, = 0.92 and r,, = 0.75). Based on the results of
monitoring the health condition and the values for total protein concentrations during the
examined period (24 and 48 hours after birth) it is possible to make the following risk
evaluation regarding diseases in newborn calves: 1) proteinaemia lower than 50 g/l pres-
ents a high risk; 2) proteinaemia between 50-54 g/l presents a medium risk: and, 3) protein-
aemia between 55-69 g/l presents a low risk for diseases occurring in newborn calves.

Key words: calves, immunoglobulins, risk, disease

PYCCKUA

OLIEHKA KOJNIOCTPAJIbHOW OXPAHbI TENAT
B. WoHuu, 6. OQumntpnesuy, M. Mupnnosuy, Consi O6peHoBuy, [l. Bayuy

Llenb aTtoro uccnepgoBaHusa Obinia UCMbITaTb KOHLEHTPALUIO COBOKYMHbIX
NPOTEUHOB M COBOKYMHbIX MMMYHOIO6YNIMHOB B KPOBSHOM CEpyMe TENAT U Ha OCHOBE
3TOro COBEPLUNTb OLIEHKY prcKa 3aboieBaHmns B NepBOM MeCsLe XXM3HW. McnbiTaHne cae-
naHo Ha 23 TenéHka B (PepMHbIX YCMOBUAX COAepXaHud, Yb€ COCTOSHME 340pOBbSA
CrnexXXeHo B NepBOM MecsLe xun3Hu. Obpasynkun Kposu 6paHbl MyHKUMEN v. jugularis Henoc-
peACTBEHHO nocrne poxaeHus, 24-oro 1 48-oro 4aca, a KpoOBSHOW CepyM MOMyYeH CroH-
TaHHOW Koarynsaumen. KoHueHTpaums COBOKYMHbIX MPOTEUHOB B KPOBSHOM CEpyMe ornpe-
JenbiBaHa buypeTtumyeckon npobon, a ypoBeHb MMMYHOr 106y IMHOB pedpakToMeTpuyec-
KM METOAOM MOoSib30BaHNeM UUHK-cynbdat tecta (LICT).

CpepfHsas CTOMMOCTb COBOKYMHbIX MPOTENHOB Y TENSAT HEMNOCPEACTBEHHO MO-
cne poxaeHus 6bina Hu3Kasa u coctasnsna (B cymme) 42+0,3 r/n. YBennyeHvme KOHUeH-
Tpayuy COBOKYMHbIX NMPOTEUHOB Y TEMAT MOCe BHECEHUS KOMOCTpyma pesynbTar ab-
copéummn KOMoCTpanbHbIX MMMYHOrO6YIMHOB. Bbicokas monoxxuTenbHas Koppenauus
yTBEPXAEHA MeXAy KOHLEHTpauuen COBOKYMHbIX MPOTENHOB M COBOKYMHbIX UMMYHO-
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rnoGynnHOB B neproge 24-0ro 1 48-0ro Yaca nocrie poxaeHus (pyy=0,92 n py,=0,75). Ha
OCHOBE Pe3ynbTaToB CINEXKN COCTOSHUA 340P0BbS U CTOMMOCTU KOHLEHTpaLum COBOK-
YMHbIX MPOTEMHOB B UCMbITbIBAHHOM repuoge (24-oro 1 48-oro yaca) BO3MOXHO AaThb crie-
OYIOLLYIO OLEHKY pucka 3ab0neBaHnsa HOBOPOXKAEHHbBIX TENAT: 1) MPOTEMHEMUSA MEHbLUE
50 r/n oTBEYaET BbICOKYMY PUCKY; 2) MpoTeuHemus cpeamn 50-54 r/n oTBeyaeT cpegHemy
pucky n 3) NnpoTenHemns cpegm 55-69 r/n oTBevaeT ManeHbKOMy pUcKy Ans 3abonesa-
HWUS1 HOBOPOXXAEHHbIX TENAT.

KntodeBble croBa: TensaTa, UMMYHOT 06y IMHbI, pUCK, 3aboneBaHne
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PROCENJIVANJE PLODNOSTI BIKOVA NA OSNOVU
NEPOVADANJA KRAVA (NON-RETURN METOD)
EVALUATING BULL FERTILITY BASED ON NON-RETURN METHOD

I. Prka, D. Vukovié, S. Perkovié™

Za ocenu reproduktivnih rezultata krava i junica koriste se razliciti
parametri plodnosti i to servis period, indeks osemenjavanja, medute-
lidbeno vreme i drugo, a za bikove u priplodu vrednosti dobijene non-
return metodom. Da bi ejakulat u Centrima za v.o. bio uzet u dalju
obradu potrebno je da se zadovolje propisani parametri kvaliteta. Oce-
na parametara ejakulata obuhvata makroskopsku (volumen, boja, kon-
zistencija, miris i pH vrednost) i mikroskopsku ocenu (pokretljivost,
gustina, procenat Zivih i patoloski oste¢enih spermatozoida).

Pored kvaliteta sperme i plodnosti Zenske jedinke, na rezultate
non-return metode utice i itav niz egzogenih uzroka (godisnje doba,
starost, rasa, tehnika osemenjavanja) koji imaju ne mali uticaj na krajnji
rezultat osemenjavanja — steonost.

U cilju dobijanja sto objektivnijeg rezultata plodnosti bikova, pris-
tupilo se resavanju sledecih zadataka: 1. da se non-return metodom
izrac¢una plodnost bikova na preko 10.000 po prvi put osemenjenih
krava — junica, u periodu od 6 godina i 2. da se analizira uticaj kvaliteta
semena, godisnjeg doba, starosti plotkinje i bika, rase bika na dobijene
rezultate plodnosti.

Kljuéne reci: parametri plodnosti, ejakulat bika, parametri kvaliteta,
non-return metod.

Uvod / Introduction

Proizvodnja kvalitetnog duboko zamrznutog semena je preduslov sa
uspesno vestatko osemenjavanje. U centrima za ve$taCko osemenjavanje u
oceni plodnosti bikova vrlo Cesto se koristi non-return metod, &ije se vrednosti
unose pored selekcijskih osobina i u katalog bikova.

* Rad primljen za $tampu 29. 06. 2011. godine

** |gor Prka, dr vet. spec., StoGarsko-veterinarski centar Krnja¢a, Beograd; dr sci. med. vet.
Dragan Vukovi¢, profesor, Katedra za porodiljstvo, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veteri-
narske medicine, Srbija; dr Stevan Perkovi¢, nau¢ni savetnik, StoCarsko-veterinarski centar
Krnja¢a, Beograd
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Non-return metod je definisan kao mera broja i procenta osemenjenih
plotkinja u odredenom vremenskom periodu. Ako se za 60 do 90 dana ili izo-
stanka 3 do 4 ocekivanih ciklusa nisu ,vratile” na ponovno osemenjavanje pret-
postavlja se da su steone. Na rezultate ove metode utiCe Citav niz Cinilaca od kojih
su na prvom mestu oplodna sposobnost (kvalitet) sperme i fertilitet Zenske
jedinke. Pored ovih postoje i mnobrojni egzogeni uzroci (klima, starost, rasa, teh-
nika osemenjavanja), koji imaju ne mali uticaj na krajnji rezultat osemenjavanja —
steonost. Metode kori§¢ene za procenu plodnosti treba da budu prakti¢ne, pre-
cizne, da daju rezultate i da budu ekonomicne. Non-return je pokazatelj, ali nije di-
rektno merenje plodnosti. Takode, rezultati steonosti dobijeni na ovaj nacin su za
nekih deset posto veci od onih dobijenih rektalnim ili ultrazvu¢nim pregledom.
Osim same plodnosti na pouzdanost podataka mogu uticati i sledece situacije:
pogresna identifikacija krave kod narednog osemenjavanja, prodaja negravidnih
zivotinja, kasnije parenje sa bikom ili osemenjavanje od strane drugog centra za
v.0. U domacoj strucnoj literaturi malo je i skoro nikako obradivana tematika koja
se bavi odnosom parametara kvaliteta semena koji se odreduju u laboratorijama
Centara za v.o. i rezultatima plodnosti bikova koji se prikupe sa terena non-return
metodom. Kada je re€ o stranoj stru¢noj literaturi situacija je nesto bolja. Postoje
radovi koji se bave analizom uticaja kvaliteta semena i rezultata plodnosti bika na
terenu.

ZakljuCak je da prilikom analize rezultata vestatkog osemenjavanja
dobijenih non-return metodom treba uzimati u obzir sve navedene faktore, radi
dobijanja Sto tacnijih rezultata plodnosti bikova u priplodu.

Materijal i metode rada / Material and methods

Ispitivanje je obavljano na 30 bikova iz StoCarsko-veterinarskog centra
Krnjaca koji pripadaju razliCitim rasama: 3 monbelijar, 23 simentalske, 2 holstajn-
frizijske, 1 crveni holStajn i 1 Sarole rase. Analizom je obuhvac¢eno preko 10.000
prvi put osemenjenih krava i junica u periodu od 1999. do 2004. god., sa podrucja
opstina Leskovac, Vugje, Vladi¢in Han i Surdulica. Kori§¢eni su podaci dobijeni iz
uredno i precizno vodenih evidencija o osemenjavanju (Knjiga za v.o.krava) na
podrucju rada veterinarskih stanica i ambulanti iz pomenutih opstina. Za analizu
vrednosti parametara kvaliteta ejakulata ispitivanih bikova kori§éeni su podaci iz
Knjige uzimanja semena arhive laboratorije SVC Krnja¢a. Seme je uzimano dva
puta nedeljno. Podaci o svim parametrima kvaliteta semena prikupljeni su i
obradeni za period od 1999. do 2004. god. Uzimanje semena je vr§eno pomocu
vestacke vagine. Posle pravilne pripreme bika, vesStacke vagine, skoka bika i uzi-
manja semena, seme je obezbedeno u vodenom kupatilu na temperaturi od 38°C.
Obrada dobijenog ejakulata bika podrazumeva postupke koji se odvijaju u labo-
ratoriji: obezbedenje ejakulata, procenu, razredenje, zamrzavanje, odmrzavanje i
ponovnu procenu zamrzavanog semena.
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Rezultati / Results

Korelacija izmedu procene kvaliteta semena i plodnosti bika (non-return) /
Correlation between evaluation of semen quality and bull fertility (non-return)

Za posmatrani period od 6 godina, prose¢no je dobijeno 6,54 ejaku-
lata mese¢no (p<0,05). Procenat upotrebljivih ejakulata za sve bikove je 90,87
(p<0,05). ProseCna koli¢ina upotrebljivin ejakulata po bikovima je 6,50 ml
(p<0,05). Prose€na koncentracija spermatozoida u upotrebljivim ejakulatima
(mlrd/ml) za sve bikove je 1,44 (p<0,05). ProseCan procenat Zivih spermatozoida
u upotrebljivim ejakulatima je 82,99%, dok procenat progresivno pokretljivih sper-
matozoida u upotrebljivim ejakulatima iznosi 83,22% (p<0.05).

Tabela 1. Procenat steonosti dobijen non-return metodom (60-90 dana), po bikovima za
period od 1999. do 2004. god. /
Table 1. Fertility percentage obtained by non-return method (60-90 days), per bull for period from 1999 to 2004.

. ) Povadanja / )
R. br./ | Ime bika/ Broj / Rasa / I putv.o./ Breeding % steonosti /
No. Bull name | Bull number Breed Times a.i. | 0 % fertility
Monbeliar /
1. TARAS HB 1110 Monbeliarde 545 172 35 68,44
2. |FARAON |[HB 1452  |Monbeliar/ 157 50 5 66,92
) Monbeliarde ’
3. |FuP HB 1000  |Monbeliar/ 335 109 13 65,71
: Monbeliarde '
& Simentalac /
4. SASA HB 1051 Simmental 69 12 5 82,61
Simentalac /
5. ERC HB 1377 Simmental 341 63 29 81,52
6. |HOMER |HB1032 |Simentalac/| — jq4 260 65 77,97
Simmental
Y Simentalac /
7. MIRAZ HB 1326 Simmental 69 15 6 78,26
Simentalac /
8. FAKTOR HB 1512 Simmental 110 24 16 78,18
9. |REGENT |HB144g |Simentalac/ 116 26 19 77,59
Simmental
Simentalac /
10. SAVA HB 1416 Simmental 210 49 12 76,67
Simentalac /
11. MOLER HB 1318 Simmental 245 64 13 73,88
12. |HORN HB 1333  |Simentalac/ 141 36 11 73,51
Simmental
Simentalac /
13. VALTER HB 1450 Simmental 30 8 5 73,33
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nastavak Tabele 1./ cont Table 1

) ) Povadanja / )
R. br./ | Ime bika/ Broj / Rasa / I putv.o./ Breeding % steonosti /

No. Bull name | Bull number Breed Times a.i. | | % fertility
Simentalac /

14. ZUMBUL HB 1287 Simmental 1.322 351 56 73,45
Simentalac /

15. SPOT HB 1376 Simmental 415 115 22 72,29

16. |zMAJ HB 1143  |Simentalac/| 4 44 322 49 71,53
Simmental
Simentalac /

17. MIG HB 1373 Simmental 763 218 45 71,43
Simentalac /

18. VOSTOK HB 1394 Simmental 623 178 34 71,42

19. |SULTAN |HB 1447 |Simentalac/} g, 243 47 71,11
Simmental
Simentalac /

20. VITEZ HB 1380 Simmental 833 246 43 70,47
Simentalac /

21. ZAHAR HB 1319 Simmental 2.119 618 36 70,84

2. |HOGAR |HB 868 Simentalac /| g, 82 28 77,47
Simmental
Simentalac /

23. VULKAN HB 1424 Simmental 26 14 2 46,15
Simentalac /

24. DESPOT HB 1515 Simmental 121 38 9 68,60

25. |HONUS |HB 1378 | Simentalac/ 64 23 8 64,06
Simmental
Simentalac /

26. HOBAL HB 1397 Simmental 3 - - -
HF /

27. IVAN HB 1467 HF 436 145 17 66,74
HF /

28. RUBENS HB 1611 HF 134 40 5 70,15
RH /

29. KLIF HB 1601 RH 270 86 9 68,15
30. |EKSIT T101 Sarole / 88 27 3 69,32
: Charolais ’

Ukupno / Total 13.101 3.634 650 72,26

Ukupno je bilo 13.101 osemenjavanja po prvi put, a 3.634 krave su
povadale posle 60-90 dana; ukupna prosecna steonost je 72,26% po non-return
metodi. Dobijena je statistiCki znacajna razlika izmedu non-return rezultata bikova
(p<0,05).
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Uticaj klimatskih faktora (godi$njeg doba — sezone) na kvalitet semena i
rezultate steonosti dobijene non-return metodom /

Effect of climatic factors (season) on semen quality and fertility results obtained using
non-return method

Parametri kvaliteta semena i rezultati steonosti dobijeni non-return
metodom prikazani su po godi$njim dobima i mesecima. Prole¢e obuhvata mart,
april i maj, leto jun, jul i avgust, jesen septembar, oktobar i novembar, a zima de-
cembar, januar i februar. Najmaniji broj skokova bio je leti, 15,21, a najveéi u
proleée, 20,43 (p<0,05). Najmaniji broj upotrebljivih ejakulata dobijen je u leto,
14,09, a najveéi u prole¢e, 18,60 (p<0,05). Procenat upotrebljivih ejakulata
najmaniji je u septembru 87,45%, a najveéi u decembru, 94,08% (p>0,05). Ko-
li¢ina upotrebljivih ejakulata najveéa je u decembru 6,68 ml, a najmanja u febru-
aru, 6,22 ml. Dobijena razlika izmedu meseci u koli€ini upotrebljivih ejakulata nije
statistiCki znacajna (p>0,05). Najveca prosecna koncentracija spermatozoida u
upotrebljivim ejakulatima bila je u novembru, 1,52 mird/ml, a najmanja u junu,
1,35 mird/ml, odnosno u prolec¢e je bila 1,49 mird/ml, a najmanja je bila leti,
1.37 mird/ml (p>0,05). Najmaniji prosecan procenat Zivih spermatozoida u upo-
trebljivim ejakulatima po mesecima bio je u avgustu 81,73%, a najveci u martu,
83,94%; posmatrano po godisnjim dobima najmaniji je leti, 82,57%, a najveéi u
prolecée, 83,78% (p>0,05). Sli¢ni rezultati su dobijeni i za prosecan procenat pro-
gresivno pokretljivin spermatozoida u upotrebljivim ejakulatima. Najmaniji proce-
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Grafikon 1. Procenat steonosti dobijen non return metodom (60-90 dana), po godisnjim
dobima za period od 1999. do 2004. god. /
Graph 1. Fertility percentage using non-return method (60-90 days), per seasons for period from
1999 to 2004.
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nat steonosti po non-return metodi bio je leti, 70,1%, u prolece 72,4%, a zimi
72,7%; najveci je bio u jesen 74,4%. Utvrdena je statisticki znaCajna razlika
(p<0,05) u procentu steonosti po godisnjim dobima (grafikon 1).

Uticaj starosti plotkinje i bika na kvalitet semena i rezultate steonosti
dobijene non-return metodom / Effect of cow and bull age on semen quality and
fertility results obtained using non-return method

Najmaniji broj upotrebljivih ejakulata mesecno bio je kod bikova starih
godinu dana, 4,67, zatim kod bikova starih izmedu 6 i 9 godina 6,07. Najveci
prosecan broj upotrebljivih ejakulata po mesecu bio je kod bikova starih 5 godina,
6,38, i onih starih 2 godine, 6,36. Dobijena je statistiCki znaCajna razlika (p<0,05)
izmedu bikova razliCite starosti u broju upotrebljivin ejakulata. Najmanji procenat
upotrebljivih ejakulata imali su jednogodis$niji bikovi, 85,38%, a najvedi bikovi stari
4 godine, 93,42% (p<0,05). Za posmatrani period, najmanju prosecnu koli¢inu
upotrebljivih ejakulata (ml) imali su bikovi stari 1 godinu, 4,87ml, a najve¢u bikovi
stari 5 godina, 8,22 ml (grafikon 2). Dobijena je statisticki znacajna razlika u
prosecnoj koli¢ini upotrebljivin ejakulata medu bikovima razliCite starosti (p<
0,05). Najmanju prose¢nu koncentraciju spermatozoida (mlird/ml) imali su bikovi
stari godinu dana, 1,31 mird/ml, a najveéu bikovi stari 5 godina, 1,49 mird/ml
(p<0,05). Najmanji procenat zZivih spermatozoida u upotrebljivim ejakulatima
imali su bikovi stari 5 godina, 81,84%, a najveci bikovi stari 2 godine, 83.55%. Do-
bijena razlika u procentima zivih spermatozoida medu bikovima razli¢ite starosti
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Grafikon 2. Koli¢ina upotrebljivih ejakulata (ml) po starosti bikova za period od 1999. do
2004. god. /
Graph 2. Quantity of usable ejaculate (ml) per bull age for period from 1999 to 2004.
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nije statisticki znaCajna (p>0,05). Sli¢ni rezultati su dobijeni i za prosek progre-
sivno pokretljivih spermatozoida u upotrebljivim ejakulatima. Procenat steonosti
dobijen non return metodom (60-90 dana), po starosti plotkinje za period 1999-
2004.god. bio je najmanji kod krava 71,3%, a najveci kod junica 75,5% (grafikon
3). Utvrdena je statistiCki znacajna razlika u procentu steonosti dobijena non-re-
turn metodom po starosti plotkinje (p<0,05).

[ steone posle prvog v.o.
[l povadale

0.0%
junice hrawe

Starost plotkinje

Grafikon 3. Procenat steonosti dobijen non-return metodom (60-90 dana), po starosti
plotkinje za period od 1999. do 2004.god. /
Graph 3. Fertility percentage obtained using non-return method (60-90 days), per cow age for period from
1999 to 2004.

Uticaj rase bika na kvalitet semena i rezultate steonosti dobijene non-return
metodom /Effect of bull breed on semen quality and fertility results obtained using non-
return method

NajviSe je dobijeno semena od bikova simentalske rase, 6,67 a naj-
manje od Sarole rase, 4,29. Postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu bikova
razliCitih rasa u broju skokova (p<0,05) kao i u broju upotrebljivin ejakulata.
Najnizi procenat upotrebljivin ejakulata je kod Sarole rase, 86,21%, a najvedi je
kod HF i RH rase, 92,49% (p>0,05). Prose¢no najvecu koli¢inu ejakulata po
skoku (ml) dali su bikovi $arole rase, 10,20 ml, a najmanju HF i RH rase, 5,53 ml
(p<0,05). Inace, najve¢u prosecnu koncentraciju spermatozoida (mlrd/ml) imali
su bikovi monbeliar rase, 1,56 mird/ml, a najmanju Sarole rase, 1,41 mird/ml
(p<0,05). Najmaniji proseCan procenat Zivih spermatozoida utvrden je kod bikova
Sarole rase, 81,63%, a najve¢i kod monbeliara, 83,50%. Utvrdena razlika medu
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bikovima u procentu zivih spermatozoida nije statisticki znacajna (p>0,05). Sli¢ni
rezultati su dobijeni i za prose€an procenat progresivno pokretljivih spermato-
zoida u upotrebljivim ejakulatima. Najmaniji procenat steonosti po non-return me-
todi bio je kod bikova HF i RH rase, 67,7%, a najveéi kod bikova simentalske rase,
73,0% (grafikon 4). Utvrdena je statistiCki znacajna razlika (p<0,05) u procentu
steonosti dobijena non-return metodom u odnosu na rasu bika.

[ steone posle prvog v.o.
[ povadale

simentalac  ronbeliar HF i RH Sarole
Rasa

Grafikon 4. Procenat steonosti na terenu dobijen non-return metodom (60-90 dana), u
odnosu na rasu bika za period od 1999. do 2004. god. /
Graph 4. Fertility percentage in the field obtained using on non-return method (60-90 days), per bull breed
for period from 1999 to 2004.

Diskusija / Discussion

Cilj ovog rada bio je da se pokaZze u kojoj meri parametri kvaliteta se-
mena priplodnih bikova uti¢u na procenat koncepcije plotkinja dobijen non-return
metodom, kao i znacaj paragenetskih faktora kao $to su godisSnje doba, starost
plotkinje i bika, rasa bika na rezultate dobijene non-return metodom i na kvalitet
semena. Medu bikovima postoji statistiCki zna¢ajna razlika u broju skokova
(p<0,05), ali ne postoji korelacija izmedu broja skokova i plodnosti bika (p>0,05).
Sli¢ni rezultati su dobijeni i u vezi sa prose€nim brojem i procentom upotrebljivih
ejakulata mesec¢no, odnosno postoji razlika medu bikovima, ali ne i statisticka
znacajnost.

Kada je u pitanju koli¢ina (ml) upotrebljivin ejakulata takode postoji
znacajna razlika izmedu bikova, ali ne i korelacija sa plodno§cu. Prva Cetiri bika

34



Vet. glasnik 66 (1-2) 27 - 40 (2012) I. Prka i sar.: Procenjivanje plodnosti bikova na
osnovu nepovadanja krava (non-return metod)

(Eksit, Zumbul, Homer i Taras) sa najve¢om prose¢nom koli¢inom ejakulata nisu
imali i najvecu koncepciju po non-return metodi (p>0,05). Broj spermatozoida, t;.
koncentracija u upotrebljivim ejakulatima varira od 1,24 do 2,12 mird/ml i ta razlika
je statistiCki znacajna (p<0,05). Prva tri bika sa najve¢om prose¢nom koncentra-
cijom (Faktor 2,19, Despot 1,94 i Rubens 1,85 mird/ml) imali su i visok procenat
koncepcije non-return metodom (78%, 68% i 70%). Procenat Zivih i progresivno
pokretljivih spermatozoida je priblizno isti i takode varira kod razli€itih bikova, ali u
uskim granicama, od 79,8% do 82,99% za zive i 83,22% i 87,78% za progresivno
pokretljive. Sto se tice korelacije sa rezultatima koncepcije izdvajaju se bikovi
Zmaj, Faktor i Miraz sa visokim procentom zivih i progresivno pokretljivin sper-
matozoida a imaju i visok procenat non-returna.

Iz dobijenih rezultata moze se videti da vecina parametara nije u ko-
relaciji sa plodnos¢u bika na terenu. Tu se izdvajaju koncentracija i procenat zivih i
progresivno pokretljivin spermatozoida Cije se visoke vrednosti donekle pokla-
paju sa dobrim rezultatima koncepcije pojedinih bikova (p<0,05). Izostanak vece
korelacije ovih vrednosti moze se objasniti strogom kontrolom kvaliteta semena u
laboratoriji, odbacivanjem loSih a obradom dobrih ejakulata koji zadovoljavaju
postavljene standarde. Tako svaka doza semena koja odlazi na teren ima mini-
mum 20 miliona spermatozoida i 60% Zzivih i progresivno pokretljivih spermato-
zoida; dalje, Cuva se u odgovarajuc¢im uslovima, a u stanicama i ambulantama iz
kojih su i prikupljani podaci, sa semenom se rukuje na pravilan nacin. Moze se
re¢i da je svaka doza semena pribliznog kvaliteta, a da se razlike odnose na ge-
netski materijal koji svaki spermatozoid nosi sa sobom (individualne osobine
bika). Kako se vidi u dobijenim rezultatima ovog istrazivanja, procenat pokretl-
jivosti spermatozoida jeste u korelaciji sa plodnos$c¢u bika na terenu (p<0,05), Sto
potvrduju i Salisbury i sar. (1973).

Koncentracija spermatozoida koja je povezana sa procentom kon-
cepcije, pokazuje da je raspon broja spermatozoida u dozi prili¢no Sirok i da sa
smanjenjem koncentracije nije bilo smanjenja rezultata plodnosti (Foote i sar.,
1997; Koops i sar., 1995). Klimatski faktori su se pokazali kao znacajni i na njih
treba obracati paznju prilikom procene parametara kvaliteta semena i tumacenja
rezultata plodnosti dobijenih non-return metodom.

Izmedu broja skokova i godiSnjih doba postoji signifikantna razlika
(p<0,05). Najmaniji broj skokova je leti (prose¢no 15,21) i to u avgustu (4,05), Sto
je u korelaciji sa procentom koncepcije po non-return metodi koja je najmanja u
letnjim mesecima (70,01%). Sli¢ni su rezultati i $to se tiCe prosecnog broja i pro-
centa upotrebljivih ejakulata koji se razlikuju po godisnjim dobima i mesecima,
tako da je najmaniji broj i procenat u leto, Sto je u korelaciji sa procentom steonosti
po non-return metodi (p<0,05). Koli¢ina (ml) dobijenih upotrebljivih ejakulata i
godi$nja doba su u pozitivnoj korelaciji (p<0,05). U jesen je u proseku dobijeno
6,55 ml Sto se slaze sa rezultatima steonosti po non-return metodi, koji su takode
najbolji u jesenjim mesecima (74,40%). Broj spermatozoida (koncentracija u 1 ml)
u upotrebljivim ejakulatima se razlikuje po mesecima i godiSnjim dobima.
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Najmanja koncentracija je zabelezena tokom letnjih meseci i to u junu mesecu
(1,35 mird/ml). Taj podatak se poklapa sa najmanjim procentom koncepcije po
non-return metodi, takode leti. Procenat Zivih i progresivno pokretljivih spermato-
zoida Cije su vrednosti priblizne, najmanje su leti i to u avgustu mesecu (81,73% i
81,92%). To se takode poklapa sa rezultatima koncepcije koja je po non-return
metodi najmanja u letnjim mesecima.

Kada se tumace rezultati ovog istraZivanja treba imati u vidu da se u
julu i avgustu pravi pauza u uzimanju semena zbog visokih temperatura, pa loSije
rezultate koji se odnose na broj skokova treba uzeti sa rezervom.

U stranoj literaturi efekat godisnjeg doba se takode navodi u nekoliko
radova. Rezultati koji su dobijeni u slicnim klimatskim uslovima kao $to ih ima
nasa zemlja potvrduju rezultate ovog rada da je tokom letnjih meseci uocljiv pad
kvaliteta semena (Rhynes i Ewing, 1973). Tucker i Oxender (1980) su takode anali-
zirali sezonske efekte na plodnost muzjaka. Dobili su rezultate koji su pokazali da
je u hladnijim klimatskim uslovima plodnost niza zimi i to kod bikova starijih od 6
godina. Non-return vrednosti su bile najmanje za seme uzimano od bikova tokom
avgusta i septembra, a oSte¢enja spermatozoida koji su prosli zamrzavanije bilo je
brze leti nego kod semena koje je uzimano tokom kasne jeseni i prole¢a. U is-
trazivanju sprovedenom u ovom radu, najbolji rezultati plodnosti non-return meto-
dom su dobijeni u jesenjim mesecima, 74,4%, potom zimi, 72,7%, u proleée
72,4% i u leto 70,1% . Rezultati drugih autora u saglasnosti su sa rezultatima do-
bijenim u ovom radu (Al-Katanani i sar., 1999; Rao i sar., 1992; Fryer i sar., 1958;
Guaita i sar., 1996; Miglior i sar., 1999; Miah i sar., 2004; Ravagnolo i Misztal, 2002;
Taylor i sar., 1985; Gwazdauskas i sar., 1985).

Autori koji su dobili bolje rezultate plodnosti po non-return metodi u
letnjim mesecima objasnjavaju to klimatskim uslovima iz kojih dolaze ti podaci. U
pitanju su zemlje severne Evrope gde letnje dnevne temperature retko prelaze
250-28°C (Zakarii sar., 1981; Stalhnammar i sar., 1994; Reurink i sar., 1990; Hasen-
pusch, 2006). Kada je u pitanju uticaj starosti bika na kvalitet semena i rezultate
steonosti dobijene non-return metodom, broj skokova mesec€no po starosti bika i
procenat upotrebljivin ejakulata mesecno po istom kriterijumu pokazuju da su
najmanje vrednosti u kategoriji jednogodisnjih bikova. Ovi parametri i njihove
vrednosti nisu u korelaciji sa rezultatima steonosti po non-return metodi (p<0,05).
Postoji signifikantna razlika u koli¢ini (ml) ejakulata medu starosnim kategorijama
bikova (p<0,05). Najmanje su dali bikovi stari jednu godinu (4,87 ml), zatim
prosecna koliCina raste da bi pokazala pad tek u kategoriji bikova starih 6 do 9 go-
dina. Bikovi iz kategorije jednogodiSnjaka su imali sasvim dobre rezultate kon-
cepcije po non-return metodi (>70%) pa se moze re€i da ovaj parametar ne utice
na fertilnost bika kod vestackog osemenjavanja.

Procenat Zivih i progresivno pokretljivih spermatozoida pokazuje da
postoje razlike medu starosnim kategorijama bikova, ali nisu statistiCki znacajne
(p>0,05).
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Rezultati ovog istraZivanja ukazuju na to da starost priplodnjaka nema
neki zna€ajniji uticaj na fertilitet (p>0,05). Collins i sar. (1962) analiziraju efekat
starosti na plodnost bika kod veStatkog osemenjavanja i prime¢uju trend da po-
sle dostizanja maksimalnih rezultata plodnosti sa dve godine, primetan je pad na
vrednosnoj skali non-return metode, koji se nastavlja do isklju¢enja bika.

Istrazivanja u ovom radu, o procentu steonosti dobijeni non-return
metodom, u odnosu na starost plotkinje pokazala su statistiCki znacajne razlike.
Tako je najmaniji procenat steonosti po non return metodi bio kod krava, 71,3%, a
najveci kod junica, 75,5%, sto je razlika od 4,2% (p<0,05). Ovi rezultati se pokla-
paju i sa rezultatima brojnih drugih autora (Rycroft i sar., 1992; Miglior i sar., 1999;
Reurink i sar., 1990; Pasman i sar., 2006; Nadarajah i sar., 1988; Schaeffer, 1993;
Weigel i Rekaya, 2000). Sto se tice uticaja rase bika na kvalitet semena i rezultate
steonosti dobijene non-return metodom, broj skokova i broj upotrebljivih ejaku-
lata mesecno u odnosu na rasu bika najveci su kod simentalca, a najmanji kod HF
i RH. To je u korelaciji sa rezultatima steonosti po non-return metodi, gde je
najbolji rezultat imao simentalac (p<0.05).

Postoji signifikantna razlika medu rasama bikova u koli€ini (ml) ejaku-
lata. Najmaniju koli¢inu su dali bikovi HF i RH rase (prose¢no 5,53 ml), a najvecu
simentalske rase (6,49 ml). Rezultati ovog parametra kvaliteta semena u korelaciji
su sa se rezultatima koncepcije (p<0,05). Koncentracija spermatozoida je sta-
tistiCki znaCajna medu rasama bikova (p<0,05). Ova razlika nije u korelaciji sa fer-
tilitetom jer su najmanju prose¢nu koncentraciju imali simentalac (1,42 mird/ml) i
Sarole (1,41 mird/ml) (p>0,05). Sli¢no je sa rezultatima prosecnog procenta Zivih i
progresivno pokretljivin spermatozoida koji se ne poklapaju sa procentom kon-
cepcije. Razlika u ovom parametru kvaliteta semena medu rasama postoji, ali nije
statistiCki znacajna (p>0.05). Procenat steonosti dobijen obracunom non-return
metodom pokazuje da postoji signifikantna razlika medu rasama (najplodniji je
simentalac sa 73%, a najslabiji crni i crveni hol$tajn sa 67,7%) (p<0,05).

Uticaj rase na procenat steonosti po non-return metodi u literaturi je
obradivan u relativno malom broju radova, u kojima autori takode potvrduju signi-
fikantnu razliku u plodnosti bikova u odnosu na rasu (Hasenpusch, 2006; Rao i
sar., 1992; Pickett i sar., 1961).

Zakljucak / Conclusion

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu, mogu se izvesti slededi
zakljucci:

1. Procena plodnosti u ovom ogledu non-return metodom krece se
od 46,15% za bika Vulkan do 82,61% za bika Sasa (p<0,05).

2. Kod bikova gajenih za eksploataciju semena za duboko zamrza-
vanje, vrednost parametara kvaliteta ejakulata je dosta razlicit i kre¢e se u okviru
granica statisticke znacajnosti.
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3. Utvrden je uticaj godisnjeg doba na vrednosti parametara kvaliteta
semena i rezultata koncepcije dobijene non-return metodom (p<0,05). Najslabiji
kvalitet semena se dobija u letnjim mesecima $to se poklapa sa rezultatima kon-
cepcije koji su takode najlosiji u ovom godiSnjem dobu.

4. Nije utvrden znacajan uticaj starosti bika na plodnost odnosno na
rezultate koncepcije non-return metodom.

5. Dobijeni rezultati ukazuju na znacajan uticaj starosti plotkinje na
koncepciju. Utvrdeno je da procenat steonosti po non-return metodi kod krava
iznosi 71,3%, a kod junica 75,5%.

6. Rasa bika ima znacajnog uticaja na vrednosti parametara kvaliteta
semena, libido i broj dobijenih upotrebljivih ejakulata, kao i na rezultate kon-
cepcije po non-return metodi. Najbolju plodnost imali su bikovi simentalske rase,
73,0%, Sarole 69,3%, monbeliar 68,1% i HF i RH 67,7%.
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ENGLISH

EVALUATING BULL FERTILITY BASED ON NON-RETURN METHOD
I. Prka, D. Vukovié¢, S. Perkovi¢

In order to evaluate the results of reproductive cows and heifers, different pa-
rameters of fertility are used, such as the service period, insemination index, intercalving
time and others, and of the breeding bulls the values obtained through non-return. An
ejaculate is taken up for further processing by veterinary centres only provided it meets the
prescribed quality parameters. Rating semen parameters includes a macroscopic (vol-
ume, colour, consistency, smell and pH) and a microscopic evaluation (mobility, density,
percentage of live sperm and abnormal and damaged sperm).
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In addition to sperm quality and the fertility of the female animal, the results of
the non-return method are also influenced by a number of exogenous causes (season,
age, race, insemination techniques) that have no small impact on the end result of insemi-
nation - pregnancy.

In order to obtain more objective results of the fertility of bulls the following
tasks were undertaken, namely: 1. to calculate with the non-return method the fertility of
bulls in over 10,000 cows inseminated for the first time during a period of 6 years; and 2. to
analyze the impact of semen quality, season, age of cow and bull, and the bull breed on the
results of fertility.

Key words: parameters of fertility, bull semen, quality parameters, non-return method.

PYCCKUA

OLEHUBAHME NJ10AOBUTOCTU BbIKOB HA OCHOBE HE MOBTOPHOI'O
BEOEHWA KOPOB (NON RETURN METO[)

W. Npka, O. Bykosuy, C. NepkoBu4

[N oueHKn penpoayKTUBHbLIX Pe3ynbTaToB KOPOB U TENOK MOMb3YyTCA
pasnuyHble napameTpbl NOA0BUTOCTU @ UMEHHO CEPBUC NEPUOL, UHAEKC OCEMEHEHNS,
BpeMSA MeXay OTENOM 1 npoYee, a ANns ObIKOB B NPUNII04e CTOMMOCTM, NMOJTyHYEHHbIE NON-
return meTogoM. HTobbl 99Ky naT B LieHTpax 45 n.0. 6611 B3AT B fanbHENLLY0 06paboTKy
HY>XHO YOOBNETBOPUTL MpeAnucaHHble napameTpbl kadectBa. OueHka napameTpoB
95IKYNIATOB OXBaTbIBAET MaKpPOCKOMUYECKYHO (BMECTUMOCTb, LiBET, KOHCUCTEHLUS, 3anax
1 pH CTOMMOCTb) Y MUKPOCKOMUYECKYIO OLIEHKY (MOABMXHOCTb, FyCTOTa, MPOLEHT XKMBbIX
1 NaTONIOrMYecKn NOBPEXAEHHbBIX CepMaTo30Ma0B).

Bosne kayectBa crnepmbl U NNOAOBUTOCTU XXEHCKOrO €4MHUYHOIO XXMBOT-
HOro, Ha peaynbTaTbl non return MeToaa BMAET U LieNbin PAS 9K30reHHbIX MPUYKH (BpeMs
roga, CTapocTb, paca, TEXHMKA OCEMEHEHUH), UMEKOLME HE MaNleHbKOe BIMAHME Ha
KpanHuin pesynbTaT OCEMEHEHUS - CTENbHOCTb.

C uenbto nony4yeHns, 4To 60nee 06 bEKTUBHOMO pesynbTaTa Nio40BUTOCTU
6bIKOB NMPUCTYMUIIOCH PELLEHMIO CrieAyoLWmnxX 3a4aHnin a UMeHHo: 1. 4To non-return MeTTo-
[OM BblYMCIUTb NAOAOBUTOCTb 6bIKOB Ha 66nblwe 10.000 B nepBbli pa3 0CEMEHEHHbIX
KOpOB-TENOK B rnepuofe B 6 neT, U 2. aHanM3mpoBaTb BINSHWE KadecTBa CEeMeHMU,
BPEeMeHU roaa, CTapocTu NOAOBUTOCTU KOPOBLI-TENKN 1 BbiKa, packl 6bika Ha nony4e-
HHble pesynbTaTbl NII0A0BUTOCTMU.

KntodeBble crioBa: napameTpbl NI0AOBUTOCTU, IAKYNSAT 6bika, MapaMeTpbl Ka4ecTBa,
non return MeTog,
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ODREDIVANJE VRSTA TRIHINELA PRIMENOM PCR
METODE’
IDENTIFICATION OF THE TRICHINELLA SPECIES BY PCR METHOD

S. Vasilev, Jelena Cvetkovi¢, Ivana Radovic,
Ljiljana Sofronié-Milosavljevié™

Srbija je zemlja sa visokom prevalencijom infekcije domacih
svinja trihinelom (Trichinella spp.) u endemskim regionima, $to pred-
stavlja ozbiljan rizik za zdravlje stanovnistva. lako je primena PCR uve-
dena pre dve godine u INEP-u, do sada je samo za nekoliko izolata larvi
trihinela, otkrivenih u mesu svinja, uradena genotipizacija. Novi podaci
pokazuju da na teritoriji Srbije, u silvaticnom ciklusu postoji viSe od
jedne vrste Trichinella, i to T. spiralis i T. britovi (istovremeno nadeno u
Beogradskom okrugu). Zbog rizika od mogucéeg preklapanja silva-
ticnog i domaceg ciklusa, veliki epidemioloski znadaj bi imalo dalje ispi-
tivanje ovom molekularnom metodom svih larvi koje se otkriju tokom
obaveznog pregleda mesa (kako na klanicama, a poreklom su iz
domacinstava, tako i sa farmi koje se nalaze u ugroZenim podrucjima
Srbije). Iz tog razloga smo ispitali, primenom PCR, larve Trichinella
izolovane iz svinjskog mesa, Cija je konzumacija dovela do infekcije
ljudi u Grockoj, Beograd, 2011. g. Ustanovljeno je da larve pripadaju
vrsti T. spiralis.

Kljuéne reci: Trichinella spiralis, Trichinella britovi, PCR

Uvod / Introduction

Parazitske nematode iz roda Trichinella izazivaju oboljenje ljudi i infek-
ciju Zivotinja (sisara, ptica i reptila). To su paraziti sa direktnim Zivotnim ciklusom,
infektivni oblik je larva prvog stadijuma (L1) koja moze da parazitira godinama u

.....

*  Rad primljen za $tampu 06. 06. 2011. godine

** Mr sci. med. vet. Sasa Vasilev, istraziva¢-saradnik; dipl. mol. biol. Jelena Cvetkovi¢, istrazi-
vac-saradnik; dr med. lvana Radovi¢, istrazivac saradnik, dr sci. med. Ljiljana Sofroni¢-Milo-
savljevi¢, nauéni savetnik, Nacionalna referentna laboratorija za trihinelozu, Odeljenje za
imunologiju i imunoparazitologiju, Institut za primenu nuklearne energije — INEP, Univerzitet u
Beogradu, Srbija
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poznajemo inkapsulirane i neinkapsulirane forme. Vrste i genotipovi koji formiraju
kapsulu inficiraju samo sisare (T. spiralis, T. nativa, T. britovi, T. pseudospiralis, T.
murrelli, T. nelsoni, Trichinella T6, T8 i T9). Od tri vrste koje pripadaju neinkapsuli-
ranoj formi, jedna dovodi do infekcija sisara i ptica (T. pseudospiralis), a dve kod
sisara i reptila (T papuae i T. zimbabwensis) (Pozio i Murrell, 2006; Zarlenga i sar.,
2006). Novi podaci pokazuju postojanje jo$ jednog genotipa (T12) koji formira
kapsulu (Pozio i sar., 2009). Prisustvo parazita kod domacih i divljih Zivotinja samo
po sebi nije dovoljno za infekciju koja se javlja u humanoj populaciji. Trihineloza
kod ljudi striktno je vezana za kulturu pripreme hrane, kao i neadekvatan ili izostao
pregled mesa na prisustvo larvi. Bolest nastaje kao posledica konzumiranja siro-
vog ili nedovoljno termiCki obradenog mesa razliCitog animalnog porekla (od
domacih svinjaili konja, a od divljaci su to najc¢esce divlje svinje i medvedi) u kome
se nalaze infektivne larve trihinela (Gajadhar i sar., 2009).

Izuzev po postojanju kapsule, vrste i genotipovi koji pripadaju rodu Tri-
chinella se morfoloSki ne mogu razlikovati, pa se zbog toga za identifikaciju geno-
tipa parazita mogu koristiti samo molekularne metode. Mnoge metode su raz-
vijene u tu svrhu, ali se danas najceSce koristi ona koja se zasniva na lan¢anoj
reakciji polimeraze (PCR od engl. Polymerase Chain Reactions) (Zarlenga i sar.,
1999; Pozio i La Rosa, 2003). Upotreba ove metode za odredivanje vrsta Trihinella
uvedena je u INEP-u 2009. godine.

U Srbiji su paraziti iz roda Trichinella prvi put detektovani kod svinja
1918. godine, dok je prvi sluCaj infekcije kod ljudi zabelezen 1923. godine
(Bordevi¢, 2003). Od uvodenja obaveznog pregleda mesa 1958. godine preva-
lencija infekcije kod svinja se smanjivala, kao i broj obolelih ljudi. Medutim, 90-ih
godina XX veka se naglo povecao broj inficiranih svinja (sa 0,009% do 0,017%) pa
i broj obolelih ljudi, koji u tom periodu dostize oko 500 godisSnje. Poslednjih go-
dina je ovaj broj u opadanju, ali i dalje svake godine u Srbiji oboli od nekoliko de-
setina do 200 ljudi od ove bolesti (Cuperlovié, 2005). Kod divljih zivotinja (vukova,
Sakala i lisica) u Srbiji nedavno je otkriveno prisustvo T. britovi (Sto je oCekivano i
karakteristiCno za silvaticni ciklus), ali i T spiralis (Sto ukazuje na preklapanje sa
domacim ciklusom). Samo u jednom okrugu su registrovane obe vrste i to kod
lisica uhvaéenih na podrucju opstine Surcin, Beogradski okrug (Cvetkovic i sar.,
2011). Ovaj nalaz ukazao je na realnu mogucnost prenoSenja T. britovi, preko
zarazenih pacova i miSeva, na domace svinje, a zatim i ljude. U opstini Grocka,
Beogradski okrug, tokom februara 2011. godine evidentirana je epidemija trihine-
loze kod ljudi. Do skora se svaka infekcija trihinelom kod ljudi ili Zivotinja pripisi-
vala T. spiralis. Savremena saznanja zahtevaju drugadciji pristup tj. jasnu identifika-
ciju vrste Trichinella koja je dovela do infekcije.

Institut za primenu nuklearne energije — INEP ustanova je sa dugom
tradicijom na polju dijagnostike zoonoza izazvanih helmintima, posebno trihine-
loze, ito na ekspertskom nivou, a kao takav je prepoznat i u zemljii u svetu. Zato je
jo$ 1993. godine Ministarstvo poljoprivrede sertifikovalo INEP kao Referentnu
laboratoriju za serolosku dijagnostiku trihineloze kod Zivotinja, a od 2008. godine
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Ministarstvo zdravlja Republike Srbije donelo je reSenje na osnovu koga je INEP i
Odeljenje za imunologiju i imunoparazitologiju, kao njegov odgovorni deo, po-
stao Nacionalna referentna laboratorija za trihinelozu (NRLT). U cilju ispitivanja
zastupljenosti vrsta Trichinella u Srbiji, INEP je 2009. godine uveo PCR metodu u
cilju odredivanja vrsta Trichinella. NRLT poseduje sve moguénosti za primenu
najsavremenijih metoda za dijagnostiku infekcije sa Trichinella spp. i za defini-
sanje vrste i/ili genotipova Trichinella u epidemioloSko-epizootioloske svrhe.

Zbog svih navedenih razloga u uzorcima svinjskog mesa koje je izaz-
valo epidemiju u Grockoj uradili smo pregled na prisustvo larvi Trichinella, kao i
odredivanje vrste.

Materijal i metode rada / Material and ethods

U dostavljenim uzorcima mesa i proizvoda od mesa (suvo svinjsko
meso, kobasica, suva svinjska rebra) analiza prisustva larvi Trichinella je uradena
primenom vestacke digestije, metoda magnetne mesalice, u skladu sa direktivom
Evropske komisije 2075/2005. godine.

U cilju odredivanja vrste Trichinella uradena je izolacija DNK iz po-
jedinacnih larvi koje su dobijene iz navedenih uzoraka i, zatim, multipleks PCR.

Ekstrakcija DNK |/ Extraction of DNA— Genomska DNK je izolovana iz
pojedinacnih larvi upotrebom komercijalnog kita QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany) prema uputstvu proizvodaca. Iz svakog uzorka je uradena
izolacija DNK iz najmanje 5 larvi.

Multipleks PCR | Multiplex PCR — Multipleks PCR analiza je uradena
prema protokolu Evropske referentne laboratorije za parazite (EURLP), Rim, Italija
(http://www.iss.it/crlp). Ukratko, u ovom ispitivanju reakciona smesa (30 pl) je
sadrzala: 2 x PCR Master Mix, 4 ul H,O, 1 ul SetB (set od 10 razli¢itih prajmera) i
10 ml genomske DNK. Uslovi PCR reakcije su se sastojali od inicijalne denatura-
cije na 95°C tokom 4 minuta, 35 ciklusa od tri koraka — denaturacije DNK na 95°C
tokom 10 sekundi, hibridizacije prajmera na 55°C tokom 30 sekundi i ekstenzije
prajmera na 72°C tokom 30 sekundi i finalne elongacije na 72°C tokom 3 minuta.
Kao pozitivne kontrole kori§¢ene su pojedinacne referentne larve tj. dve inkapsuli-
rane (T. spiralis, ISS3; T. britovi, ISS2) i jedna neinkapsulirana vrsta Trichinella (T.
pseudospiralis, 1SS13) dobijene od EURLP.

Gel elektroforeza | Gel elektrophoresis — Analiza amplifikovanih PCR
produkata je uradena gel elektroforezom u 2% agaroznom gelu (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Germany) u TAE puferu. Za bojenje i vizuelizaciju DNK
fragmenata na gelu koriS¢en je etidijum bromid i transluminator za detekciju.
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Rezultati i diskusija / Results and Discussion

U dostavljenim uzorcima ustanovljeno je prisustvo larvi Trichinella i to:
1) u uzorku suvog svinjskog mesa 4,76 larvi po gramu; 2) u uzorku kobasice 6,74
larvi po gramu, i 3) u uzorku suvih svinjskih rebara 0,006 larvi po gramu.

Rezultati PCR analize pojedinacnih larvi izolovanih iz dobijenih uzo-
raka suSenog svinjskog mesa i kobasice pokazali su prisustvo T. spiralis u uzor-
cima. Zaklju€ak je baziran na postojanju trake od 173 bp iz ispitivanih uzoraka
koja se nalazi na identi¢noj poziciji kao i pozitivha kontrola dobijena iz larvi T. spi-
ralis-1SS3, za razliku od polozaja traka nastalih nakon analize drugih referentnih
uzoraka vrsta Tricihinella, tj. 127 1253 bp za T. britovii 310 bp za T. pseudospiralis.

Problemi koji trihineloza izaziva su ekonomske prirode kada je u pi-
tanju infekcija kod Zivotinja, odnosno zdravstvene, ali i ekonomske prirode kada
dode do razvoja bolesti kod ljudi. U Srhiji je najveci broj epidemioloskih podataka i
ad hoc istrazivanja na prisustvo Trichinella kod domacih i/ili divljih Zivotinja vezan
za pojavu epidemija kod ljudi (Cuperlovié, 2005; Cvetkovié i sar., 2011). Zastuplje-
nost vrsta Trihinella razlikuje se unutar balkanskih zemalja. U Srbiji, Rumuniji, Bu-
garskoj i Hrvatskoj, trinineloza je veoma rasprostranjena i predstavlja ozbiljan hu-
mani zdravstveni problem, ali i ekonomski problem u uzgoju svinja (Pozio, 2007).
éirenje trihineloze bilo je zabeleZzeno u ovim zemljama kao posledica politiCkih i
socijalnih promena koje su se deSavale tokom poslednje dve decenije, a narocito
kao posledica velike migracije stanovnistva (Cuperlovié, 2003; Gajadhar, 2009).
Od drugih zemalja koje se grani¢e sa Srbijom umerena raSirenost trihineloze je
zabelezena u Bosni, a sporadi¢na u Makedoniji. Do skoro je u Srbiji zahvaljujuci
saradnji sa svetskom referentnom laboratorijom za trihinelozu (ITRC), istovre-
meno i Evropskom referentnom laboratorijom za parazite (EURLP) pri Istituto Su-
periore di Sanita, Rim, Italija, u uzorcima mesa bilo potvrdeno prisustvo samo Tri-
chinella spiralis. Medutim, rezultati najnovijeg istrazivanja ostvarenog u saradniji
sa EURLP, Fakultetom veterinarske medicine i Bioloskim fakultetom, Univeziteta u
Beogradu ukazuju na prisustvo i T britovi u Srbiji, za sada potvrdeno samo kod
divljih Zivotinja (Cvetkovi¢ i sar., 2011). Podaci o tome koje su vrste Trichinella zas-
tupljene postoje za veéinu balkanskih zemalja sa izuzetkom, Bosne i Crne Gore. U
Rumuniji su prisutne: T. spiralis, T. britovi, T. pseudospiralis i T. nativa (Olteanu,
1996); u Hrvatskoj i Bugarskoj otkrivene su: T. spiralis, T. britovi i T. pseudospiralis;
u Madarskoji Makedoniji: T. spiralis i T. britovi, dok su za Bosnu podaci o prisustvu
T. spiralis i T. britovi, dati na bazi predpostavke EURLP (Pozio, 2007a).

Dobijeni rezultati, nalaz larve T. spiralis u uzorcima zarazenim trihine-
lom, u saglasnosti su sa do sada dobijenim podacima o vrstama larvi kod
domacih svinja. Zbog rizika od moguceg preklapanja silvaticnog i domaceg cik-
lusa parzita, narocito kod svinja koje se gaje van obora — u dvoristu ili se pustaju
na ziriranje u Sumu, za dobijanje potpune slike i savremenog pracenja stanja
trihineloze u Srbiji neophodno je nastaviti i intenzivirati analize molekularnom me-
todom larvi koje poti€u iz uzoraka mesa koji su doveli do infekcije kod ljudi, ali i

44



Vet. glasnik 66 (1-2) 41 - 47 (2012) S. Vasilev i sar.: Odredivanje vrsta trihinela primenom
PCR metode

onih uzorka u kojima su larve na vreme otkrivene tokom obaveznog pregleda
mesa, te je tako spreCena pojava epidemija. Ove analize bi omogucile i eventu-
alno otkrivanje prisustva drugih vrsta Trichinella, pre svega T. pseudospiralis. Na
kraju, istiCemo da je od posebne vaznosti da Citava veterinarska struka sagleda
znacCaj ovakvog, savremenog pristupa u pracenju rasirenosti infekcije sa Tri-
chinella spp. u Srbiji, te da se uzorci (bilo inficiranog mesa ili slobodnih larvi do-
bijenih nakon digestije) proslede laboratorijama osposobljenim za PCR moleku-
larnu dijagnostiku (a obavezno i odgovarajucoj referentnoj laboratoriji u kojoj
treba da postoji banka izolata). U tom cilju pozivamo sve zainteresovane po-
jedince i/ili organizacije na saradnju na ovom veoma vaznom polju rada veterinar-
ske i lekarske struke a sve u okviru veoma znacajne svetske inicijative: jedno
zdravlje — jedna medicina.

Zakljucak / Conclusion

Ovim prikazom sluc¢aja se potvrduje da infekciju trihinelom kod ljudi u
Srbiji izaziva T. spiralis. Zbog prisustva i drugih vrsta trihinela u okruzenju, a i kod
nas, bilo bi znacajno sprovodenje sistematskog istrazivanja zastupljenosti vrsta
Trichinella. Angazovanije ljudskih i materijalnih resursa u Srbiji, saradnja sa drugim
referentnim laboratorijama u regionu, EURLP i Svetskom referentnom laboratori-
jom za trihinelozu u Rimu, treba da doprinese boljoj kontroli trihineloze.
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ENGLISH

IDENTIFICATION OF THE TRICHINELLA SPECIES BY PCR METHOD
S. Vasilev, Jelena Cvetkovi¢, lvana Radovi¢, Ljiljana Sofroni¢-Milosavljevié¢

Serbia is country with a high prevalence of Trichinella infection in pigs, which
continues to be a serious human health problem. In Serbia, only a few isolates of Trichinella
found in pork have been genetically specified to date, and all were proven as T. spiralis.
New data shows that in the sylvatic cycle in Serbia, at least in the Belgrade district, more
than one Trichinella species co-exist (T. spiralis and T. britovi). Increased awareness of the
possible overlap among sylvatic and domestic Trichinella cycles indicates the need for
continuous monitoring of Trichinella species circulation and strongly points to the need that
all isolates of Trichinella found in meat for human consumption should be subject to a de-
termination of the Trichinella species (due to the risk of transmission of infection with T. bri-
tovi to domestic pigs and humans). This is why we examined using PCR the Trichinella lar-
vae found in pig meat that caused a human outbreak (Trichinella infection) in Grocka (Bel-
grade district) during February 2011. The isolated larvae belonged to T. spiralis.

Key words: Trichinella spiralis, Trichinella britovi, PCR
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PYCCKUA

MONEKYNAPHOE OMNPEAENEHUE BUAOB TPUXUHEI

C. Bacunes, JeneHa LiBeTtkoBu4, BaHa PagoBuy,
JNunsina CodpoHuny-MunocaBneBuy

Cepbus cTpaHa ¢ BbICOKMM MpeobnagaHvem MHMeKUn JoMallHNX CBUHEN
TpuxuHennow (Trichinella spp.) B 3HAEMUYECKUX PErnoHax, YTo NMpeacTaBnsieT cobown
CepbE3HbIN PUCK ANSA 340poBbSA HaceneHus. XoTs npumeHeHune MNLP BBegeHo aga roga
Tomy Hasag B NHEM-e, 4o cmx nop TOMbKO AN HECKOMbKO U30NATOB SIMHMHOK TPUXU-
Henn, OTKPbITbIX B MSACE CBUHEW CAeNnaHa reHoTunusaums. HoBble AaHHble MOKasbiBaloT,
4YTO Ha Halew TeppuTopum, B CIIIOHHOM LUWMKIe cyljecTByeT 6onblue ogHoro Buaa Tri-
chinella, a nmeHHo T. spiralis v T. britovi (0gHOBpeMeHHOEe NpUcyTCcTBUe, HanaeHHoe B ben-
rpagckom okpyre. M13-3a prcka OT BO3MOXHOIO COBMaAEHUS CIIOHHOrO M AOMaLLHEero
uMKna, 60nbLIoe aNNMAEMUONOrnYeckoe 3Ha4yeHne 6bl MMEeNo AarnbHenwee ucnbiTaHne
3TUM MOMEKYNAPHbIM METOAOM BCEX JIMYMHOK, KOTOPble OTKPOIOTCA B Te4YeHue 065-
3aTeNnbHOro ocMoTpa Msca (Kak Ha CKOTOOOMHSAX, a MPOUCXOXAEHMEM U3 LOMALUHUX
X03AMCTBa TaK U ¢ hepM, HaxoAsLme B yrpoxxaeMblx panoHax Cepbum). o aTor npuymnHe
ucnblTaHo Hamu, npumeHexnnem lMNLP, nuunHkmn Trichinella, n3onMpoBaHHbIE U3 CBMHOIO
msica, Yb€ noTpebneHne npuseno Ao uHdekumn nogen B MNpouke, benrpag, 2011 r. Ye-
TaHOBIEHO, YTO NNYMHKK NpuHaanexxat suay T. spiralis.

KntoueBble cnoBa: Trichineela spiralis, Trichinella britovi, MNLIP
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Cilj ovog istraZivanja bio je da se na laboratorijskim belim mise-
vima proveri zastitno dejstvo inaktivisane dvovalentne vakcine priprem-
ljene od serotipova L. monocytogenes 1/2a i 4b. Nakon provere steril-
nosti i toksi¢nosti pripremljene vakcine misevi su podeljeni u 6 grupa
sa po 10 Zivotinja. Prva i druga grupa miseva su dobile vakcinu bez
saponina (vakcina A), a treca i Cetvrta grupa vakcinu sa saponinom
(vakcina B). Misevi pete i Seste grupe nisu vakcinisani i sluZili su kao
negativna kontrola. Dve nedelje nakon vakcinacije izvrSena je revakci-
nacija oglednih grupa, osim kontrolnih. Dve nedelje nakon revakcina-
cije izvrSena je veStacCka infekcija svih grupa sa serotipovima L. mono-
cytogenes 1/2a i 4b.

Za vreme ispitivanja (60 dana) uginula su 4 misa iz vakcinisanih
grupa. Misevi kontrolnih grupa su poceli da uginjavaju nakon 7. dana, a
poslednji mis je uginuo 14 dana posle infekcije.

Pregledom preparata iz parenhimatoznih organa uginulih miseva
obojenih po Gramu dokazano je prisustvo L. monocytogenes. Zaseja-
vanjem homogenizata parenhimatoznih organa na triptozni agar urade-
na je reizolacija i dobijena je Cista kultura L. monocytogenes. Upotre-
bom specificnih antiseruma potvrdeni su serotipovi 1/2a i 4b. S obzi-
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rom na ukupan broj vakcinisanih miSeva u ogledu i procenat uginuca
(10%), moZe se reci da je ispitivana vakcina sa saponinom imala zado-
voljavajuci zastitni efekat.

Kljucne reci: L.monocytogenes, inaktivisana vakcina, mis

Uvod / Introduction

Listerioza je zarazna bolest ljudi i zivotinja koju izaziva gram-pozitivna,
fakultativno intracelularna bakterija Listeria monocytogenes (Pamer, 2004). Lis-
terije su Siroko rasprostranjene u prirodi (ubikvitarni mikroorganizam) i osim kod
zivotinja izolovane su iz zemljiSta, otpadnih voda, silaze, povréa, namirnica ani-
malnog porekla i dr. (Cooper i Walker, 1998).

Listerije mogu da se nadu na sluzokozi zdrela, u vaginalnoj sluzi i
raznim unutra$njim organima zdravih jedinki. Rezervoari u prirodi su divlji glodari
(misevi, pacovi i kuni¢i). U prirodnim uslovima infekcija se prenosi ekskremen-
tima, pobacenim plodovima, placentom urinom, mlekom, iscetkom iz polnih or-
gana i preko nekih rodova krpelja (Wagner i sar., 2000).

Prema podacima iz literature listerioza je rasSirena u celom svetu,
ukljucujuéi i Srbiju, a osim Coveka oboljeva i preko 50 zivotinjskih vrsta (Seeliger i
Jones, 1986).

Listerioza je kod ljudi prvi put opisana 1920. godine. Manifestuje se
pojavom meningitisa, rede encefalitisa, a kod gravidnih zena dovodi do pojave
abortusa ili radanja mrtve ili slabo vitalne dece.

Na osnovu podataka Belgijske referentne laboratorije, listerioza se
kod ljudi javlja sporadi¢no, a incidencija na godisnjem nivou je 7 slucajeva na mi-
lion stanovnika (Mead i sar., 1999).

Na osnovu dobijenih rezultata laboratorijskih istrazivanja dokazano je
da serotipovi 1/2a i 4b L. monocytogenes dominiraju u Srbiji, kao i u zemljama u
okruzenju (Sofrenovi€ i sar., 1964).

S obzirom na epizootiolosku situaciju u Srbiji i imajuci u vidu slab
odgovor na antibiotsku terapiju pri pojavi klinickih simptoma listerioze kao i rezis-
tentnost uzro€nika na antibiotike, cilj istrazivanja bio je priprema i ispitivanje pro-
tektivnog dejstva sopstveno pripremljene adsorbat vakcine, sa i bez saponina,
dobijene inaktivisanjem L. monocytogenes sa domaceg epizootioloSkog po-
drucja.

Materijal i metode rada / Material and methods

Izolacija i serotipizacija izolovanih sojeva L. monocytogenes /
Isolation and serotyping of isolated strains of L. Monocytogenes

Za pripremu vakcine koris¢eni su lokalni izolati L. monocytogenes do-
bijeni iz uzoraka pobacenih fetusa i mozga uginulih ovaca po standardnoj proce-
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duri (Doyle i Schoeni, 1986). Kao podloga za izolaciju bakterija kori§¢en je trip-
tozni agar (Torlak, Beograd).

Serotipizacija izolovanih listerija je uradena metodom brze aglutina-
cije na predmetnoj ploc€ici sa monospecificnim anti O i anti H imunoserumima L.
monocytogenes (Bioveta, Ceska).

Priprema vakcine | Preparation of vaccine

Vakcina je pripremljena od celih bakterijskih ¢elija serotipova 1/2a i 4b
L. monocytogenes, inaktivisanih sa 0,4% formalinom uz dodatak aluminijum-hi-
droksida kao nosaca. Polovina pripremljene vakcine je bila bez saponina i
oznacena je kao vakcina A, a drugoj polovini je dodat saponin (0,1%) i obelezena
je kao vakcina B. U 1 ml vakcina je sadrzavala 108 cfu bakterijskih éelija.

Ispitivanje sterilnosti vakcine | Investigations of vaccine sterility

U cilju ispitivanja sterilnosti, pripremljena vakcina je zasejana na hranl-
jivi agar, 5% krvni agar i triptozni agar. Tokom 5 dana zasejane podloge su pro-
veravane na prisustvo kolonija aerobnih i anaerobnih mikroorganizama.

Ispitivanje toksi¢nosti vakcine | Investigations of vaccine toxicity

Toksi¢nost pipremljene vakcine je ispitivana bioloskim ogledom na
belim miSevima. Ispitivanje je sprovedeno na 10 miSeva telesne mase 18-22 g,
starosti 3—4 nedelje, koji su podeljeni u 2 ogledne grupe. Prva grupa je vakcini-
sana vakcinom A (bez saponina), a druga vakcinom B (sa saponinom). Vakcina je
aplikovana supkutano (s/c) u koli¢ini od 0,3 ml. Biolo$ki ogled je trajao 4 nedelje i
za to vreme je pra¢eno opSte stanje oglednih Zivotinja. Nakon bioloskog ogleda
zZivotinje su zrtvovane, obdukovane u cilju procene patomorfoloskih promena, a
suspenzija parenhimatoznih organa je zasejana na hranljive podloge.

Ispitivanje zastitnog dejstva vakcine na misevima |
Investigations of vaccine protective effects on mice

Ispitivanje protektivnog dejstva vakcine je izvedeno na 60 belih
miSeva, telesne mase 18 do 22 g i starosti 3-4 nedelje. Misevi su podeljeni u Sest
oglednih grupa sa po 10 zivotinja.

Prvaidruga grupa vakcinisane su sa 0,2 ml inaktivisane bivakcine bez
saponina (vakcina A), s/c u koleni nabor.

Tre€a i Cetvrta grupa vakcinisane su sa 0,2 ml inaktivisane bivakcine
sa saponinom (vakcina B), s/c u koleni nabor.

Peta i Sesta grupa nisu vakcinisane i sluzile su kao negativna kontrola.

Dve nedelje posle vakcinacije uradena je revakcinacija svih oglednih
grupa, osim kontrolnih.
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MiSevi su drzani izolovano, u prostoriji posebno namenjenoj tome, uz
svakodnevno praéenje opsSteg zdravstvenog stanja. Ogledne Zivotinje su hra-
njene potpunom krmnom smesSom za ovu vrstu i dobijale vodu ad libitum.

VeStacka infekcija miSeva | Artificial infection of mice

Dve nedelje nakon revakcinacije uradena je veStacka infekcija tako
$to je midevima s/c aplikovano po 0,3 ml x 10° (cfu/ml) 24 h stare bujonske kul-
ture L. monocytogenes serotipa 1/2a i 4b.

MiSevima iz prve i tre¢e grupe aplikovana je s/c bujonska kultura sero-
tipa 1/2a, u koli¢ini od 0,3 ml (cfu/ml), druge i Cetvrte grupe s/c bujonska kultura
serotipa 4b, u koli¢ini od 0,3 ml (cfu/ml), pete grupe s/c bujonska kultura serotipa
1/2a, u koli¢ini od 0,3 ml, Seste grupe s/c bujonska kultura serotipa 4b, u koli€ini
od 0,3 ml (cfu/ml).

Vestacko izazivanje infekcije imalo je za cilj proveru zastitnog dejstva
ispitivanih vakcina, za svaki soj pojedina¢no. Kod miSeva kontrolnih grupa, koji
nisu vakcinisani, cilj je bio da se ispita patogeno dejstvo oba serotipa L. monocy-
togenes.

Tokom ogleda miSevi su posmatrani svakodnevno i pri tom su praceni
opste stanje i promene u ponasanju. Nakon uginucéa izvrSena je obdukcija, a za-
tim i zasejavanje suspenzije parenhimatoznih organa na odgovarajuée hranljive
podloge.

Rezultati / Results

Rezultati ispitivanja sterilnosti vakcine | Results of investigations of vaccine sterility

Ni u jednoj od zasejanih podloga bojenjem po Gramu nije ustanovljen
rast kontaminirajucih bakterija, $to je potvrda sterilnosti vakcine.

Rezultati ispitivanja toksi¢nosti vakcine | Results of investigations of vaccine toxicity

Ispitivanja toksi¢nosti vakcine na misevima, koje je trajalo 4 nedelje,
svi miSevi su preziveli, bez pojave klini¢kih simptoma i promene opsteg stanja.
Nakon ogleda miSevi su Zrtvovani, uradena je obdukcija, a na parenhimatoznim
organima nije bilo patomorfoloskih promena. Suspenzija parenhimatoznih or-
gana je zasejavana na triptozni i krvni agar, i pri tome nije ustanovljen rast aerob-
nih i anaerobnih mikroorganizama.

Rezultati zastitnog dejstva inaktivisane dvovalentne vakcine /
Results of protective effects of inactivated bivalent vaccine

Za vreme ispitivanja uginula su 4 misa iz vakcinisanih grupa. Jedan iz
prve, dva iz druge i jedan iz Cetvrte ogledne grupe. Rezultati ispitivanja zastitnog
dejstva vakcine A (bez saponina) i B (sa saponinom) aplikovane u dozi od
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0,2 ml x 108 cfu/ml nakon vestacke infekcije bujonskom kulturom L. monocyto-
genes serotip 1/2ai 4b u dozi od 0,3 ml prikazani su u tabeli 1.

Na tabeli 1 su prikazani procentualni rezultati zastithog dejstva vak-
cine A (bez saponina) i B (sa saponinom) kod vakcinisanih miSeva, nakon
vestacke infekcije patogenim sojevima L. monocytogenes ser 1/2ai4b, kao i re-
zultati veStacke infekcije miSeva koji nisu vakcinisani (kontrolna grupa).

Tabela 1. Rezultati ispitivanja zastitnog dejstva vakcine A (bez saponina) i B (sa saponinom)
aplikovane u dozi od 0,2 ml x 106 cfu/ml nakon vestacke infekcije bujonskom kulturom
L. monocytogenes ser 1/2a i 4b u dozi od 0,3 x 108 cfu/m/

Table 1. Results of investigations of protective effects of vaccine A (without saponin) and B (with saponin) ap-
plied in doses of 0.2 ml x 106 cfu/ml following artificial infection with bouillon culture of ser 1/2a and 4b
L. Monocytogenes in dose of 0.3 x 109 cfiyml

Kontrolna (nevakcini-

Vakcina A / Vakcina B / sana) grupa miseva /
Grupe miSeva / Vaccine A Vaccine B Control (nonvaccinated)
Groups of mice group of mice

| Il I} \Y) \' \

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Broj uginulih miSeva nakon
vestacke infekcije L. mono-
cytogenes ser 1/2ai 4b /
Number of mouse deaths fol- 1 2 0 1 10 10
lowing artificial infection with
L. monocytogenes ser 1/2a and|
4b

% uginulih miseva /

% dead mice 10 20 0 10 100 100

MiSevi koji nisu vakcinisani poceli su da uginjavaju nakon 7. dana, a
poslednji mis je uginuo 14. dana infekcije. Na obdukciji je zapazeno uvecéanie je-
tre manjeg stepena, sa sitnim nekroti¢nim zaristima, jaka hiperemija plu¢a i slu-
zokoze creva.

Zasejavanjem homogenizata parenhimatoznih organa na triptozni
agar je uradena reizolacija i dobijena Cista kultura L. monocytogenes serotipa
1/2ai 4b.

Diskusija / Discussion

Za vakcinaciju Zivotinja protiv listerioze mogu da se koriste inaktivi-
sane ili atenuisane vakcine dobijene od celih bakterijskih éelija. U novije vreme
koriS¢enjem tehnika molelularne biologije odreden je proteinski profil vrste L.
monocytogenes i postoje pokusaji da se naprave subjedini¢ne vakcine. Medutim,
efikasnost ovih vakcina jo$ uvek nije potpuno ispitana i potrebna su dalja eksperi-
mentalna istrazivanja (Vazquez-Boland i sar., 2001).
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Poznato je da listeriolizin O (LLO), koji nastaje kao odgovor na pri-
sustvo razli¢itih sojeva L. monocytogenes, moze da indukuje zastitni imunitet, ali
klju€ni odnos izmedu LLO i stvaranja zastitnog imuniteta kod zarazenih jedinki nije
dovoljno istraZzen (Carvalho i sar., 2001). U svom ispitivanju Xiong i sar. (1998) su
dokazali da kod miSeva koji su inficirani virulentnim sojevima L. monocytogenes
dolazi do stvaranja protektivnog imuniteta, a aplikacijom mrtvih bakterija i neviru-
lentnih sojeva nije doslo do stvaranja imunskog odgovora. Kod miseva imuni-
zovanih listeriolizinom i mrtvim bakterijama, uz upotrebu Freundovog adjuvansa,
doslo je do stvaranja delimi¢nog zastitnog imuniteta (Brocke i Hahn, 1991).

Istrazivanja na velikom broju zivotinjskih vrsta ukazala su na to da pos-
toji moguénost kontrole listerioze primenom vakcina koje kao imunogene kompo-
nente sadrze avirulentne ili inaktivisane sojeve listerija (Ramaswamy i sar., 2007).

Ivanov i sar. (1977) su izveli uspeSan eksperiment sa atenuiranom
vakcinom, dobijenom od serotipova 1/2ai 4b L. monocytogenes uz dodatak 0,1 %
saponina. Burdarov i sar. (1985) su izveli eksperiment na jagnjadi, zeCevima i za-
morci¢ima. Za vakcinaciju je koriS¢ena mrtva vakcina od serotipova L.monocyto-
genes tip 1 i tip 4c, koja je dobijena inaktivacijom toplotom. Kod vestacki inficira-
nih vakcinisanih Zivotinja. Listerie su izolovane u sporadi¢nim slucajevima iz
mozdanog tkiva i parenhimatoznih organa, dok je kod vestacki inficiranih ne-
vakcinisanih zivotinja ovaj uzro€nik izolovan tokom citavog perioda ispitivanja.
Autori su zaklju€ili da se vakcinacijom eksperimentalnih Zivotinja mrtvom vakci-
nom smanjuje smrtnost zivotinja.

Van Dijk i sar. (1980) su proucavali imunogenost inaktivisane vakcine
na miSevima i dokazali su da sa odgovaraju¢im adjuvansom moze da se proiz-
vede kvalitetna vakcina sa dobrim antigenim karakteristikama. Wirsing (1982) se
slozio sa ovim ispitivanjima, dodavsi da se na ovaj nacin bolest moze staviti pod
kontrolu primenom formalinom inaktivisane vakcine.

Zakljucak / Conclusion

Rezultati nasih ispitivanja su pokazali da serotipovi 1/2a i 4b L. mono-
cytogenes ispoljavaju patogeni efekat nakon vestacke infekcije miSeva kontrolnih
grupa. Pripremljena inaktivisana vakcina sa saponinom, od serotipova 1/2ai4b L.
monocytogenes imala je zadovoljavajuci zastitni efekat, imajuci u vidu da je nakon
vestacke infekcije doSlo do uginu¢a svega 10% vakcinisanih miSeva. Poredenjem
rezultata dobijenih nakon vakcinacije miSeva oglednih grupa vakcinama sa sa-
poninom i bez saponina utvrdeno je da dodavanje saponina najverovatnije po-
vecava zastitni efekat vakcine.
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF PROTECTIVE EFFECTS OF BIVALENT INACTIVATED
VACCINE PREPARED FROM SEROTYPES 1/2a AND
4b Listeria monocytogenes ON MICE

D. Baci¢, Sonja Obrenovi¢, M. Kirovski, B. Dimitrijevi¢, Sonja Radoji¢i¢,
M. Valci¢, M. Mirilovié

The objective of these investigations was to check on laboratory white mice
the protective effect of an inactivated bivalent vaccine prepared from serotypes 1/2a and 4b
L. monocytogenes. Following verification of the sterility and toxicity of the prepared vac-
cine, the mice were divided into 6 groups with 10 animals in each group. The first and sec-
ond group of mice were administered the vaccine without saponin (vaccine A) and the third
and fourth group the vaccine with saponin (vaccine B). Mice of the fifth and the sixth group
were not vaccinated and served as a negative control. Two weeks following vaccination,
the experimental groups were revaccinated, with the exception of the two control groups.
Two weeks following revaccination, all groups were artificially infected with serotypes 1/2a
and 4b L. monocytogenes.

During the course of the investigations (60 days) a total of 4 mice died in the
vaccinated groups. Mice of the control groups started dying after day 7, and the last mouse
in these groups died 14 days after the infection. Examinations of preparations of paren-
chymatous organs of the dead mice stained according to Gram proved the presence of L.
monocytogenes. Homogenates of parenchymatous organs were sown on tryptose agar for
reisolation and a pure culture of L. monocytogenes was obtained. Through the use of spe-
cific antiserums, serotypes 1/2a and 4b were confirmed. Considering the total number of
vaccinated mice in the experiment and the percent deaths (10%), it can be said that the in-
vestigated vaccine with saponin had a satisfactory protective effect.

Key words: L.monocytogenes, inactivated vaccine, mouse

PYCCKUA

MCMNbITAHUE NPEAOXPAHUTEJIbBHOIO AEI?lCTBI/]ﬂ OBYBAJIEHTHON
MHAKTUBALMOHHOU BAKLMHbI, NTOArOTOBJIEHHOU OT CEPOTUINOB 1/2a U
46 Listeria monocytogenes HA MbILIAX

[. Bauuy, CoHa O6peHoBuy, M. Kuposcku, B. [iumutpuesuy, CoHss Pagoununy,
M. Banuuny, M. Mupunosuy

Llenb aToro nccnegosanuns 6bina, YTo Ha TabopaToOpHbIX HENbIX Mbllax Npo-
BEPUTb NPefoXpaHnNTeNbHOE AeNCTBUE MHAKTMBALMOHHOMW 4BYBaNeHTHON BaKLyHbI, NOA-
roTOBJIEHHOW OT cepoTunoB L. monocytogenes 1/2a v 46. lMocne npoBepKn CTEPUNBHOCTU
N TOKCMYHOCTW NOATOTOBIEHHOW BaKLMHbI Mbilun B 6 rpynn ¢ no 10 XuBoTHbIX. MepBas n
BTOPas rpynnbl Mbillen NOy4uny BakumHy 6e3 canoHuHa (BakumHa A) a TpeTbs U YeT-
BEPTadA rpynnbl BaKLUMHY C CarnoHWHOM (BakuuHa B). Mbiwmv nAToM 1 WwWecTon rpynnax He
BaKLUMHUPOBaHbI 1 CY>XWUIN KakK OTpuUaTenbHbI KOHTPONb. [lBe HeAenu nocne Bakum-
HaLumn coBepLUeHa peBakLMHaLMSA OMbITHbIX FPYMM, KPOME KOHTPOsbHbIX. [lBe Hegenw no-
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Cne peBakUMHaLuM COBEpLIEHa NCKYCCTBEHHasn MHeKUus Bcex rpynn ¢ cepotmnamm L.
monocytogenes 1/2a n 46.

Bo Bpemsi NpofomKMTENBHOCTM UCMbITaHWsA (60 AHer) okonenu 4 Mblwun U3
BaKLUMHMPOBaHHbIX rpynmn. MbIWW KOHTPOSIbHbBIX FPYMNM HA4anuM OKoneBaTb Nnocne 7 gHen,
a nocneass Mbllb okonena 14 gHen nocne nHhekumu.

OcmMoTpoM npenapaTa M3 NapeHXMMaTO3HbIX OPraHOB OKOMESbIX MbILIEN,
OKpaLlleHHbIX no 'pamy gokasaHo npucyTcTeue L. monocytogenes. 3acemBaHnem romor-
€HM3aTOB NapeHXUMaTO3HbIX OPraHoB Ha TPWNTO3HbIN arap cAenaHa pev3onauns u
nonyyeHa yuctasa KynbTypa L. monocytogenes. YnotpebneHmeMm crneumdunHeckmx at-
TUCEPYMOB NOATBEPXAEHbI cepoTunbl 1/2a n 46. C y4€TOM Ha COBOKYMHOE YMCIO BaKLm-
HMPOBaHHbIX MbILIEN B OMbITE M NPOLEHT OKoneHns (10%), MOXXHO cka3aTb, YTO UCMbITaH-
Has BakLuHa C CanoHUHOM UMena yAoBNeTBOPUTE bHbIN NPeAoXpaHnTENbHbIA 3D dEKT.

KntodeBble crnoBa: L. monocytogenes, HaKTUBALMOHHasA BaKLyHa, Mblllb
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MAINTAIN AND CONTROL OF VACCINATION BELT ALONG
NEIGHBOURING RABIES INFECTED AREA’
ODRZAVANJE I KONTROLA VAKCINACIONOG POJASA DUZ SUSEDNE
POVRSINE INFICIRANE BESNILOM

P. Hostnik, Jedrt Maurer Wernig, Danijela Rihtari¢, J. Grom, T. Malovrh,
I. Toplak™

The programme of oral vaccination of wildlife started in 1988 in
Slovenia and is based on our and the experiences of other countries.
Red foxes are the main reservoir of rabies in Slovenia. When the oral
vaccination programme started in whole territory of Slovenia in the year
1995, 1089 (28.75%) of tested animals were detected positive among
wild and domestic animals. Four years later only 6 (0.5%) positive
cases were detected among 1195 tested animals. The number of posi-
tive cases been increased again in 2001 to 135 cases. Between 2002
and 2008 the vaccination was done only in the protection zone, a 30 to
50 km wide belt along the southern border with Croatia because no
new rabies cases were found in the north-west region of the country.
When rabies was reintroduced in ltaly in 2008 the vaccination was car-
ried out again in the whole territory of Slovenia. In order to improve the
vaccination campaign the stability of two vaccines was measured over
8 weeks. In both vaccines the drop of the virus titre was the highest
when baits were placed in the sunlight, but, in the shadow, the virus
was detected until day 53 of observation. The aim of this study is to sum-
marise the current status of rabies and to look for the best solutions in
the next vaccination campaign.

Key words: rabies, oral vaccination, control
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Introduction / Uvod

Rabies is a zoonotic disease of mammals, caused by infection with a
negative-stranded RNA virus belonging to the Lyssavirus genus of the Rhabdo-
viridae family that can be divided into seven genotypes (Bourhy et al., 1999),
mainly transmitted via saliva through a bite from an infected animal (Niezgoda et
al., 2002). In central and southeast Europe the red fox (Vulpes vulpes) is the main
source of infection (Lontai, 1997). Vulpine rabies was established in Slovenia in
1973 for the first time. Results of phylogenetic analysis of a limited number of ra-
bies virus isolates from a region of Slovenia showed that the isolates belong to
genotype 1, groups of CE (Central Europe) and WE (Western Europe) (Bourhy et
al., 1999).The control and eradication of rabies has been a common strategy of
European Union member states since the beginning of the 1980s (Pastoret,
1998).

Vaccination of wild animals against rabies was developed in the
United States (Blancou, 1985; Bear et al., 1975) and was used for the first time in
the field in Europe in Switzerland (Steck et al., 1982). Switzerland proposed the
vaccination strategy that has been followed by other European countries, consist-
ing of the compartmentalisation of the infected areas using natural or artificial bar-
riers. In Switzerland the last rabies case was recorded in 1996. In EU countries
industrially-produced baits have been distributed since 1980s, using live attenu-
ated rabies virus strains known as SAD Bern, SAD B19, SAD-P5/88, SAG1, SAG2.
A plastic capsule containing the fluid vaccine is incorporated into manufactured
baits containing fish meal (Ahl et al., 2002).

An outbreak of rabies among racoon dogs and foxes started in 1988 in
Finland, close to the south-east border of the country. Field vaccination cam-
paigns were begun immediately with two campaigns per year, but since 1991 a
single campaign has been done. Thereafter the country remained free of rabies,
although the disease is endemic in Russia and Estonia (Metlin et al., 2008).

The Belgian programme of vaccination covered the entire infected
area from 1989 to 1991, with 5 campaigns in total, leading to an 80 % decrease of
rabies cases. Then more restricted campaigns were conducted between 1992
and 1994 only along the borders of the country. Rabies cases were recorded
again from 1994 to 1996, coming from a border residual focus. In 1996, the vacci-
nation strategy was slightly modified and adapted to control rabies re-infected ar-
eas with a high density fox population. Two aerial vaccinations were carried out
during the cold season (November and March, when the fox population density is
the lowest in the year). Control of aerial distribution was improved by the use of
GPS (Global Positioning System) and reducing the distance between flight lines,
and baiting density was increased from 15 to 17 baits per km?, supplemented by
an additional den vaccination. Following this modification of the strategy and a
close cross border co-operation with their French counterparts, rabies was effi-
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ciently controlled. The last rabies case was diagnosed in July 1999 in a 28-month-
old cow (Cliquet and Aubert, 2004).

In France, the peak for detected rabid animals with more than 4,200
cases was in 1989. The establishing of a natural barrier from the English Channel
and the Swiss border succeeded in stopping the westward and southward spread
of the disease. During the vaccination between 1989 and 1996 the infected area
was shifted towards borders resulting in a 99.7% decrease of rabies incidence. In
France, the last rabies case of vulpine origin was recorded in a cat in 1998. Part of
the success story of the eradication of rabies in Europe was the close co-
operation between Belgium, France, Luxembourg and Switzerland on preventing
cross-border contamination and improving their vaccination techniques (Aubert
et al., 1986).

Italy carried out vaccination campaigns in the infected areas only
when cases were recorded, since 1984. Rabies was eradicated in 1995, but after
13 years, in 2008 rabies was reintroduced again (De Benedictis et al., 2008). ltaly
has been classified as a rabies-free country since 1997. In October 2008, two
foxes were diagnosed with rabies in the Province of Udine, north-east Italy. One
case of human exposure caused by a bite from one of the foxes has occurred and
has been properly treated. Since then rabies has been continuing and new rabies
cases have been reported in the north-east of the country in three regions; Veneto,
Friuli-Venezia Giulia and Provincia autonoma di Trento. More than 180 animal
cases have been recorded since 2008, mostly foxes, although other animals have
been affected as well; badgers, deer, cats and donkeys. Most of the cases have
been identified in the Veneto region where such numbers have increased signifi-
cantly in 2010 (Mutinelli, 2010).

Due to oral vaccination some European countries are now rabies-free
in terrestrial animals; Finland (1991), Netherlands (1991), ltaly (from 1997 to
2008), Switzerland (1998), France (2000), Belgium (2001) and Luxembourg
(2001) (Potzsch et al., 2002) and the Czech Republic as the last (Matouch et al.,
2007). In other eastern and southern European counties where vaccination has
not been practiced the number of reported rabies cases is still high (Potzsch et al.,
2002). Although the incidence of rabies has been greatly reduced with vaccina-
tion, the zone between a rabies positive area and a rabies negative area should re-
main as long as the disease is present in neighbouring countries. Unexpected
outbreaks have been reported in many countries (Muller, 1997; Matouch and Vita-
sek, 2007, De Benedictis et al., 2009). These problems were often resolved by in-
creasing the number of vaccine baits (>30 baits/km?), changing the timing and
the number of vaccinations, or improving and optimizing flight-line distances
(Thulke et al., 1999).

This paper describes the course of rabies eradication in Slovenia and
the stability of the used vaccines in field conditions during the summer period.
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Material and methods / Materijal i metode

Following of rabies epidemiological situation /
Pracenje epidemioloske situacije kod besnila

Rabies was common in Slovenia among dog populations before the
Second World War but the disease was eradicated by the vaccination of local
dogs during the 1950s. In 1973, the first sylvatic rabies was found in a north-east
part of Slovenia. In cooperation with the WHO surveillance centre in TUbingen,
Germany, a field campaign with oral vaccination of foxes started in September
1988. In the first period (from 1988 to 1992) the bait distribution was mainly done
by local volunteer hunters, but aerial distribution was later used. The second peri-
od of eradication started in 1995 and successfully continued until 2010. Rabies
cases were decreased first in the north-west part of the country and later along the
border with Croatia a 30-50 km protection zone was formed.

According to the Slovenian legislation, veterinary organisations and
hunters are obligated to send samples from an animal which had neurological
symptoms of the disease for laboratory examination. The Veterinary Administra-
tion has regulated additional monitoring of rabies in foxes with the testing of 5
foxes per 100 km2. An indirect immunofluorescence test (IIF) has been used for
rabies diagnosis. It was performed on impression smears of Ammon’s horn and
cerebellum samples. The diagnostic technique was performed as it is prescribed
in the Manual of standards for diagnostic tests and vaccines (Dean et al., 1996).
Immuno-fluorescent conjugate produced by the Bio-Rad Laboratories from
France was used. Samples with doubtful results in the IIF test are retested using
virus isolation on murine neuroblastoma cells (Webster and Casey, 1996) or with
the RT-PCR test (Black et al., 2002). The efficiency control of oral vaccination
among foxes has been measured by active and passive monitoring with bait up-
take control using the tetracycline biomarker detection method.

Oral vaccination / Oralna vakcinacija

The programme of oral vaccination is financed, inspected and
planned by the Veterinary Administration of the Republic of Slovenia. In Slovenia,
when vaccination was started in 1988, the distribution sites were determined
based on locations of previous outbreaks. However, due to an insufficient budget,
at the beginning, not every infected area was baited each year. The programme
was often interrupted but it has been done regularly at nation level since 1995. The
basis of the rabies eradication programme in Slovenia consists of compulsory
vaccination of all dogs and regular oral vaccination of foxes. Oral vaccination of
foxes started in the whole territory in 1995. During the first two years only the Fuch-
soral vaccine which contains the SAD B19 attenuated rabies strain (Steck et al.,
1982, Schneider and Cox, 1983) was in use. In the period from 1998 to 2004 the

62



Vet. glasnik 66 (1-2) 59 - 71 (2012) P. Hostnik et al.: Maintain and control of vaccination
belt along neighbouring rabies infected area

vaccine Fuchsoral was placed in the east part of the country and the vaccine Lys-
vulpen® (Vrzal et al., 1996) containing strain SAD Bern produced by Bioveta, Iva-
novice, Czech Republic was placed in the west part of the country. Since 2006,
only the Fuchsoral vaccine has been used. Baits have been dropped by aircraft
twice per year as a rule in September - October and May - June. In 1999 an area of
18,800 km? was covered (the entire territory is 20.273 km2), while the high moun-
tain and the urban area was not included. Later in 2000 when neighbouring coun-
tries Italy and Austria eradicated rabies, only the area of a 12,500 km? belt in the
south of the country was vaccinated. The average bait distribution density ranged
from 20 - 25 baits/km?. The baits were dispersed from a height of 300 — 500 me-
ters. Pilots used the GPS navigation system for orientation and a computer-
monitored discharge. A special computer program named FICO3J® (constructed
by computer engineer Aleksander Modic) monitored the route, time of flying and
calculated the density of distributed baits. During the period between 1995 and
2009, over 8 million baits were distributed across the country. Since 2009, after the
rabies reintroduction in Italy, vaccination has been carried out in the whole terri-
tory of Slovenia again.

Bait stability experiment / Eksperiment stabilnosti mamaca

The thermo-stability of both vaccines used for oral vaccination
(named now vaccine A and vaccine B) was tested under field conditions. The vac-
cine baits were placed on three different locations: in the open cut-grassing
places, where direct sun was possible (Location 1), in the high grass (Location 2)
and in the shadow under trees and bushes (Location 3), where direct sunlight was
disabled. The distance between the three locations was not longer than 100 m.
This experiment was done during the summer period (from July to August). Ten
baits of vaccine A and ten baits of vaccine B were placed in location 1, 30 baits of
vaccine A and 30 baits of vaccine B were placed in location 2, and 50 baits of vac-
cine A and 50 baits of vaccine B were placed in location 3. Baits were laid down di-
rectly on the ground in a way that distances between baits were at least 2 cm.
Baits were covered with boxes made of wire to be protected against predators.
The minimum and maximum temperature in each place was recorded daily using
a contact thermometer. Sensors of the thermometer were placed in an ampoule of
bait to measure real temperature in the bait. The consistence of baits matrix was
observed and described on a daily basis. Baits were collected daily in the morning
and stored at minus 70°C until virus titres were determined using a microtitration
technique (Aubert MFA., 1996). Briefly, the bait matrix was removed and the liquid
of the vaccine was placed into tubes and centrifuged at 2.500 x g for 15 min at
4°C. Ten-fold dilutions from 10" to 107 were prepared in mock plates (180 ul cell
culture medium and 20 ul of sample) and 50 ul of each dilution was transferred
onto 96-well tissue culture microplates (Nunc). Each dilution was transferred into
tree wells and BHKj4 cell cultures were added and plates were incubated for five
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days at 37°C to determine the end-point dilution of the virus. After the incubation
period, the cell culture medium was removed and cells were fixed with 85% ace-
ton at -20°C. The detection of the rabies virus in cell culture was carried out by an
IIF. Briefly, conjugate (BIO-RAD Laboratories, France) were diluted 1:20 in PBS-T
(0.01 M phosphate buffered saline plus 0.05% (v/v) Tween 20) and added on the
air-dried cell monolayer in 96-well microplates. After one hour of incubation at
37°C, the cells were rinsed with PBS-T and the cell monolayer was examined by
UV light microscopy (Zeiss, Axiovert 25, Germany). The virus titre was then calcu-
lated as TCIDggjm-

Results / Rezultati

Rabies situation in Slovenia / Situacija sa besnilom u Sloveniji

During the period from 1995 — 2009, 28,095 samples from different
animal species were tested and 1,758 of them were rabies positive in the IIF test.
The majority of positive cases (94.6 %) were found in wildlife, while among domes-
tic animals only 5.4 % positive cases were recorded. Among wildlife animals,
foxes were rabies positive in 1,579 cases, martens in 31, badgers in 22, roe in 23,
wild board 2, red deer in 1 and polecat 2. The highest number of rabies among do-
mestic animals was detected among cats (53 rabies positive cases) followed by
dogs (34 rabies positive cases), cattle (7 positive), sheep (3 positive) and horses
(1 positive). Comparing the years before (period 1990 — 1995) and after the begin-
ning of the vaccination in the whole country (period 1996 — 2000) the incidence of
rabies cases dramatically decreased from 2,989 to 411 rabies positive cases. In
2004, 2005, 2006 and 2007 rabies was confirmed in 2, 3, 2 and 3 animals respec-
tively. In 2008, 55 and in 2009, 34 rabies cases were registered (Table 1). All posi-
tive samples were collected in the vaccinated area close to the Croatian border.
Only one case was found out of the vaccination area in 2009 in Kanal near the bor-
der with Italy.

Stability of vaccines in location 1 (open cut-grassing place) /
Stabilnost vakcina na lokaciji 1 (otvoreno mesto sa ise¢enom travom

The average maximum air temperature in location 1 during six days of
the experiment was 29.8°C. The maximum daily air temperature in shadow was
34.4°C. The maximum recorded temperature measured in bait in the open placed
area (location 1) was 46.3°C, and the minimum temperature during the night was
10.5°C. After 24 hours all baits matrix of vaccine B placed in location 1 showed to-
tal destruction and the vaccine container was not covered with matrix. In the case
of vaccine A the bait matrix was partially destructed and the vaccine container was
visible too. The experiment was finished after six days, because the total destruc-
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tion of matrix baits was observed. The results of the titrations of both vaccines are
shown in Figure 1. The initial titre of rabies virus in vaccine A was 7.47 logq
TCID50/ml and the titer of virus in vaccine B was 7.57 logyq TCIDso/ml. After 24
hours the titre of rabies virus in vaccine A decreased to 2.62log 10 TID50, on day 2
it was 0.71 log 10 TCID50/ml, on day 3 the virus was not detectible on BHK ,; cell
culture. After 24 hours the virus titre in vaccine B decreased to 1.67 logg TCIDsq
and after 48 hours it was not detectible. The colour of liquid in bait vaccine B was
changed in all capsules on day 2 and bacterial contamination with Xanthomonas
maltophilia and Enterococus sp. was subsequently proved.

Table 1. Number of rabies positive animals and percentage of foxes marked by tetracycline
in the vaccinated areas
Tabela 1. Broj zivotinja pozitivnih na besnilo 1 procenat lisica obelezenih tetraciklinom u podrucjuma vakcinacije

Year/ | No. of tested animals / | Total No. of rabid animals /| Percentage / |No. of rabid foxes /
Godina | Broj ispitanih Zivotinja | Ukupan broj besnih Zivotinja| Procenat (%) | Broj besnih lisica
1995 3,787 1,089 28.76 996

1996 2,285 247 10.81 208

1997 781 29 3.71 18

1998 1,382 14 1.01 14

1999 1,195 6 0.50 5

2000 1,509 115 7.62 104

2001 2,153 135 6.27 117

2002 1,495 15 1.00 14

2003 993 8 0.81 8

2004 1,612 2 0.12 2

2005 1,.03 3 0,19 3

2006 1,796 2 0.11 2

2007 2,075 3 0.14 3

2008 2,619 55 2.10 51

2009 2,810 35 1.25 34
[}]‘(’;;Lf) : 28,095 1,758 1,579

Stability of vaccines in location 2 (high grass) /
Stabilnost vakcine na lokaciji 2 (visoka trava)

The titres of rabies virus in vaccine A and B placed in high grass (half
shade conditions) was measured during 18 days. The mean value of the maxi-
mum temperature was 36.6°C and the minimum 14.2°C. In vaccine A the virus
was detectable 16 days and 14 days in vaccine B. The virus titre in vaccine A de-
creased by 50 % during 10 days, but in vaccine B in 9 days. The bait matrix be-
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came damaged after 9 days in vaccine A, but in vaccine B the ampoules were na-
ked on the 3" day of observation.
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Figure 1. Vaccine titre stability in field conditions /
Slika 1. Stabilnost titra vakcine u uslovima na terenu

Vaccine stability in location 3 (in shadow under trees and bushes) /
Stabilnost vakcine na lokaciji 3 (u senci ispod drveéa i Zbunja)

The titres of rabies virus in both vaccines were observed for 55 days.
The mean value of the maximum temperature was 23.5°C and the mean value of
the minimum temperature during the observation period was 13.8°C. The titre of
the rabies virus in vaccine A in location 3 was stable for 34 days and the titre de-
creased by 50 % on day 40. The virus in vaccine B was detectible up to 45 days,
and the titre decreased by 50 % on day 39. The bait matrix in vaccine A remained
intact during the observation period, but the bait matrix of vaccine B became de-
structed on day 16 and the ampoule with vaccines was visible.
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Discussion / Diskusija

The monitoring of the epidemiological situation in Slovenia is based
on quite a big number of collected samples each year. Hunters are motivated to
send samples to the laboratory with compensation for each hunted fox, paid by
the government. Through all these years we are approaching the WHO recom-
mendation with at least 8 animals per 100 km? to ensure successful control. The
results of vaccination between 1988 and 1992 have shown that the vaccination
must be continuous, but the use of volunteers for vaccination purposes was un-
satisfactory in the long term and the vaccination area did not cover enough terri-
tory. Due to the fox rabies vaccination the density of the fox population was en-
larged, which shall be considered when planning the vaccination. The increased
number of detected rabies cases between 2000 and 2001 was linked to the insuffi-
cient number of baits per number of increased fox populations, which has been
noted also by other authors (Selhorst et al., 2006). In the period from 1992 to 1996
the territory of Slovenia was heavily affected by rabies, but a rapid decline of ra-
bies was detected between 1995 and 1999, when the oral vaccination programme
in the whole territory was practiced using an aircraft bait distributing system (Table
1). In 1999 only 6 rabies cases were laboratory-confirmed, whereas only four
years previously a total of 1,089 rabies cases were documented (181-fold de-
crease). The data in Table 1 shows that in Slovenia foxes account for the most
cases diagnosed as positive. Domestic animals infected with rabies represent
only a small proportion (4,85 %) of all rabid animals. This low percentage of rabies
cases among domestic animals shows that the vaccination programme for dogs
and other domestic animals is useful. According to our experiences during two
decades the eradication of rabies among wild animals is a long lasting process.
An efficient rabies eradication process requires trans-border cooperation which is
still missing for the south part of our territory. Despite all the troubles, member
states of the EU are efficiently pushing rabies cases from the west part of the EU
towards the south-east (Selhorst et al., 2006). The minimum size of a vaccination
area should be 5,000 km? (WHO and EU recommendations). If the precise loca-
tion of a wildlife rabies case is known, the size of the vaccination area is calculated
by drawing a circle of 40 km radius around each case. The 27 EU member states
have different rabies situations, 9 counties are free of rabies, Belgium (2001),
France (2000), Luxembourg (2001), Finland (1991), Netherlands (1991), Czech
Republic (2004), Germany (2008) and Italy (1997 —2008). All these countries have
become rabies free as a result of wildlife oral vaccination programmes. All other
infected EU countries are currently conducting oral vaccination programmes
(Have et al., 2008).

Between 1988 and 1993 in Slovenia the baits were distributed partly
using hunters’ help plus using helicopters and aircraft. From this experience it
turned out that it was impossible to control the actual bait distribution per km?.
Consequently the decision was made in the second phase of vaccination in 1995
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to start dropping the baits by using aeroplanes and GPS, which has proven to be
of great value to the pilot as it enables direct control of the dropped baits. The den-
sity of baits was increased from 18 bait/km? (1995) to 22 - 25 bait/km? (2010).
When we used the vaccines of two different manufacturers (Fuchsoral and Lys-
vulpen) the experiment of bait stability was performed. It has been determined that
the matrix of vaccine A was more stable comparing to the stability of the matrix of
vaccine B. From this experiment we can conclude that the vaccination cannot be
carried out on days with daily temperatures over 30°C due to the rapid disintegra-
tion of the bait matrix. The vaccine sensitivity to high temperatures has been previ-
ously reported by Vos and Naubert (2002). The Lysvulpen vaccine stability in an-
other study showed that it is not very suitable for use in summer time (Picard et al.,
2006). Some authors (Masson et al., 1999) reported that the recombinant vaccine
VRG is remarkably thermo-stable, indifferent to high temperatures in nature and
appropriate for carrying out a vaccination in summer months, which is necessary
in case of the need for emergency vaccination. Daily temperatures during spring
time in our country (end of May, start of June), when the vaccination campaign is
performed, often reach 30°C. In this case the vaccine that is sensitive to high tem-
peratures is not efficient enough. Balbo and Rossi (1988) have proven that foxes,
vaccinated with baits, which have been exposed to high daily temperatures, con-
tain lower antibody titre. Baits of vaccine A in our study which were laid down in lo-
cation 2 (high grass) were appropriate for fox vaccination for 9 days, and vaccine
B only 3 days because of the degradation of the matrix, although the virus titre was
for both vaccines above 6,0 log;o/TCID50/ml on day 9. Baits, distributed during
the vaccination campaign in forest shadow are considerably more efficient and
the matrix of vaccine A in the experiment remained unchanged throughout the 55-
day-long testing period. On the other hand, the capsules of vaccine B were less
stable and became visible in the same period for 45 % of the tested baits. The per-
centage of forest areas exceeds 65 % of Slovenian territory and the percentage of
agricultural area is around 28 %, which means that there are not a considerable
number of baits dropped in an open area such as in our test location 1. During
spring time many authors observed a lower uptake of baits comparing to the re-
sults obtained for autumn. In spring time, more than 70 % of the baits were taken
within 3 to 6 days, but in autumn within 3 days, and the reason for such a differ-
ence can be the abundance of food in springtime for foxes (Pastoret et al., 1998).
The protected vaccination zone should be at least a 40 km belt with
over 70 % of vaccinated foxes to acieve satisfactory protection of rabies re-entry
from an infected area to a rabies free area (Vos et al., 2001). When a considerably
large number of rabies cases in Croatia was discovered there was an increased
number of rabies cases in Slovenia as well (www.who-rabies-bulletin.org/Que-
ries/Surveillance.aspx?lssue=2009 4), however all the rabies positive animals
were discovered in the vaccination zone not more than 15 km from the Croatian
boarder. But in the year 2009 one rabid fox was found near the Italian border, 30
km out of the vaccination area, probably as a result of insufficiently wide vaccina-
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tion belts in the small border territory of ltaly, Croatia and Slovenia. The narrowest
vaccination belt in this region was between Trieste (ltaly) and Jelovice (Croatia)
with only 12 km in distance. A high number of infected foxes in Croatia was de-
tected over the years and this represent a continuous risk for the reintroduction of
rabies into our territory. The objective of a buffer zone in Slovenia is to maintain an
adequate immunity in the fox population in order to prevent rabies epidemics in
Slovenia and also neighbouring countries such as Italy and Austria. Occasionally,
administrative borders may constitute barriers to the movement of foxes, but in
most situations vaccination zones need to be defined and vaccination campaigns
synchronised across administrative borders. A good example of cross border co-
operation was in the case of the reappearance of rabies in Italy on the border with
Slovenia and Austria in 2008 (De Benedictis et al., 2009). An emergency vaccina-
tion plan for Italy, Slovenia and Austria was made and the vaccination area in
Slovenia was spread to the whole territory again. Italy implemented local vaccina-
tion in 2008 with a protected zone in infected areas (ltaly has rabies-free status
and the last campaign was carried out in 2004), two times per year in the three
provinces of Udine, Goricia and Trieste close to the border of Slovenia. In order to
avoid the spread of sylvatic rabies from Slovenia and ltaly to Austria, Austria has
also been carrying out an emergency vaccination campaign. The recent example
of rabies introduction into ltaly clearly demonstrated the need for rabies free coun-
tries to maintain rabies expertise and effective disease surveillance both for do-
mestic animals and for wildlife.
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SRPSKI

ODRZAVANJE | KONTROLA VAKCINACIONOG POJASA DUZ SUSEDNE POVRSINE
INFICIRANE BESNILOM

P. Hostnik, Jedrt Maurer Wernig, Danijela Rihtari¢, J. Grom, T. Malovrh, I. Toplak

Program oralne vakcinacije divljaCi zapocet je 1988. u Sloveniji i zasniva se na
sopstvenom i na iskustvu drugih zemalja. Crvene lisice su glavni rezervoar besnila u
Sloveniji. Kada je program oralne vakcinacije zapocet na celoj teritoriji Slovenije 1995. go-
dine, 1089 (28,75%) ispitivanih Zivotinja je bilo pozitivno medu divljim i domaéim Zivoti-
njama. Cetiri godine kasnije, otkriveno je samo 6 (0,5%) pozitivnih slu¢ajeva medu 1195 is-
pitivanih Zivotinja. Broj pozitivnih sluajeva se zatim ponovo pove¢ao godine 2001., i to na
135 slucajeva. Izmedu 2002. i 2008. godine vakcinacija je vr§ena isklju¢ivo u zasti¢enoj
zoni, na 30 do 50 km Sirokom pojasu duz juzne granice sa Hrvatskom, jer nije bilo us-
tanovljenih novih slu¢ajeva besnila u severozapadnom delu zemlje. Kada se besnilo
ponovo pojavilo u ltaliji 2008. godine, ponovo je izvrSena vakcinacija na celoj teritoriji
Slovenije. U cilju poboljSanja kampanje vakcinacije, stabilnost dveju vakcina je merena
tokom 8 nedelja. Kod obe vakcine zabelezen je najveéi pad virusnog titra u slu¢ajevima
kada su mamci postavljeni na sunce, dok je virus detektovan do 53. dana posmatranja
kada je mamac postavljen na senovito mesto. Cilj ove studije je da se rezimira sadasniji
status besnila i da se potraze najbolja reSenja kod sprovodenja kampanje vakcinacije.

Klju¢ne reci: besnilo, oralna vakcinacija, kontrola

PYCCKUA

COOEPXXAHUE N KOHTPOJIb BAKUMHALIMOHHOI'O NOSICA BAOJIb COCEQHEN
NOBEPXOCTU UHOULIMPOBAHHOM BELWWEHCTBOM

P. Hostnik, Jedrt Maurer Wernig, Danijela Rihtari¢, J. Grom, T. Malovrh, I. Toplak

Mporpamma opanbHOW BakuMHauuym avym Hadata 1988 B CnoseHun u oc-
HOBbIBaeTCH Ha COBCTBEHHOM 1 Ha OMbITe APYrMx cTpaH. KpacHble nucuupl rNaBHbIA pes-
epsyap 6eleHcTBa B CnoseHnmn. Korga nporpamma opanbHOW BakLMHaLum Ha4aTa Ha Le-
non tepputopum Cnosenun 1995 roga, 1089 (28,75%) MCNbITAHHBLIX XXMBOTHBIX ObINO
NOSIOXKMTENbHO CPpean AUKMX U OOMALLHUX XUBOTHbIX. YeTblpe roga no3gHee, OTKPbITO
TONbKO 6 (0,5%) nonoxntenbHbIx cnydaes cpean 1195 ncnbiTaHHbIX XXMBOTHBIX. Y1cno
NOJTIOXUTENbHbIX ClyyaeB 3aTem cHoBa yBenuuunocb 2011 roga, a uMeHHo Ha 135
cny4yaes. Mexay 2002 1 2008 rogamu BakLMHaLMsA coBepLleHa UCKTIOYMTENbHO B 3aLUmT-
HOM 30He, Ha 30 A0 50 KM LIMPOKOM MOsice BAOSb HOXHOW rpaHuLbl ¢ XopBaTunen, nbo He
6bIN0 YCTAHOBMEHHbIX Cry4aeB GelleHCTBa B CeBepo-3anagHon 4acTu cTtpaHbl. Korga
6elleHCcTBO cHoBa nosisunock B Tanum 2008 roga cHoBa coBepLueHa BakumHaums Ha Le-
non Tepputopumn CnoseHuu. C Lenbio ynyyleHns KaMnaHum BakumMHaummn, CTabunbHOCTb
OBYX BakUvH MepeHa B TedeHue 8 Hepgenb. Y 060MX BakuMH 3anncaHo camoe 60sbLioe
nafeHve BUPYyCHOro TUTpa B Cny4asx, Korga npuBagbl NOCTaBeHbl Ha COSHLE, MOKa BU-
pyc AeTeKToBaH A0 53 AHA HabniogeHns, Korga npusaga noctaBfieHa Ha TEHUCTOe Me-
cTo. Llenb aToro Hay4Horo Tpyga pe3toMMpoBaTh HbIHELHWI CTaTyC 6eLueHcTBa 1 nouc-
KaTb camble XOpoLure peLleHns y NpoBedeHNs KaMnaHum BakLMHaLuK.

KnioueBble croBa: 6eLeHCTBO, Op/ibHas BakLMHALWS, KOHTPOSb
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ISPITIVANJA ODREDENIH HEMIJSKIH POKAZATELJA
KVALITETA FERMENTISANIH SUVIH KOBASICA®
EXAMINATIONS OF CERTAIN CHEMICAL CHARACTERISTICS OF

FERMENTED DRY SAUSAGE QUALITY PARAMETERS
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M. D. Petrovié¢™

*

Prema podacima dostupnim iz literature zapazili smo visok ste-
pen varijacija vrednosti mnogih fizicko-hemijskih pokazatelja kvaliteta
fermentisanih kobasica, pa smo za cilj naseg ispitivanja postavili sto
sveobuhvatnije ispitivanje odabranih hemijskih parametara kvaliteta —
sadrZaj ukupnih proteina, relativan sadrZaj proteina vezivnog tkiva i
sadrZaj vlage u deset razlicitih proizvoda koji pripadaju grupi fermenti-
sanih suvih kobasica. Drugi cilj je bio da vrednosti dobijene u nasem is-
pitivanju uporedimo sa referentnim vrednostima predvidenim Pravil-
nikom o kvalitetu i drugim zahtevima za proizvode od mesa (SI. glasnik
SCG, no. 33/2004) i odredimo procentualnu zastupljenost i razloge za
neusaglasenost kvaliteta proizvoda, koji se stavljaju van prometa. Koris-
tili smo dve standardne, referentne hemijske metode — odredivanje
sadrZaja azota i vlage (SRPS ISO 937:1992 i SRPS ISO 1442:1998), kao
i modifikovanu metodu M050 za odredivanje sadrZaja hidroksiprolina.

Na osnovu rezultata ispitivanja moZemo zakljuciti da na reprezen-
tativnom broju ispitanih uzoraka (n = 156), poreklom od 10 razli¢itih
proizvoda iz grupe fermentisanih suvih kobasica, 51 uzorak (32,7%)
nije ispunjavao zahteve propisane Pravilnikom o kvalitetu i drugim
zahtevima za proizvode od mesa. Od navedenog broja uzoraka, razlog
neusaglasenosti kvaliteta 40 uzoraka (25,6%) je bio visi nivo RSPVT, a
kod 18 uzoraka (11,5%) visi sadrZaj vlage. NiZi sadrZaj ukupnih prote-
ina od onog propisanog Pravilnikom nije utvrden ni u jednom od ukup-
nog broja ispitanih uzoraka.

Kljucne reci: fermentisane suve kobasice, sadrZaj ukupnih proteina,
relativan sadrZaj proteina vezivnog tkiva (RSPVT), sadrZaj vlage
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Uvod / Introduction

Fermentisane kobasice su proizvodi dobijeni od razli€itih tipova mesa
i ¢vrstog masnog tkiva razliitog stepena usitnjenosti, kojima mogu biti dodati
kuhinjska so, zamena soli, aditivi, zaCini, ekstrakti zaCina, Seceri i starter kulture,
koje se nakon punjenja u omotace konzerviraju procesima fermentacije i susenja,
sa ili bez dimljenja, i sadrze manje od 35% vode. Tokom procesa zrenja dobijaju
karakteristiCan kvalitet, postaju mikrobioloski i hemijski stabilni, odrzivi proizvodi
(Vukovi¢, 2006). Pripremaju se od najranijih civilizacija, pretezno na tradicionalan
nacin. Popularni su za konzum kod miliona potroSaca Sirom sveta. Zahtevi
danasnjeg trziSta ugrozavaju tradicionalan nacin proizvodnje, zbog njegove du-
gotrajnosti (Arnau i sar., 2007).

Razvijen je veliki broj razli¢itih tipova fermentisanih kobasica, $to je
uslovljeno sastavom, stepenom usitnjenosti sastojaka, dijametrom omotaca, se-
zonom proizvodnje, primenom dimljenja i plesni, trajanjem zrenja. U Nemackoj,
koja je jedan od glavnih proizvodaca kobasica, proizvodi se preko 350 tipova,
iako tradicija proizvodnje fermentisanih kobasica postoji samo 160 godina. O
znacaju ove visokovredne grupe kobasica govori podatak da se u Evropskoj uniji
na godignjem nivou proizvede oko 750000 tona (Liicke, 1998). U Spaniji je katalo-
gizovano oko 50 varijeteta, mada se mnogo vise tipova proizvede u zanatskoj pre-
radi (MAPA, 1997).

Odgovarajuéi odabir sirovog mesa i masnog tkiva (osnovna teh-
noloska operacija) ukazuje na to da je proizvodnja fermentisanih kobasica zas-
novana na kontrolisanju biohemijskih procesa enzimske i mikrobioloske prirode.
Konacan kvalitet fermentisanih kobasica zavisi od dinamike promena frakcija ug-
lienih hidrata, proteina i masti. Zahvaljujuéu njihovom intenzitetu, ovakve pro-
mene utiCu viSe ili manje na formiranje senzornih, reoloskih i mikrobioloskih svo-
jstava gotovog proizvoda (Incze, 1992; 1998; Flores and Bermell, 1996; Ansorena
i sar., 2001; Erkkila i sar., 2001; Andres i sar., 2002).

Tokom proizvodnog procesa fermentisane kobasice se ne obraduju
toplotom, S§to omoguc¢ava da nutritivno najvredniji sastojci mesa ostanu ne-
promenjene bioloSke vrednosti. Fermentisane kobasice se mogu proizvoditi kao
funkcionalna hrana (Mendoza i sar., 2001; Muguerza i sar., 2004; Muller, 2006; Va-
silev i sar., 2007; Vukovi¢ i sar., 2007), koriS¢enjem probiotika kao starter kultura,
Sto im daje poseban znacaj (Vukovic i sar., 2007).

Fermentisanim kobasicama se moze produziti rok upotrebe (shelf
life), interakcijom dva antimikrobna faktora: simultanim smanjenjem vrednosti ak-
tivnosti vode (a,,) i pH vrednosti. U Centralnoj i Severnoj Evropi se smatra da je
pad pH vrednosti (smanjenje sa 5,6-5,8 na 4,6-4,9) fermentisanih proizvoda od
mesa najznacajniji put njihovog o¢uvanja, dok se u mediteranskim zemljama pad
vrednosti aktivnosti vode (a,) uzima kao znacajniji parametar pri konzervaciji
(Vandendriessche, 2008).

74



Vet. glasnik 66 (1-2) 73 - 84 (2012) Marija V. Vukasinovi¢ i sar: Ispitivanja odredenih
hemijskih pokazatelja kvaliteta fermentisanih suvih kobasica

Johansson i sar. (1994) su dokazali rast sadrzaja ukupnih proteina
(Nx6.25) od 14,8% na pocCetku do 22,4% nakon 21 dana prerade, ukljuCujuci
zrenje na 25°C tokom 7 dana i susenje na temperaturi frizidera, tokom dve
nedelje. Rast sadrzaja ukupnih proteina pripisan je primarno procesu susenja.
Ikoni¢ i sar. (2010) su zapazili da je sadrzaj proteina (=30%) utvrden u vecini ispiti-
vanih uzoraka Petrovske klobase, proizvedene na tradicionalan nacin, sli¢an
onom u italijanskim tradicionalnim suvim kobasicama (Moretti i sar., 2004) ili Cak
viSi u poredenju sa objavljenim vrednostima za vec¢inu razli€itih fermentisanih ko-
basica (Casiraghi i sar., 1996; Tojagi¢, 1997; Stamenkovic¢ i sar., 1998; Lorenzo i
sar., 2000; Comi i sar., 2005; Salgado i sar., 2006).

Sadrzaj vlage moze znacajno varirati tokom perioda zrenja (od 58,9%
do 26,4%), $to su u 8 ispitivanih tipova fermentisanih suvih kobasica dokazali Ac-
ton i Dick (1976). Ikoni¢ i sar. (2010) iznose da su srednje vrednosti vlage u goto-
vom proizvodu (Petrovska klobasa) sa intervalom varijacije od 22,14 = 1,00 do
29,11 + 0,47. Prikazane vrednosti su nesto vise nego one utvrdene za sremsku
kobasicu (Tojagi¢, 1997), a slicne vrednostima pronadenim u nekim italijanskim
kobasicama (Moretti i sar., 2004; Bianchi i sar., 1974), ali niZze u poredenju sa tradi-
cionalnim $panskim kobasicama Androlla, Botillo i Chorizo de cebolla (Lorenzo i
sar., 2000; Salgado i sar., 2006) i Milano Salami (Casiraghi i sar., 1996).

Trbovic i sar. (2009) su ispitivali fizicko-hemijska svojstava uzoraka fer-
mentisanih kobasica uzeg dijametra (sremska i levacka, proizvedene u indus-
trijskim uslovima, i uziCka, proizvedena u porodi¢nom domacinstvu). Ogled je iz-
veden u tri ponavljanja, a dobijeni rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ispi-
tivanja. Sadrzaj vlage, na kraju proizvodnje, u uzi¢koj kobasici je iznosio 36,4%, a
u sremskoj i levackoj kobasici je bio 23,1%, odnosno 22,3%. Rezultati su karakte-
ristiéni za ovu vrstu proizvoda, pri ¢emu uzorci sremske i levacke kobasice, proiz-
vedene u industrijskim uslovima, imaju ujednaceniji karakter posmatranih prome-
na tokom procesa proizvodnje.

Fermentisane kobasice sa domaceg trzista sadrze 17,52% do 32,96%
proteina mesa, a relativan sadrzaj proteina vezivnog tkiva u proteinima mesa je od
6,22% do 31,15% (Sai€ic¢ i sar., 2006).

Prema podacima dostupnim iz literature zapazili smo visok stepen
varijacija vrednosti mnogih fiziCko-hemijskih pokazatelja kvaliteta fermentisanih
kobasica, pa smo za cilj naSeg ispitivanja postavili Sto sveobuhvatnije ispitivanje
odabranih hemijskih parametara kvaliteta — sadrzaj ukupnih proteina, relativan
sadrzaj proteina vezivnog tkiva i sadrzaj vlage u deset razliitih proizvoda koji pri-
padaju grupi fermentisanih suvih kobasica. Drugi cilj je bio da vrednosti dobijene
u nasSem ispitivanju uporedimo sa referentnim vrednostima predvidenim Pravil-
nikom o kvalitetu i drugim zahtevima za proizvode od mesa (Sl. glasnik SCG,
no. 33/2004) i odredimo procentualnu zastupljenost i razloge za neusaglasenost
proizvoda, koji se stavljaju van prometa.
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Materijal i metode / Material and methods
Uzorci | Samples

U naSem radu ispitali smo ukupno 156 uzoraka fermentisanih suvih
kobasica, proizvedenih od strane brojnih preradivaca registrovanih na teritoriji
Zlatiborskog, Moravi¢kog, Raskog i Rasinskog okruga. Svi ispitani proizvodi (sa
proizvodackim nazivom pod kojim su deklarisani) prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Usaglasenost ispitivanih parametara kvaliteta fermentisanih suvih kobasica sa
vrednostima propisanim Pravilnikom o kvalitetu i drugim zahtevima za proizvode od
mesa

Table 1. Compatibility of examined fermented dry sausage quality parameters with values prescribed by
Regulations on quality and other requirements for meat products

Usaglasenost / Compatibility
Br./ Ime proizvoda / ) .
No. Name of product + B <Ukupni proteini/| >RSPVT/ | >Vlaga/
< Total proteins >RPCCT > Moisture
1 |Kulen (n=9) 7 2 - 2 2
2 |Budimska (n= 25) 20 5 - 4 1
3 |SudZuk (n= 48) 15 33 - 24 12
4 [Pikant (n=2) 1 1 - 1
5 [Planinska (n= 2) 2 0 -
6 |Goveda (n= 4) 2 2 - 2 2
7 |Uzigka (n= 3) 3 0 -
8 |Domaca salama (n= 3) 3 0 -
9 |Domaca kobasica (n= 2) 2 0 -
10 |Cajna (n= 58) 50 8 - 7 1
> = 156 uzoraka 105 51 ) 40 18
¥ = 156 samples (67,3%) | (32,7%) (25,6%) (11,5%)

Analiticke metode | Analytical methods

Ispitivanja odabranih hemijskih parametara kvaliteta fermentisanih su-
vih kobasica smo izvrsili slede¢im metodama:

1. Odredivanije sadrzaja ukupnih proteina — SRPS ISO 937:1992

2. Odredivanije relativnog sadrzaja proteina vezivnog tkiva (RSPVT) —
M 050 — modifikovana metoda razvijena u Veterinarskom specijalistickom institutu
,Kraljevo“, kojom se iz utvrdene koli¢ine hidroksiprolina izracunava procenat
vezivnog tkiva u svim vrstama mesa i prozvoda od mesa, uklju¢ujuci i meso i pro-
izvode od mesa Zivine.

3. Odredivanje sadrzaja vlage — SRPS ISO 1442:1998.
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Obrada podataka | Data processing

Podaci prikazani u tabeli 2 (deskriptivna statistika) izraCunati su uz
pomoc¢ Statistica statistical software for Windows Release 5.0.

Tabela 2. Deskriptivna statistika hemijskog sastava ispitivanih fermentisanih suvih kobasica /
Table 2. Descriptive statistics of examined fermented dry sausage chemical composition

Ime - Interval varijacije /

oivoda | flemisisesmy) | | | o o ten
product (%) min max

Ukupni proteini / Total proteins | 26.597 | 0.962 2.888 | 22.250 [ 31.400

E“fg) RSPVT / RPCCT 12.857 | 1496 | 4489 | 5410 | 19350

Vlaga / Moisture 32.050 | 1.872 | 5615 | 23.200 | 41.330

_ Ukupni proteini / Total proteins | 23.382 | 0.578 2.892 | 16.510 | 28.030

7@ |RspvT RPCCT 17.467 | 0926 | 4620 | 6740 | 27.870

Viaga / Moisture 28.182 | 1.023 | 5115 | 19.040 | 36.370

5 Ukupni protein / Total proteins | 26.397 | 0.647 4.485 | 19.140 [ 41.020

(Sn“fiug'j RSPVT / RPCCT 17.814 | 0813 | 5635 | 2730 | 26580

Vlaga / Moisture 30.019 | 1.016 7.041 14.530 | 44.880

_ Ukupni proteini / Total proteins | 24.740 [ 1.790 2.531 22.950 | 26.530

) RSPVT / RPCCT 19.350 | 2250 | 3.182 | 17.100 | 21.600

Viaga / Moisture 24695 | 2915 | 4122 | 21.780 | 27.610

. Ukupni proteini / Total proteins | 26.670 [ 0.080 0.113 | 26.590 [ 26.750

'(Dr:i”'zn)s"a RSPVT / RPCCT 8.005 | 3995 | 5650 | 4.010 | 12.000

Viaga / Moisture 28.100 | 0.820 | 1.160 | 27.280 | 28.920

Ukupni proteini / Total proteins | 23.017 [ 0.975 1.950 [ 20.450 | 25.060

g‘;"i‘;"‘ RSPVT / RPCCT 17.472 | 6183 | 12.367 | 6.820 | 31.630

Viaga / Moisture 31.910 | 4.217 | 8435 | 21.970 | 40.560

. Ukupni proteini / Total proteins | 32.253 | 3.127 5.415 | 27.200 [ 37.970

tﬂ]zf'g";‘ RSPVT / RPCCT 10150 | 4.020 | 6963 | 6.070 | 18.190

Viaga / Moisture 33.437 | 0613 | 1.062 | 32.450 | 34.560

Domaca Ukupni proteini / Total proteins | 26.540 | 2.286 3.960 | 22.020 [ 29.400
salama RSPVT / RPCCT 6590 | 1.715 | 2971 | 3.480 | 9.400

(n=3) Viaga / Moisture 28.007 | 1.398 | 2.421 | 26.450 | 31.290

Domaca Ukupni proteini / Total proteins | 27.865 [ 2.805 3.967 | 25.060 [ 30.670

kobasica  |RSPVT / RPCCT 12.855 | 2995 | 4235 | 9.860 | 15.850

(n=2) Viaga / Moisture 22250 | 3550 | 5.000 | 18.700 | 25.800

. Ukupni proteini / Total proteins | 23.771 0.347 2.644 | 17.730 | 31.690

g]ai”gs) RSPVT / RPCCT 14.926 | 0710 | 5.410 | 3.200 | 35.360

Viaga / Moisture 27114 | 0576 | 4.385 | 17.220 | 36.120

77



Vet. glasnik 66 (1-2) 73 - 84 (2012) Marija V. Vukasinovi¢ i sar: Ispitivanja odredenih
hemijskih pokazatelja kvaliteta fermentisanih suvih kobasica

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Prema odredbama Pravilnika o kvalitetu i drugim zahtevima za proiz-
vode od mesa (SI. glasnik SCG, no. 33/2004), ukupan sadrzaj proteina u proizvo-
dima navedene grupe ne sme biti manji od 22%, a RSPVT ne sme biti ve¢i od
15%. U salami ukupan sadrzaj proteina ne sme biti nizi od 22%, a RSPVT ne sme
prelaziti 15%. Ukupan sadrzaj proteina u sudzuku ne sme biti nizi od 16%, a
RSPVT ne sme biti ve¢i od 20%. Minimalan ukupan sadrzaj proteina u ¢ajnoj ko-
basici je 16% %, a RSPVT do 20%. Drugi (srodni) tipovi proizvoda moraju biti u
skladu sa ¢lanom 42, tacka 1 i ¢lanom 43, tacka 1 Pravilnika, pri ¢emu ukupan
sadrzaj proteina u njima ne sme biti nizi od 16%, a vrednost RSPVT ne sme prela-
ziti 20%. U proizvodima poreklom od mesa zivine vrednost RSPVT ne sme prela-
ziti 15%.

Rezultati nasih ispitivanja odabranih hemijskih parametara kvaliteta
fermentisanih suvih kobasica smo prikazali tabelarno, kao i usaglasenost do-
bijenih vrednosti sa vrednostima predvidenim Pravilnikom.

Ispitivanjem deset razlicitih vrsta kobasica gore navedene grupe (uk-
upno 156 uzoraka) ustanovili smo da je 51 (32,7%) neusaglasen, pri ¢emu je
najCesci razlog bio visi RSPVT (40 uzoraka — 25,6%, sa intervalom varijacije od
2,73% u jednom uzorku sudzuka do 35,36% u jednom uzorku Cajne kobasice).
Visi sadrzaj vlage od dozvoljenog je utvrden u osamnaest uzoraka (11,5%), a in-
terval varijacije se kretao od 14,53% do 44,88%, u razli€itim uzorcima sudzuka.
Sadrzaj ukupnih proteina je u svim ispitivanim uzorcima bio u granicama propi-
sanim Pravilnikom (interval varijacije od 16,51% do 41,02%).

U skladu sa Pravilnikom, fermentisane suve kobasice se proizvode
prvenstveno od mesa prve i druge kategorije, viSe ili manje ociS§¢enog od veziv-
nog tkiva, Ciji RSPVT u mesu moze biti, u zavisnosti od vrste, 15% ili 20%. Indus-
trija prerade mesa pokusava da snizi cenu proizvoda od mesa koriste€i nize kate-
gorije govedeg i svinjskog mesa (manje bioloske i nutritivne vrednosti), sa viSim
sadrzajem vezivnog tkiva. Kobasice koje sadrze viSe vezivnog tkiva imaju nizu bi-
oloSku vrednost i nizi senzorni kvalitet. Proteini vezivnog tkiva se znacajno ra-
zlikuju po sadrzaju i kompoziciji aminokiselina od misi¢nog tkiva, narocCito po
nizem sadrzaju esencijalnih amino kiselina.

Vukovié¢ i sar. (2011) su ispitivanjem osnovnih parametara kvaliteta tra-
dicionalnog (domaceg) kulena zakljucili da je sadrzaj vlage varirao od 36,3% do
37,7%, proteina mesa 25,5% do 28,7%, i udeo kolagena u proteinima mesa 6,4%
do 8,6%. Rezultati ukazuju da kulen sadrzi viSe od 35% vlage, a udeo kolagena u
proteinima mesa ispod 10%. ViSi sadrzaj vlage bez sumnje ukazuje na to da pro-
ces susenja nije zavrsen, ali takode moze biti posledica nizeg sadrzaja masti u od-
nosu na isti kod tradicionalno proizvedenog kulena. Prethodna ispitivanja su po-
kazala da je industrijski kulen sadrzao manje vlage (<30%) u odnosu na isti proiz-
veden na tradicionalan nacin (Vukovié¢ i sar., 2004).
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Saicdi¢ i sar. (2006) su ispitali ukupno 36 fermentisanih suvih kobasica
na sadrzaj proteina i hidroksiprolina, poreklom od razli€itih proizvodaca iz Repub-
like Srbije. Sadrzaj proteina mesa je bio na nivou od 17,52% do 32,96%, a RSPVT
od 6,22% do 31,15%. Od ukupnog broja ispitanih uzoraka, u 6 njih (16,66%) je
RSPVT u mesu bio visi nego $to je propisano Pravilnikom. Rezultati nasih ispiti-
vanja su u skladu sa navedenim rezultatima.

Radovi¢ i sar. (1981) su ispitivanjem fermentisanih suvih kobasica
utvrdili velike varijacije u RSPVT (od proteina mesa je bilo 14% do 16% proteina
vezivnog tkiva). U nasem ispitivanju, prose¢na vrednost za RSPVT je varirala
izmedu proizvoda od 6,59% u domacoj salami do 19,35% u uzorku pikant koba-
sice.

Jokanovi¢ i sar. (2010) su utvrdili da je sadrzaj vlage u svim ispitivanim
uzorcima tradicionalne fermentisane suve kobasice (Petrovska klobasa) bio is-
pod 35%. Saici¢ i sar. (2010) su odredili osnovni hemijski sastav razliCitih fermenti-
sanih suvih (Cajna, sremska, kulen i salama): Vlaga (%) 28,16 + 0,57; 28,17 +
0,59; 27,58 + 0,49; 34,73 + 0,56 i sadrzaj proteina (%) 22,58 + 0,44; 22,04 + 0,36;
24,14 + 0,45; 22,20 + 0,89. U naSem istrazivanju srednje vrednosti sadrzaja viage
(%) u uzorcima Cajne kobasice, kulena i salame su bile 27,114%, 32,050% i
28,907%, a sadrzaj proteina (%) 23,771, 26,597 i 26,540. U nasim ispitivanjima je
utvrden visi nivo sadrzaja vlage od propisanog Pravilnikom (€lan 51) u 18 (11,5%)
uzoraka od ukupnog broja ispitanih (n=156) fermentisanih suvih kobasica. Vu-
kovi€ i sar. (2009) su odredili parametre kvaliteta i hranljivu vrednost nekih funk-
cionalnih fermentisanih suvih kobasica, i komparacijom sa konvencionalno proiz-
vedenim kobasicama iste grupe utvrdili da je ukupan sadrzaj proteina bio 24%
(9/100 g) u grupi funkcionalnih, a 20% u grupi konvencionalno proizvedenih ko-
basica.

Mandic¢ i sar. (2010) su postavili kao cilj istrazivanja pracenja komplek-
sne fiziCke, hemijske, mikrobioloske i biohemijske promene tokom zrenja fermen-
tisanih suvih kobasica. Ispitali su hemijski i mikrobioloSki sastav nadeva nepos-
redno nakon punjenja istog u omotace, nakon deset dana i na kraju zrenja (20
dana). Fizitko-hemijske analize proizvoda ukazuju na pad pH vrednosti (sa 6,2 na
5,3), smanjenje sadrzaja vlage (sa 46,9% na 25,8%) i rast sadrzaja masti (sa 34%
na 48,9%), proteina (sa 13,2% na 20,4%) i soli (sa 2,8% na 4,8%), zahvaljujuci
procesu susenja.

Kovacdevi¢ i sar. (2010) su ispitali deset tipova fermentisanih suvih ko-
basica. Varijabilnost vrednosti pH, a,, i sadrzaja vlage izmedu razli¢itih proizvoda
je bila zna¢ajna (p<0,05). Vrednosti za nivo sadrzaja masti, proteina, kolagena i
soli pokazuju velike devijacije (koeficijent varijacije proizvoda za kolagen =
39,48). Ovi rezultati ukazuju na to da proizvodaci koriste veoma razli¢ite recep-
ture.

Nasa istrazivanja se moraju nastaviti i produbiti odredivanjem vrste
aditiva i njihovog sadrzaja u proizvodima od mesa.
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Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu rezultata ispitivanja mozemo zakljuciti da na reprezentativ-
nom broju ispitanih uzoraka (n = 156), poreklom od 10 razli¢itih proizvoda iz
grupe fermentisanih suvih kobasica, 51 uzorak (32,7%) nije ispunjavao zahteve
propisane Pravilnikom o kvalitetu i drugim zahtevima za proizvode od mesa. Od
navedenog broja uzoraka, razlog neusaglasenosti za 40 uzoraka (25,6%) je bio
viSi nivo RSPVT, a kod 18 uzoraka (11,5%) viSi sadrzaj vlage. Nizi sadrzaj ukupnih
proteina od onog propisanog Pravilnikom nije utvrden ni u jednom od ukupnog
broja ispitanih uzoraka.

Rezultati nasih ispitivanja ukazuju na to da preradivaci koriste veoma
razliCite recepture, u teznji da potroSacima obezbede jeftinije proizvode (pri ¢emu
konzumenti €esto nisu upoznati sa ¢injenicom da su hranljive i bioloSke vrednosti
proizvoda nize). Takode, u cilju kontinuiranog prisustva na trzistu sa kompletnom
paletom proizvoda, preradivaci skracuju trajanje procesa zrenja (suSenja) koba-
sica, umanjujuci kvalitet i odrzivost proizvoda.
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ENGLISH

EXAMINATIONS OF CERTAIN CHEMICAL CHARACTERISTICS OF FERMENTED
DRY SAUSAGE QUALITY PARAMETERS

Marija V. Vukasinovié, V. S. Kuréubié, Vesna M. Kaljevi¢, P. Z. Maskovi¢,
M. D. Petrovié

On the grounds of data available from literature, we observed a high degree of
variations in the values of numerous physical-chemical quality parameters of fermented
sausages, so that we set as the objective of our investigations to carry out comprehensive
examinations of selected chemical quality parameters (total protein content, relative pro-
tein content of connective tissue, and humidity in ten different products that belong to the
group of fermented dry sausages). The other objective was to compare the values obtained
in our investigations with the reference values envisaged under the Regulations on quality
and other requirements for meat products (SCG Official Gazette, No. 33/2004) and to de-
termine the percent of products that are found incompatible and the reasons for that. We
used two standard reference chemical methods — the determination of nitrogen and mois-
ture contents (SRPS ISO 937:1992 and SRPS ISO 1442:1998), as well as a modification of
method M050 for the determination of hydroxyproline content.

We can conclude on the grounds of the results of our investigations that out of
the representative number of examined samples (n = 156), originating from 10 different
products from the group of fermented dry sausages, 51 samples (32.7%) did not meet the
requirements prescribed under the Regulations on quality and other requirements for meat
products. Among the rejected samples, the reason for the incompatibility of 40 samples
(25.6%) was a a higher level of RPCCT, and 18 samples (11.5%) had a higher moisture con-
tent than permitted. None of the total number of examined samples had a content of total
proteins lower than the one prescribed under Regulations.

Key words: fermented dry sausage, total protein content, relative protein content in
connective tissue (RPCCT), moisture content.

PYCCKUA

MUCNbITAHUSA ONPEAENEHHbBIX XUMUYECKUX MOKA3ATENEN
®EPEMEHTUPOBAHHbIX CYXUX KOJIBAC

Mapus B. BykawmHoBsuu, B. C. Kypuy6ud, BecHa M. Kanesuuy, . 3. MawkoBu4,
M. . MeTpoBuy

CornacHo gaHHbIM AOCTYMHbLIM M3 NuTepaTypbl 3aMeyeHa Hamu BbicOKasi
CTenHb Bapuaumm CTOMMOCTU MHOMMX (hU3NHECKO-XUMUYECKMX MOKa3aTenen KadyecTsa
hepMeHTNPOBaHHbIX Koibac, Aa Mbl ANSA LEeNN HaLero UCnbITaHUsi MOCTaBuuv, 4To 6onee
BCEOXBATHOE MCMbITaHNe 0TOOPaHHbLIX XMMNYECKUX NapaMeTPOB KadecTsa (cogep>xaHme
COBOKYIHbIX MPOTEVHOB, PENATUBHOE COAEP>XXKaHUE NPOTENHOB COEANHNUTENbHOW TKaHU 1
cofep>xaHue Briarv B 4ECATb PasfiMyHbIX NPOAYKTOB, NpUHaaiexalme rpynne epmeH-
TMPOBaHHbIX Cyxunx Konbac). Bropas uenb 6bina, 4TO CTOMMOCTU, NOMYy4YeHble B HaLEM
UCMbITAHWN CPaBHUM C pedepeHTHbIMU CTOMMOCTSIMU, NpeaBuAeHHON VIHCTpykumen o
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KayecTBe 1 Apyrux TpeboBaHnsx 4nsa npoaykTos u3 maca (Cn. MnacHuk CLIM, Ho 33/2004)
1 onpeaenumM NPOLEHTHYIO NPeACTaBNEHHCOTb Y MPUYMHBI A1 HECOracoBaHUs NPOAYK-
TOB, CTaBUMble BHEe 060poTa. Hamy nonb3oBaHO ABa CTaHAAPTHbIX, PePEPEHTHBIX XU-
MUYECKUX METOAA - onpeernieHne cogep>kaHus asorta u Braru (CPIMC MOC 9375:1992 n
CPINC MOC 1442:1998), cnosHO 1 MogucuumpoBaHHbin Metog M050 ans onpegeneHus
CoAEPXKaHUsi TMAPOKCUMPOSIMHA.

Ha ocHoBe pe3ynbTaToB UMbITaHWUA MOXEM CAeNnaTtb BbIBOA, HYTO Ha penpe-
3EHTaTMBHOM 4YMUCIE UCMbITaHHbIX 06pa3ynkoB (H=156), ¢ npoucxoxaeHnem m3 10 pa-
3MMYHbIX NPOAYKTOB U3 rpynnbl (DepMEHTUPOBAHHbBIX CyXWX Kombac, NATbAEeCAT OAUH
06pasyuk (32.7 %) He ncnonHaN TpeboBaHns, NnpegnucaHHble VIHCTpyKLUmen 0 KavecTse u
Apyrux TpeboBaHnAX Ans NpoAyKToB n3 maca. OT NpuBeAEHHOrO yncna ob6pasymKoB,
nprvynHa HecornacoBaHus AN COpoka 06pa3ymnkoB (25.6%) 6bina 60MbLION YPOBEHb
PCICT, a y BocemHaguaTtn obpasuunkos (11.5%) 6onee 6onbluoe cogep>xaHve Bnaru.
Bonee HM3Koe cogep>xaHne COBOKYMHbIX MPOTENHOB TOro, MPeAnncaHHoro IHCTpyKuuen
He yTBEPXXAEH HN B OJHOM N3 COBOKYMHOIO YMCNa UCMbITaHHbIX 06PasynKoB.

KntouyeBble croBa: (hepMEeHTUPOBaHHbIE Cyxue Konbachl, COAEPXaHNe COBOKYMHbIX

NPOTENHOB, PENATUBHOE COAepKaHne NPOTENHOB coeanHnTenbHon TkaHn (PCIICT),
cofep>kaHue Bnaru
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ZLATARSKI SIR — KARAKTERISTIKE TRADICIONALNE

PROIZVODNJE I PRIKAZ NEKIH PARAMETARA KVALITETA

ZLATAR CHEESE - CHARACTERISTICS OF TRADITIONAL
PRODUCTION AND OVERVIEW OF SOME QUALITY PARAMETERS

Slavica Veskovi¢ Moracanin, M. RaSeta, Dragica Karan, Dejana Trbovié,

L. Turubatovié, M. Saponjié, Marija Skrinjar™*

*

Paralelno sa industrijalizacijom i standardizacijom savremene pro-
izvodnje, proizvodnja sireva bazirana na tradicionalnim principima pre-
dstavlja znaajno obelezje jednog naroda, drZava i regija. Svest o0 0so-
benostima ovakve proizvodnje potpomognuta je rastu¢om potraznjom
organske i visokokvalitetne hrane sa oznakama geografskog porekla,
Cija se konkurentnost i cena, u poredenju sa konvencionalnim proizvo-
dima, znaéajno, iz dana u dan, povecava. Na brdsko-planinskom po-
drucju Republike Srbije, u okolini Nove VaroSi, u podnoZju i na obron-
cima planine Zlatar, u seoskim domacinstvima, proizvode se sirevi u sa-
lamuri po dugogodisnjoj autohtonoj tehnologiji. Poznati su po pre-
poznatljivom i ustaljenom kvalitetu, izraZzenim ukusom i specificnom
proizvodnjom.

U ovom radu predstavijen je deo predvidenih istraZivanja po Pro-
Jjektu Il 46009 (potprojekat 7) koja imaju za cilj da daju odgovore o bio-
diverzitetu autohtone mikroflore poreklom iz zlatarskog sira, odrede niji-
hova najvaznija tehnoloska i protektivna svojstva, kao i da daju odgo-
vore o mogucnostima primene nekog od izolovanog soja BMK tokom
novog proizvodnog ciklusa. Najveci deo navedenih istraZivanja je u
toku. U ovom radu dat je kratak pregled tradicionalne proizvodnje zla-
tarskog sira nastalog kao rezultat snimanja procesa proizvodnje i an-
ketiranja individualnih proizvodaca u okolini Nove Varo$i, u selima

Rad primljen za Stampu 28. 07. 2011. godine
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Akmacici, BoZeti¢i, Jasenovo, Bukovik, Komarani. Takode, dat je i pri-
kaz najvaznijih hemijskih parametara kvaliteta.

Kljucne reci: zlatarski sir, autohtona proizvodnja, tehnologija izrade,
parametri kvaliteta

Uvod / Introduction

Sir je jedan od najstarijih prehrambenih proizvoda. Umetnost izrade
sira pocCela se razvijati jo§ pre 8000 godina u dolinama reka Tigra i Eufrata, u
danasnjem Iraku, $to se poklapalo sa pocetkom domestifikacije zivotinja i biljaka
(Fox, 1993). Istorijski posmatrano, nastanak sireva bio je rezultat slu¢ajnih okol-
nosti u postupcima manipulacije sa mlekom. Ujedno, bio je to jedan od prvih vi-
dova konzervisanja hrane i njenog ¢uvanja za duzi vremenski period. Industrijska
proizvodnja sireva zapocCeta je u drugoj polovini XIX veka u SAD, a kasnije i u Ev-
ropi (Engleska). Sticanjem iskustva, a prvenstveno znanja, u oblasti biohemije i
higijene (mikrobiologije) mleka i sireva, postavljeni su elementi kontrole postu-
paka proizvodnje. Napredak u tehnologiji sireva ostvaren je uvodenjem indus-
trijskog sirila, termickih tretmana (postupci pasterizacije) i starter kultura u pro-
cese proizvodnje. Intenzivan razvoj proizvodnje sira ostvaren je u dugoj polovini
XX veka, kada poprima obelezja moderne i automatizovane industrijske proiz-
vodnje (Ostoiji¢, 2010).

Paralelno sa industrijalizacijom i standardizacijom proizvodnje, znaca-
jno mesto zauzima proizvodnja sireva bazirana na tradicionalim principima. Svest
o osobenostima ovakve proizvodnje potpomognuta je rastu¢om potraznjom or-
ganske i visokokvalitetne hrane sa oznakama geografskog porekla, ¢ija se kon-
kurentnost i cena, u poredenju sa konvencionalnim proizvodima, znac¢ajno, iz
dana u dan, povec¢ava. Danas, autohtoni sirevi predstavljaju obelezje jednog
naroda, drzava i regija. Takode, zastitom tradicionalne proizvodnje autohtonih
sireva podsti¢e se razvoj stoCarstva s jedne strane, kao i oZivljavanje datog,
najéescée, brdsko-planinskog podrudja.

Tradicionalna proizvodnja sireva ne znaéi nikako vraéanje na prosla
vremena, ve¢ nastojanje da se autohtona tehnologija saCuva, da dobije svoj
organizovani oblik, da se etnografsko bogatstvo jednog podneblja ucini pre-
poznatljivim, a time da se da pecat razvoja jednog naroda.

Na brdsko-planinskom podrucju Republike Srbije (Zlatar, Zlatibor, Go-
lija, Kopaonik, Stara planina, éar-planina i dr.) u seoskim domacinstvima, proiz-
vode se sirevi u salamuri po dugogodi$njoj specificnoj autohtonoj tehnologiji.
Zahvaljujuci geografskoj, klimatskoj i vegetacijskoj raznolikosti autohtoni sirevi su
nadaleko poznati i prepoznatljivi po ustaljenom kvalitetu i izraZenim senzornim
svojstvima. Proizvode se, uglavnom, od sirovog mleka, naj¢esce kravljeg, a u
manjoj meri od meSanog kravljeg i ovéijeg, faza zrenja im je kra¢a, a sam teh-
noloski postupak izrade je jednostavan. Prema nekim istrazivanjima (Ostoji¢ i
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Topisirovi¢, 2006), u poslednje vreme ozivela je upotreba kozijeg mleka u izradi
autohtonih sireva.

Jedan od najznacajnijih predstavnika autohtonih belih sireva u sala-
muri je zlatarski sir. Proizvodi se od nekuvanog punomasnog kravljeg mleka u
okolini Nove Varosi, u podnozju i na obroncima planine Zlatar. Proizvodnja sira se
odvija u seoskim domacinstvima, kako za svoje sopstvene potrebe, tako i u regis-
trovanim poljoprivrednim domacinstvima, u objektima koji ispunjavaju propisane
veterinarsko-sanitarne uslove, Cija je proizvodnja namenjena plasmanu na do-
mace i inostrano trziSte. Takode, tokom letnjeg uzgoja stoke na planini, proiz-
vodnja se moze odvijati i na planinskim pasnjacima - letnjim kolibama (katuni,
bacije). Ovaj nacin prerade mleka je ranije bio mnogo vise zastupljen. Medutim,
danas, usled smanjenja sto¢nog fonda, nedostatka radne snage, starenja radno-
aktivnog stanovnistva, kao i odliva mladog u gradske sredine, proizvodnja sira je
znacajno smanjena (Dozet i sar. 2004; Macej i sar. 2006; 2007).

Karakteristike ovoga sira, za koji se zna i u nasoj zemlji i u svetu,
medutim, ne zavise samo od proizvodaca i njihove umesnosti. AutentiCnost sireva
zlatarskog podneblja, u odnosu na ostale sireve istog tipa, ali i drugih regija, bazi-
rana je na osobenosti autohtone mikroflore, prvenstveno bakterija mle¢ne kiseline
(BMK), koje su nosioci mle¢ne fermentacije i procesa zrenja sireva. Pored osobe-
nosti, vazan element je i raznolikost mikroflore koja se ogleda u zastupljenosti ve-
likog broja razlicitih vrsta BMK, ali i sojeva u okviru jedne vrste, koji kao rezultat
svoje metabolicke aktivnosti dovode do nastanka proizvoda specificnog ukusa.
Dominantnost odredene vrste BMK direktno zavisi od vrste mleka, porekla Zivot-
inje, nacina ishrane i dr. Zbog svega toga, autohtone BMK predstavljaju znacajan
potencijal u oblasti selekcije tehnoloski i protektivno znac¢ajnih vrsta ili sojeva koji
primenjeni u domacoj proizvodnji mogu dovesti do nastanka zdravstveno bez-
bednog i proizvoda ujednacenog, standardizovanog kvaliteta (Radulovi¢, 2008;
MijaCevi¢ i Bulaji¢, 2007; Veskovi¢, 2010; Barros i sar., 2008). Takode, njihova mik-
robioloSka i molekularno—genetska izu€avanja daju osnovu za selekciju spe-
cificnih sojeva karakteristicnih za odredene regione. Nasi istrazivaci (Ostoji¢ i
Topisirovi¢, 2008), navode da proizvodnja sopstvenih (domacih) starter kultura
sastavljenih od dobro izu€enih prirodnih izolata BMK daje osnovu za dobijanje
proizvoda sa deklaracijom specificnog geografskog porekla.

U ovom radu dat je kratak pregled tradicionalnog procesa proizvodnje
zlatarskog sira nastalog kao rezultat snimanja procesa proizvodnje i anketiranja
individualnih proizvodaca u okolini Nove VaroSi, u selima Akmaci¢i, Bozetiéi,
Jasenovo, Bukovik i Komarani. Paralelno sa tim, dati su i najvazniji hemijski para-
metri kvaliteta zlatarskog sira uz opis i ocenu njihovih senzorskih svojstava. Nave-
dena ispitivanja bi¢e deo studije koja je usmerena ka nastojanju da se zlatarski sir
zastiti oznakom geografskog porekla zbog, pre svega, prepoznatljivog kvaliteta
koji je uslovljen viSedecenijskom tradicijom i iskustvom u proizvodniji, i koji se, kao
takav, prenosio sa generacije na generaciju.
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Materijal i metode rada / Material and methods

Snimanje autohtone tehnologije zlatarskog sira vrSeno je metodom
anketiranja individualnih proizvodaca tokom prole¢nih meseci 2011. godine u se-
lima u okolini Nove Varosi. Odabrane su sledece lokacije: Akmacic¢i, Bozetici,
Jasenovo, Bukovik, Komarani. Svaki od ankteriranih proizvodaca (njih 6) imao je
uslovan i registrovan objekat za proizvodniju sira, i u novovaroSkom kraju je vazio
za dobrog domacina i prepoznatljivog proizvodaca zlatarskog sira. Za laborato-
rijska ispitivanja uzimani su uzorci zrelog zlatarskog sira, koji je spreman za
konzum, a navedena ispitivanja su obavljena u tri ponavljanja.

U cilju utvrdivanja osnovnih hemijskih parametara kvaliteta vrSene su
sledece analize:

1. odredivanje sadrzaja vode u siru,

2. odredivanje sadrzaja suve materije,

3. odredivanje sadrzaja vode u bezmasnoj materiji sira,

4. odredivanje sadrzaja masti,

5. odredivanje sadrzaja mleCne masti u suvoj materiji i

6. odredivanje kiselosti sira.

Navedene analize obaljene su prema akreditovanim metodama ispiti-
vanja propisanim u ,Pravilniku o metodama uzimanja uzoraka i metodama he-
mijskih i fizickih analiza mleka i proizvoda od mleka“ (Sl. list SFRJ br.32/83). Do-
bijeni rezultat procenjeni su u skladu sa vaze¢im pravilnikom u oblasti kvaliteta
proizvoda od mleka (SI. glasnik RS, br. 33/10, izmene i dopune Sl. glasnik RS br.
69/10).

Senzorski kvalitet zlatarskog sira odreden je kvantitativno-diskrip-
tivnom metodom (Balti¢, 1992; Radovanovi¢ i Popov-Ralji¢, 2001). Senzorske
osobine (spoljasnji izgled, boja, izgled preseka, konzistencija, miris i ukus) ocen-
jene su bodovima od 5 do 1 (5 — izuzetno prihvatljivo, 4 — vrlo prihvatljivo, 3 — prih-
vatljivo, 2 — na granici prihvatljivosti, 1 - neprihvatljivo).

Grupa od Sest ocenjivaca Cinila je panel za ocenu senzorskih svo-
jstava. Ocenjivacima su prethodno testirana ¢ula pomocu testa za utvrdivanje
osecaja ukusa (Balti¢, 1992, SRPS ISO 3972/2002) i testa za obuku ocenjivaca u
otkrivanju i prepoznavanju mirisa (Balti¢, 1992, SRPS ISO 5496/2002).

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Karakteristike autohtone proizvodnje zlatarskog sira /
Characteristics of autochthonous production of Zlatar cheese

Analiza ankete, koja je sprovedena u cilju prikupljanja validnih poda-
taka o nacinu autohtone proizvodnje zlatarskog sira, pokazala je da se za izradu
ovog sira koristi punomasno kravlje mleko koje nije pretrpelo termi¢ku obradu.
Mleko potice iskljuivo sa podrucja planine Zlatar. Utvrdeno je, takode, da neki od
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proizvodaca proizvode sir po istoj autohtonoj tehnologiji, ali od meSanog kravljeg
ili ovCijeg mleka. Neki od proizvodaca koriste i kozje mleko. Ovakvi sirevi na trzistu
nazivaju se ,sirevi u tipu zlatarskog sira“. Osnovni principi tehnoloskog postupka
tradicionalne proizvodnje autohtonog zlatarskog sira predstavljeni su na shemi 1.

Sirovo punomasno kravlje mleko /
Raw whole cattle milk

Blago zagrevanje (oko 35°C) /
Slight warming (about 35°C)

Podsiravanje mleka sirilom (majom) /
Coagulation milk by rennet

Obrada grusa - rezanje /
Cutting the coagululum

Odlivanje surutke /
Drainage of whey

Samopresovanje / Presovanje grude /
Autopressing | Pressing

Secenje grude u kriske

.

Slaganije kriski u drvene kacice /
Putting chease slices in woden kits package

Soljenje kriski suvom kuhinjskom solju /
Salting slices with dry common salt

.

Zrenje sira /
Repening cheese

.

Shema 1. Autohtona tehnologija proizvodnje zlatarskog sira /
Diagram 1. Indigenous Zlatar cheese production technology

U letnjem periodu krave se nalaze, uglavnom, na ispasi. Muzu se tri
puta dnevno, za razliku od zimskog perioda kada su u stajama i kada se muzu dva
puta dnevno. U oba slu¢aja hrana koja se koristi potiCe iz navednog okruzenja.
Odmah nakon muze, sirovo mleko se posle grubog cedenja kroz gaze, mesa sa
blago zagrejanim vecernjim mlekom (oko 35°C) i podsirava. Za podsiravanje
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uvek se dodaje sirilo (maja), proizvedeno od siriSta prezivara, najcesce teladi, i to
u koliCini od jedne supene kasike na deset litara mleka. Stvaranje grusa, tj. koagu-
lacija mleka traje oko 2 sata. Radi boljeg odvajanja surutke, grus se reze na vece
ili manje kocke, veliCine, najce$¢e 10 x 10 cm. Nakon toga, formirani grus$ se pre-
bacuje u platnene gaze (grudnjace) i kaci na odgovarajuce drvene kuke da bi se
postiglo neophodno samopresovanja grusa. Neki proizvodaci efekat cedenja i sa-
mopresovanja postizu postavljanjem grusa u cedilu na specijane stolove (gru-
dara). Ova faza traje najviSe 1 sat. U sledecoj fazi presovanja grudnjaca sa
gruSem se prebacuje na ravnu povrsinu, gruda se preslaze, krajevi grudnjace se
unakrsno postavljaju tako da ne ostave veliko udubljenje u centru grude, postavlja
se drvena plo¢a (krug), koja se optereti kamenom. Ova faza traje oko 1,5 do 3
sata. Ispresovana gruda debljine do 2 cm se reze na pravilne kriSke u obliku kvad-
rata, veli¢ine oko desetak centimetara i slaze, po mogucstvu, u drvene kacice
(slika 1a i 1b). Medutim, kako ovaj vid ambalaZze poskupljuje gotov proizvod,
vecina proizvodaca sir slaZze u plastiCne kantice od 5 i 10 kg. Prilikom slaganja
sira, svaki sloj se obavezno soli, kao i dno same posude. Ponekad se, pri novom
slaganju kriski sira, stara surutka odliva a nova doliva. Proizvodaci zlatarskog sira
koli€inu upotrebljene soli odreduju dugogodisnjim steCenim iskustvom (jedna
zatvorena Saka soli na kilogram sira). Posle svake slozene partije, ili kada se
kacica napuni, sir se optereti kamenom. Proces zrenja autohtonog zlatarskog sira
traje oko 20-60 dana, u zavisnosti od doba godine (leto ili zima), tj. od spoljne
temperature u kojoj sir dozreva. Danas, uglavnom, kod registrovanih proizvodaca
proizvodnija sira se obavlja u posebnim objektima koji su konstruisani tako (zidovi
do 1 m debljine, kao i ugradeni klimatizovani sistemi) da obezbeduju temperaturu
oko 10°-12°C, pa je i vreme dozrevanja sira ujednacenije (oko 30-40 dana).

Slika 1a) i 1b). Zlatarski sir u drvenim kacicama i sir spreman za potrosaca /
Figure 1a) and 1b). Zlatar cheese in Wooden kits and cheese ready for the consumer

U toku procesa zrenja sir se neguje na nacin koji podrazumeva da se
povrsina sira Cisti, da se kontroliSe i povremeno menja salamura ukoliko postoji
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potreba za tim, da se Cisti povrSina drvenog kruga tj. poklopca i sl. Prilikom proiz-
vodnije sira u letnjim mesecima treba biti mnogo oprezniji i savesniji. Medutim, ni-
ske tempetature u proizvodnim objektima obezbeduju dobro vodenje procesa
zrenja, pri Cemu su i tehnoloSke greSke manije, a time i Stete (Macej i sar., 2006;
Ostoji¢ i sar., 2010).

Navedeni elementi proizvodnje zlatarskog sira u skladu su sa ranijim
definisanim uslovima koji su neki od nasih autora objavili (Jovanovi¢ i sar., 2005;
Macej i sar., 2006; Vucic i sar., 2008).

Hemijski sastav zlatarskog sira | Chemical composition of Zlatar cheese

Hemijski sastav zlatarskog sira prikazan je u tabeli 1. Dobijeni rezultati
ispitivanja pokazuju izvesna odstupanja u zavisnosti od ispitivanog uzorka. Medu-
tim, ovakav nalaz predstavlja oCekivanu situaciju, s obzirom na to da su uzorci
uzeti iz razli¢itih domacinstava koja u toku procesa proizvodnje koriste razli€itu si-
rovinu (sirovo mleko razliCitog kvaliteta), dok je sama tehnologija zasnovana na
priblizno sli¢énim principima, ali opet u nekoj od svojih faza proizvodnje ispoljava
svoje osobenosti.

Tabela 1. Rezultati ispitivanja hemijskog sastava zlatarskog sira |
Table 1. Results of the chemical composition of Zlatar cheese

L . . Utvrdene vrednosti /
Hemijski parametari kvaliteta / The determined values
Chemical quality parameters

Xmin Xrnax X gr.x SD

Sadrzaj vode, % /
Water content, % 53,04 58,01 55,54 + 2,73
Sadrzaj suve materije, % /
Dry matter content. 41,99 46,95 44,46 + 2,49
Sadrzaj vode u bezmasnoj materiji sira, % /
Water content of cheese fat-free matter, % 72,88 73,68 73,31 £ 0,38
Sadrzaj masti, % /
Fat content, % 20,50 28,00 24,25 + 3,75
Sadrzaj mle¢ne masti u suvoj materiji, % /
Milk fat content in dry matter, % 48,74 59,64 54,24 £ 5,90
Kiselost sira, °SH /
Acidity of cheese, °SH 74,30 94,30 84,30 + 9,73

SD - standardna devijacija / SD - standard deviation

Na osnovu utvrdenih vrednosti sadrzaja vode u bezmasnoj materiji
sira (73,31 * 0,38), kao i na osnovu konzistencije i izgleda, svi ispitivani uzorci zla-
tarskog sira pripadaju kategoriji mekih sireva (Pravilnik, 2010 god.) Na osnovu
udela mle¢ne masti u suvoj materiji sira, koja je iznosila 54,24 =+ 5,90 %, zlatarski
sir spada u kategoriju punomasnog sira (grani¢ne vrednosti propisane Pravil-
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nikom su > 47%). Dobijeni rezultati poklapaju se sa rezultatima ispitivanja nekih
nasih istrazivaCa (Pudai sar., 1994; Vucic i sar., 2008; Dozet i sar., 2004). NajvecCe
variranje (SD = 9,73) u pogledu hemijskih parametara kvaliteta, utvrdeno je kod
ispitivanija titracione kiselosti, Cije su se vrednosti kretale od 74,30° do 94,73°SH.

Senzorska svojstva zlatarskog sira | Sensory characteristics of Zlatar cheese

Rezultati ispitivanja senzorskih svojstava zlatarskog sira predstavljeni
su na slici 2. Vec¢ina uzoraka zlatarskog sira (njih 5) imala je veoma poZzeljna sen-
zorska svojstva, pa su i ocene za ukupan senzorski kvalitet iznosile od 4,2 do 4,8.
Kriske sira bile su bele do belozuckaste boje, pravilnog oblika i ujednacene
debljine, oko 1,5 cm. Miris je bio prijatan, izrazen, mle€¢no kiseo, svojstven za ovu
vrstu sira. Na presecima, sirno testo je bilo zbijeno, monolitno, porcelanskog
izgleda sa malim brojem pravilno rasporedenih sitnih Supljina. Ukus, kao jedno od
najvaznijih senzorskih svojstava, ocenjen je ocenama od 4,0 do 4,9, $to je bilo pri-
blizno utvrdenim ocenama za ukupan senzorski kvalitet. Ukus je bio pun, karak-
teristiCan mle¢no-kiseo i umereno slan.

Kod jednog uzorka zlatarskog sira ispitivana senzorska svojstva su
ocenjena nesto nizim ocenama. Ukupan senzorski kvalitet je iznosio 3,4. Ispitivani
sir je imao meksu konzistenciju nego §to je uobitajeno, struktura je bila mrvicasta,
a same kriske nisu imale pravilan oblik ve¢ su bile sa manjim ili ve¢im deformaci-
jama. Presek sirnog testa sadrzavao je nesto viSe Supljina i nije imao karakter-
istiCan pozeljan sjaj. Ovaj uzorak sira je za senzorsko svojstvo mirisa dobio
najvec¢u ocenu (3,8), dok su ostala svojstva bila ocenjena u granicama od 3,2 do
3,5.

== "Senzorksa svojstva vecine ispitivanih
uzoraka- Sensory properties of most
samples

=W==Senzorska svojstva uzorka nizeg kvaliteta-
Sensory properties of a sample of lower

Spoljasnjiizgled-
Appearance

Ukus - Flavour - - Boja-Colour quality

A lzgled preseka-Cross
section

Miris- Aroma

Konzistencija -
Consistency

Slika 2. Senzorska ocena uzoraka zlatarskog sira /
Figure 2. The sensory evaluation of Zlatar cheese samples
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Zakljuéak / Conclusion

Specificnost podneblja, odnosno nadmorska visina, klima, vrsta tla,
poloZzaj, karakteristicna biljna vegetacija zlatarskog kraja, nacin drzanja i rasa Ziv-
otinja objedinili su svoj uticaj na mleko a time, direktno, i na kvalitet zlatarskog
sira. Naime, upotreba sirovog mleka, procesi fermentacije zasnovani iskljucivo na
aktivnostima prirodno prisustne (autohtone) mikroflore, prirodni uslovi zrenja i
ru€na izrada predstavljaju osnovne elemente specifi¢nosti zlatarskog sira. S obzi-
rom na to da zlatarski sir ima svojstven kvalitet i senzorska svojstva, koja ga €ine
osobenim od ostalih varijeteta belog sira u salamuri koji se proizvode na podrucju
Republike Srbije, on moze i mora da bude obelezen imenom porekla.

Razlike utvrdene tokom ovih ispitivanja, u pogledu hemijskog sastava,
kao i variranje u njegovim senzorskim svojstvima, rezultat su razliCitih uslova pro-
izvodnje i navika individualnih proizvodac¢a. Medutim, ukoliko se proizvodnja zla-
tarskog sira bude obavljala u registrovanim domacinstvima po autohtonoj, ali uni-
formnoj, tehnologiji, a zrenje i uvanje bude, iskljucivo, u drvenoj ambalazi (kaci-
cama) postojece razlike ¢e biti minimalne, a gotov proizvod ¢e biti uvek ustaljenog
kvaliteta.

Dobijeni rezultati istraZivanja predstavljaju doprinos nastojanjima da
se autohtoni zlatarski sir zastiti, kao i da se potpomogne jacanje svesti 0 nuzno-
stima ovakvih aktivnosti.
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ENGLISH

ZLATAR CHEESE - CHARACTERISTICS OF TRADITIONAL PRODUCTION AND
OVERVIEW OF SOME QUALITY PARAMETERS

Slavica Veskovi¢ Mora¢anin, M. RaSeta, Dragica Karan, Dejana Trbovi¢,
L. Turubatovi¢, M. Saponiji¢, Marija Skrinjar

In parallel with the industrialization and standardization of contemporary pro-
duction, cheese production based on traditional principles represents an important attrib-
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ute of a nation, state or region. Awareness of the specificities of these production character-
istics is supported by the growing demand for organic and high quality food with geo-
graphic labels of origin, whose competitiveness and price daily increase in comparison
with conventional products. In the mountainous territory of the Republic of Serbia, in the re-
gion of Nova Varos, on the foothills and slopes of Mount Zlatar, rural households produce
cheeses in brine in keeping with autochthonous traditional technology. These cheeses are
recognized for their constant quality, remarkable flavour, and unique manner of production.

This paper introduces a part of the planned research within Project Ill 46 009
(subproject 7), which aim to provide answers about the biodiversity of indigenous micro-
flora originating from Zlatar cheese, to determine their most important technological and
protective properties, and to provide answers about the possibilities of implementing some
of the isolated LAB strains in a new production cycle. Most of the above research is ongo-
ing. This paper summarizes the traditional production of Zlatar cheese based on the moni-
toring of the production process and interviewes with individual producers in the area
around Nova Varos, in the villages Akmacici, Bozeti¢i, Jasenovo, Bukovik, Komarani. Also,
there is a review of the most important chemical parameters of quality.

Key words: Zlatar cheese, autochthonous production, production technology,
quality parameters

PYCCKUN

3NATAPCKUM CbIP - XAPAKTEPUCTUKU TPAOULMOHHOIO NMPOU3BOACTBA
N NMOKA3 HEKOTOPbIX MAPAMETPOB KAYECTBA

CnaBuua BeckoBud MopavaHuH, M. Pawerta, fpruya KapaH, [lesiHa Tp6oBuy,
J1. Typyb6atoBuy, M. LLanoHuny, Mapus LkpuHsp

MapannensHo ¢ MHAycTpuanusauuen u ctaHjapTu3aumeint CoOBpeMeHHOro
npon3BoACTBa, MPOU3BOACTBO ChipOB 623MPOBAHO Ha TPAAULMOHHbBIX NpUHUMNax npea-
cTaBnsieT coboM 3HAYUTENBHbIA NPU3HAK OAHOro Hapoda, rocyAapcTs U pernoHoB. Co-
3HaHWe 0 cBOe0bpasmsix TaKoro NPon3BoACTBa NMOMOII0 PacTyLUMM CMPOCOM OpraHuye-
CKOTO 1 BbICOKOKa4YeCTBEHHOIro Kopma ¢ 0603Ha4YeHUsMM reorpadnyeckoro Nponucxoxae-
HUS, YbS KOHKYPEHTHOCTb M LiEHa, B CPAaBHEHWU C KOHBEHLMOHANbHBIMW NMPOAYKTaMU,
3HAYUTENbHO, M30 AHS B AEHb, yBenuuMBaeTcs. Ha xonmmncTo-ropHoM pavioHe Pecny6-
nunkn Cepbun, B okpecTHocTM Hoea Bapol, B nogHOXMM 1 Ha ckaTax ropbl 3nartap, B
[EepEeBEHCKMX AOMAaLLIHUX XO3aiCTBax, NMPOU3BOAATCS Cblpb B Paccofie no MHOroneTHewn
2BTOXTOHHOW TEXHOJSOrMK. VI3BECTHbI MO Y3HaBaTeNIbHOMY M YCTAHOBMBLLEMY KayecTBY,
BblPa)KEHHbIM BKYCOM M cneyugruyeckum npoMsBoaCTBOM.

B aTon paboTe npeacTaBneHa YacTb NpeaBuAeHHbIX uccnegosanmi no Mlpo-
ekTy lll 46009 (noanpoekT 7), nMmerowme gns uenn gatb OTBETbl 0 6MopasHoobpasum
aBTOTOHHON MUKPOMIIOPbI C NMPOUCXOXAEHNEM U3 3/1aTAPCKOro cbipa, onpeaennTb KX
BXXHENLMEe TEeXHONMOrM4yeckne U MpoTEKTUBHbIE CBOWCTBA, CMOBHO M AaTb OTBETbl O
BO3MOXXHOCTSIX NMPMMEHEHUS] HEKOTOPOro 13 U30nMpoBaHHoro wramma BMK B TedeHne
HOBOroO npou3BoanTesnbHoro ukna. Camas 6onbluasa YyacTb NPUBEAEHHBIX UCCeaoBa-
HWUIA B TedeHue. B aTon paboTe faH KpaTkuin 0630p TpaauLMOHHOrO NPOM3BOACTBA 3Na-
TapcKOro cbipa BO3HUKLLErO B pe3yfibTaTe CHATWS Mnpolecca Npou3BOACTBa U aHKeTU-
poBaHWUM MHAMBMAYarbHbIX NPOU3BOAMTENEN B OKPeCcTHOCTN Hosa Bapoll, B AepeBHsAX
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Akmauunym, boxxeTtunum, fceHoBo, BykoBuk, KomapaHu. Takxe, AaH 1 Nokas Ba)KHENLINX
XUMUYEKCUX napaMeTpoB KayecTBa.

KntoueBble cnosa: 3ﬂaTapCKVII;1 CbIp, aBTOXTOHHOE Npon3BoACTBO, TEXHOJIOINA
N3roToBKU, NapamMeTpbl Ka4ecTBa
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PROCENA ENERGETSKOG STATUSA KRAVA NA OSNOVU
KONCENTRACIJE MASTI, PROTEINA I UREE U MLEKU"
ASSESSMENT OF DAIRY COW ENERGY STATUS USING MILK FAT,

PROTEIN AND UREA CONCENTRATIONS

Danijela Kirovski, H. Samanc, R. Prodanovi¢**

*

Jedan od nacina procene energetskog satusa krava u laktaciji je
na osnovu rezultata dobijenih odredivanjem koncentracije organskih
sastojaka mleka. Prednosti ove metode su u tome $to je uzimanje
uzorka mleka nestresogeno za kravu i Sto se mogu koristiti rezultati ispi-
tivanja mleka koje u okviru redovne kontrole vrse mlekare. Za ova ispiti-
vanje se moZe koristiti zbirni uzorak mleka od svih ili pojedinih krava ili
pojedinacni uzorak mleka. Na farmama na kojima postoji neujednace-
nost genetskog potencijala stada, prednost ima procena energetskog
statusa analizom rezultata iz pojedinacnih uzoraka jer se na taj nacin in-
dividualno procenjuje svaka Zivotinja. Dodatna upotreba pojedinacnih
uzoraka mleka se preporucuje na novoformiranim farmama radi uspo-
Stavljanja referentnih vrednosti za stada.

Za procenu energetskog statusa krava u uzorcima mleka koriste
se koncentracija masti, proteina i uree, kao i njhov medusobni odnos.

Koncentracije masti i proteina u mleku krava variraju zavisno od
rase, ishrane, starosti, faze laktacije i godiSenjeg doba. Sadrzaj masti u
mleku niZi od fizioloskih vrednosti o¢ekuje se u slu¢ajevima nepovoljne
ishrane krava u periodu oko telenja ili acidoze buraga, a visi kod ke-
toznog stanja. Visi sadrZaj proteina u mleku o¢ekuje se kod visokopro-
teinske, a niZi kod niskoproteinske ishrane.

Fizioloska koncentracija uree u mleku krava zavisi od nutritivnih
faktora, sezone, starosti krava, stadijuma laktacije i telesne mase. Tako,
Starije krave, krave u odmakloj laktaciji i krave u letnjem periodu, imaju
tendeciju ka pove¢anim vrednostima koncentracije uree u mleku. Od
nutritivnih faktora najznacajniji je odnos energije i belanéevina u obro-
ku krava. Ukoliko je sadrZaj proteina u mleku optimalan ili iznad pre-

Rad primljen za Stampu 19. 10. 2011. godine

** Dr sci. med. vet. Danijela Kirovski, profesor; dr sci. med. vet. Horea Samanc, profesor, dr sci.
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porucenih vrednosti, ali snabdevenost energijom niZa, koncentracija
uree raste iznad opsega fizioloSkih vrednosti. Ako je obrok deficitaran i
u proteinima i energiji sadrZaj uree u mleku opada.

Dodatno, u ovom radu je prikazan model za procenu energetskog
statusa krava analizom medusobnog odnosa pojedinih sastojaka mle-
ka (proteina i masti odnosno uree i proteina) u pojedinacnim uzorcima
mleka. Na osnovu odnosa proteina i masti u pojedina¢nim uzorcima
mleka moguce je odrediti energetski status jedinke a na osnovu od-
nosa uree i proteina snabdevenost krava proteinima i energijom.

KljuCne reci: krava, energetski status, sastojci mleka

Uvod / Introduction

Tokom poslednjih nekoliko decenija, proizvodnja mleka po kravi u
nasoj zemlji je znacajno povecana. Prema podacima dobijenim sa tri farme vi-
sokomlecnih krava holStajn rase na teritoriji Vojovodine, prose¢na proizvodnja
mleka po kravi po laktaciji obracunatoj na 305 dana je tokom desetogodiSnjeg
perioda (od 1996. godine do 2006. godine) porasla sa 5600 na 7800 litara (Ki-
rovski i sar., 2008). Ovakav napredak postignut je zahvaljujuci koriS¢enju
savremenih saznanja iz oblasti genetike i selekcije domacih zivotinja, kao i oblasti
nauke o ishrani. Medutim, istovremeno sa povecanjem proizvodnje mleka kod
krava na tim farmama, doslo je i do povecanja ucestalosti pojave metabolickih
oboljenja. Tako je u ispitivanom periodu na istim farmama ucestalost metabolickih
bolesti porasla sa 19,2% na 53% obracunato u odnosu na pojavu svih oboljenja
na farmi. Posledi¢no, prevremeno iskljuCivanje krava iz proizvodnje je pove¢ano
za 10%, odnosno sa 20%, koliko je iznosilo 1996. godine, na 30%, koliko je izno-
silo 2006. godine.

Razloge povecane ucestalosti metaboli¢kih oboljenja na farmama vi-
sokomleCnih krava treba traziti u razli¢itim greSkama u tehnoloSkom procesu, od
koji su na prvom mestu greske u ishrani. Naime, visoka proizvodnja mleka
zahteva sistem ishrane koji se znacajno razlikuje od tradicionalnog nacina ishra-
ne, primenjivanog kod rasa krava koje nemaju genetsku predispoziciju za visoku
proizvodnju mleka. Razlog je to Sto je neuro-endokrina regulacija metabolickih
funkcija krava selekcionisanih na visoku proizvodnju znacajno promenjena u cilju
postizanja visoke mlecnosti. Ukoliko ishrana ne prati suptilne fizioloSke me-
hanizme koji su veoma intenzivni kod ovih jedinki, vrlo lako moze do¢i do
znacajnih poremecaja u metabolizmu.

S obzirom na to da se na velikom broju farmi na kojima je visoka uces-
talost metabolickih oboljenja poslednjih godina postavilo pitanje profitabilnosti,
bilo je neophodno razviti Sto pouzdanije, ali istovremeno i ekonomski prihvatljive,
metode za rano dijagnostikovanje poremecaja metabolizma kod visokomle¢nih
rasa krava. Narocito je bilo vazno razviti metode kojima bi se ustanovili rani
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poremecaji u energetskom metabolizmu koji je izloZzen najveéim opterecenjima, i
to posebno tokom peripartalnog perioda. Od metoda za utvrdivanje poremecaja
u energetskom metabolizmu krava, u Siru upotrebu su usli ocena telesne kondcije
(OTK), ispitivanje metaboli¢kog profila i endokrinog statusa Zivotinja (Samanc i
sar., 2010a; Samanc i sar., 2010b; Prodanovi¢ i sar., 2011; Kirovski i sar., 2008).
Medutim, poslednjih godina sve je viSe u primeni metoda kojom se na osnovu
koncentracije pojedinih sastojaka mleka vrSi procena energetskog statusa krava
u laktaciji (éamanc i sar., 2006; Kirovski i sar., 2011). Ova metoda u odnosu na
prethodno navedene metode ima niz prednosti. Najpre, kao uzorak za ispitivanje
se koristi mleko Cije je uzimanje gotovo potpuno nestresogeno za kravu, pogo-
tovo u odnosu na uzimanje krvi. Pored toga, utvrdivanje sastojaka sirovog mleka
rutinski se koristi u kontroli nutritivhe vrednosti mleka, pa se rezultati dobijeni u tim
kontrolama mleka mogu iskoristiti u dijagnostiCke svrhe u sklopu programa
prac¢enja i kontrole zdravlja stada (Giesecke i sar., 1994; Pritchard, 1998). Medu-
tim, jedan od znacajnih nedostataka primene ove metode u proceni energetskog
statusa krava je u tome $to se ne moze koristiti u zasuSenju, kada nastaju najranije
promene u endokrinom i metabolickom statusu jedinke, a koje imaju presudan
uticaj na zdravstveno stanje i proizvodne rezultate visokomlecnih krava.

Uzimanje uzoraka mleka / Taking milk samples

Za procenu energetskog statusa krava moze se uzeti zbirni uzorak
mleka od svih ili pojedinih muznih krava ili pojedinacni uzorak od pojedinih ili svih
krava u laktaciji na jednoj farmi. Uobicajeno je da se uzorak mleka uzima ujutru,
medutim nasi raniji rezultati su pokazali da se kod krava hol$tajn rase preciznija
procena energetskog statusa moze dobiti ukoliko se uzorci mleka uzimaju i
tokom jutarnje i vedernje muze (Samanc i sar., 2006).

Zbirni uzorak je reprezentativan i moze da bude pokazatelj trenutnog
metaboli¢kog stanja svih izmuZenih krava u proizvodnji. Uzorak zbirnog mleka za
analizu se uzima u koli¢ini od 25 do 60 ml, nakon §to se u cisterni prethodno do-
bro promesa. Uzorak iz cisterne se ne sme uzeti iz gornjeg sloja mleka, jer velika
koli¢ina masti moze znacajno uticati na rezultate ispitivanja. Prednost kori§éenja
zbirnog uzorka za procenu energetskog statusa krava u laktaciji je u tome Sto se
uzima samo jedan uzorak, ¢ime se postize zna¢ajna usteda u troSkovima koji su
potrebni za izvodenje analiza. Medutim, glavni nedostatak kori§éenja zbirnog
uzorka je u tome $to rezultati analize zbirnog uzorka mleka ne mogu da ukazu na
razlike izmedu krava koje pripadaju razli¢itim laktacionim grupama (ranoj, sred-
njoj i kasnoj fazi laktacije), kao ni na razlike unutar jedne laktacione grupe. S obzi-
rom na to da je za farme visokomlecnih krava u naSem regionu, ukljucujuci i po-
drucje Srbije, karakteristiCan visok stepen neujednacenosti krava u pogledu ge-
netskog potencijala za mle€nost, jo§ uvek se na tim farmama ne preporucuje
koriS¢enje zbirnog uzorka mleka za procenu energetskog statusa krava. Teh-
noloski nedostaci na farmama, koji prevashodno podrazumevaju nemogucénost
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preciznog pracenja koli¢ine konzumirane hrane u okviru jedne laktacione grupe
dodatno otezavaju procenu energetskog statusa krava na osnovu rezultata anali-
ze zbirnih uzoraka mleka.

Pojedinacni uzorci mleka uzimaju se tokom muze Zivotinje uz pomo¢
uredaja koji obezbeduje uzimanje uzorka iz mleka namuzenog od svake krave
pojedinacno. Uredaj predstvalja kalibrisani rezervoar u koji se tokom celog pro-
cesa muze odliva izvesna koli¢ina mleka. Time se omogucava reprezentativnost
uzorka jer je poznato da se hemijski sastav mleka menja tokom pojedinih faza
muze. To se odnosi pre svega na sadrzaj mleCne masti, Cija je zastupljenost u
mleku na pocetku muze relativno niska, a na kraju muze relativno visoka. Uredaj
obi¢no odvaja uzorak u koli¢ini od 25 ml po 1 litru namuzenog mleka. Ako je u pi-
tanju mali zapat krava, neophodno je ispitati uzorak svake krave, a ako se radi o
vecem stadu krava, tada se za procenu zdravstvenog stanja krava mogu uzeti po-
jedinacni uzorci od 10% zivotinja u stadu ili laktacionoj grupi. Rezultati dobijeni
analizom pojedinacnih uzoraka mleka su pogodniji za procenu energetskog sta-
tusa krava na jednoj farmi, a tako posredno i izbalansiranosti obroka koji se
koristi. Ovakvom analizom se mogu utvrditi razlike izmedu pojedinih laktacionih
grupa, a, Sto je jos znacajnije, mogu se ustanoviti neujednacenosti u okviru iste
laktacione grupe. Moze se rec¢i da je glavni nedostatak upotrebe pojedinacnih
uzoraka mleka za procenu energetskog statusa krava taj Sto se povecavaju
troSkovi za analizu. Medutim, ovaj nedostatak treba uzeti sa izvesnom rezervom
jer ukoliko pomocu rezultata dobijenih na ovaj nacin izvrSimo takvu korekciju
ishrane koja ¢e smanijiti u¢estalost metabolickih bolesti na farmi, onda ¢e se sigur-
no ustedeti viSe novca no Sto je bio troSak analize uzoraka mleka. Na osnovu
naseg iskustva, analiza zdravstvenog statusa stada na osnovu analize pojedi-
nacnih uzoraka mleka se preporucuje na novoformiranim farmama, kao i na far-
mama na kojima je izrazena neujednacenost krava u okviru laktacionih grupa.

FizioloSka osnova kori§¢éenja parametrara mleka (masti, proteina i uree) za
procenu energetskog statusa krava /

Physiological basis for using milk parameters (fat, proteins and urea) for assessing cow
energy status

Za procenu energetskog statusa krava u uzorku mleka potrebno je
odrediti koncentraciju masti, proteina, laktoze i uree. Za analizu ovih sastojaka
mleka uobiCajeno se koriste uredaiji koji funkcioniSu na principu infracrvene spek-
troskopije (MilkoScan, Lactoscop, CombiFoss). Ovi uredaji se sve vise koristi i za
rutinsku analizu nutritivne vrednosti mleka proizvodaca.

FizioloSka osnova upotrebe navedenih parametara mleka u proceni
energetskog statusa krava zasniva se prevashodno na interakciji energetskog
metabolizma i metabolizma proteina tokom iskoriS§¢avanja sastojaka hrane za
proizvodnju mleka. Naime, proteini koji se koriste u ishrani goveda su najve¢im
delom razgradivi u buragu (RDP — Rumen degradibile proteins). Samo mali deo
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proteina hrane ne podleze razgradnji od strane bakterija buraga (RUP — Rumen
undegradibile proteins) ve¢ dospeva nepromenjen u tanko crevo gde se koriste.
Kao §to je poznato, pri razlaganju proteina hrane u buragu se oslobada amonijak,
koji se delom resorbuje i portalnim krvotokom dospeva u jetru gde se u ornitin-
skom ciklusu detoksikuje prelaskom u ureu (Broderick i Clayton, 1997). Pri
pojacanom intenzitetu tog procesa, koncentracija uree u krvi raste. S obzirom na
to da je urea lako difuzibilni molekul koji prolazi kroz éelijsku membranu, njena
koncentracija u mleku ¢e takode vrlo brzo porasti. Intenzitet ovog procesa zavisi
od snabdevenosti organizma energijom i proteinima. Smanjen sadrzaj energije u
obroku smanijuje broj i aktivnost bakterija buraga. To znaci da amonijak koji nas-
taje u buragu razgradnjom proteina, ne moze u potpunosti da se iskoristi od bak-
terija za sintezu bakterijskih proteina, koji ¢e kasnije u tankom crevu biti dalje isk-
oriS¢ene. Tada, dakle, koli¢ina amonijaka raste i posledi¢no se povecava i kon-
centracija uree u krvi i mleku. S druge strane, smanjen je opseg sinteze bak-
terijskih proteina u buragu, zbog ¢ega se snizava koncentracija aminokiselina i
proteina krvi. S obzirom na to da se aminokiseline krvi koriste za sintezu proteina
mleka, smanjenje njihove koncentracije dovodi do smanjene sinteze proteina u
mlecnoj zlezdi i posledicno manje koncentracije proteina u mleku. Treba na-
pomenuti da je energija koja se dobija razlaganjem glukoze znacajan faktor koji
doprinosi sintezi proteina mleka (Rius i sar., 2010).

Masti mleka poti¢u prevashodno iz nizih masnih kiselina resorbovanih
u buragu ali i delom iz masnih kiselina iz krvotoka. Od masnih kiselina buraga
poseban znacaj u sintezi masti mleka ima sir¢etna kiselina koja pretezno nastaje
digestijom sirovih vlakana iz obroka, ali delom i buterna kiselina koja se u zidu
buraga prevodi u BHBA (beta hidroksi buternu kiselinu), koja se koristi za sintezu
mle¢ne masti. Masne kiselina prisutne u cirkulaciji, a koje se koriste za sintezu
mle¢ne masti, potiéu delom iz masti mobilisanih iz telesnih depoa, delom iz
masnih kiselina resorbovanih iz digestivnog trakta, a delom iz masnih kiselina me-
tabolisanih u jetri.

Koncentracija masti u mleka - procena rezultata /
Fat concentration in milk — evaluation of results

Prose€na koncentracija masti u mleku krava zavisi prevashodno od
rase. Kod krava holStajn rase iznosi 3,2% do 3,6%, dok se kod krava Simentalske
rase krece u rasponu od 3,6% do 4,0%. U okviru iste rase koncentracija masti u
mleku krava varira zavisno od ishrane krava, njihove starosti, faze laktacije kao i
godiSenjg doba u kome se uzima uzorak mleka za analizu. Ishrana bogata sirovim
vlaknima dovodi do porasta koncentracije masti u mleku dok je ishrana koncen-
trovanim hranivima prac¢ena smanjenjem koncentracije masti u mleku. Tokom
toplih letnjih meseci pracenih visokom relativnom vlazno$¢u vazduha koncentra-
cija masti u mleku opada. Dalje, starije krave imaju nizu koncentraciju masti u
mleku. Odmah nakon teljenja koncentracija masti je najviSa, zatim opada od 25.
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do 50. dana laktacije, a onda se opet povecava do 250. dana laktacije (Bauman i
Griinari, 2003).

Ukoliko je koncentracija masti u mleku van fizioloSkog opsega, ona
moze da ukaze na odredene promene u metabolizmu krava koje su dovele do po-
rasta ili smanjenja koncentracije masti u mleku. Tako je sniZzenje koncentracije
masti u mleku Cesto posledica nepovoljne ishrane krava u periodu oko teljenja,
odnosno u peripartalnom periodu. Pored toga, smanjenje koncentracije masti u
mleku moze biti posledica acidoze buraga, koja je posledica preterane upotrebe
koncentrovanih hraniva uz istovremeni nedostatak kabaste hrane. U tom slucaju,
smanjen sadrzaj acetata u buragu ima za posledicu nedovoljnu sintezu mle¢ne
masti. Toplotni stres je redovno pra¢en smanjenjem koncentracije masti u mleku,
najverovatnije kao posledica smanjene konzumacije hrane koja se tada javlja.
Moguce je da je pad koncentracije masti u mleku krava tokom toplotnog stresa
posledica vece ucCestalosti acidoze buraga koja se tada javlja (Kadyere i sar.,
2002). Dodatno, visoka zastupljenost hraniva bogatih mastima moze dovesti do
smanjenja mle¢ne masti. Razlog tome je dvostruk. Kao prvo, linoleinska kiselina u
viSku, nakon resorpcije, deluje inhibitorno na lipogenezu u mle¢noj Zlezdi, a, kao
drugo, viSak masti u buragu inhibitorno deluje na aktivnost protozoa zbog ¢ega je
smanjena digestija strukturnih viakana obroka (Perfield i sar., 2007). Porast kon-
centracije masti u mleku je najc¢esc¢e udruzen sa pojacanom lipomobilizacijom,
koja se javlja u uslovima izrazitog negativhog energetskog bilansa krava. U tom
slucaju, naime, dolazi do porasta koncentracije slobodnih masnih kiselina u krvi,
koje mle€na zZlezda koristi kao prekursore, u sintezu mle¢ne masti (van Knegsel i
sar., 2007).

Koncentracija proteina u mleku - procena rezultata /
Protein concentration in milk — evaluation of results

Koncentracija proteina u mleku krava zavisi prevashodno od rase.
Kod holStajn rase iznosi prose¢no 3,06% dok je kod simentalske rase znacajno
viSa i prose€no iznosi oko 3,4%. FizioloSke varijacije koncentracije proteina u
mleku zavise od gotovo istih faktora od kojih zavisi i variranje koncentracije masti
u mleku. Tako ¢e ishrana bogata proteinima, pogotovo nerazgradivim u buragu,
povecati sadrzaj proteina u mleku, dok ¢e niskoproteinska ishrana dovesti do
smanjenja koncentracije proteina u mleku krava. Faza laktacije, starost krava i se-
zona uti€¢u na procenat proteina u mleku na isti nacin kao Sto utiCu na procenat
mle¢ne masti. Kao $to je veé istaknuto, smanjenje koncentracije proteina u mleku
ispod donje fizioloSke granice je naj¢eS¢e povezano sa unosom hraniva si-
romasnim u proteinima dok je porast koncentracije proteina u mleku udruzen sa
ishranom bogatom u proteinima. Visok procenat proteina mleka moze nekad biti
posledica oboljenja mle¢ne Zlezde odnosno mastitisa (Hortet i Seegers, 1998).
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Koncentracija uree u mleku - procena rezultata /
Urea concentration in milk — evaluation of results

FizioloSka koncentracija uree u mleku krava holStajn rase varira u
Sirokom opsegu od 2 do 6 mmol/l. Izmedu koncentracije uree u mleku i krvi pos-
toji visoka korelacija (Kampl i sar., 1993). Prema navodima Marenjaka i sar. (2004)
prednost odredivanja koncentracije uree u mleku u odnosu na krv, kada je u pi-
tanju procena metaboli¢kog statusa krava, jeste u tome Sto je mleko dostupnije
pa je stoga metoda jednostavnija, a urea u mleku je manje podlozna dnevnim vari-
ranjima u odnosu na ureu u krvi, koja se menja s obzirom na dinamiku hranjenja i
sastav obroka. Izvesna koli€ina uree prisutne u mleku potiCe iz uree sintetisane u
mle¢noj Zlezdi, pa se time objasnjava nesto visa koncentracija uree u mleku nego
u krvi.

FizioloSke varijacije koncentracije uree u mleku su izrazite, a zavise od
nutritivnih faktora, sezone, starosti krava, stadijuma laktacije i telesne mase.
Takode, koncentracija uree varira tokom dana s tim da je najvia 4 do 6 sati nakon
hranjenja, a najniza neposredno pre hranjenja. Od nutritivnih faktora najznacajniji
je odnos energije i belanCevina u obroku krava (Westwood i sar., 1998). Koncen-
tracija uree raste sa poveé¢anim unosom proteina razgradivih u buragu, ali i sa ne-
dostatkom energije u obroku jer se tada ni optimalna koli¢ina belanc¢evina iz
obroka ne moze iskoristiti zbog smanjene aktivnosti bakterija buraga. S druge
strane, sa porastom energetskog snabdevanja krava putem obroka smanijuje se i
koncentracija uree u mleku. Tokom letnjeg perioda koncentracija uree u mleku se
povecava zbog povecéanog ucesca zelenog krmnog konvejera u ishrani krava,
koga €ine hraniva bogata u razgradivim proteinima, a siromasna u energiji. Sta-
rost krava uti€e na koncentraciju uree u mleku jer se sa svakom narednom laktaci-
jom povecava koncentracija uree u mleku krava. Naime, krave u prvoj laktaciji su
jo$ uvek u fazi rasta i razvoja pa stoga efikasnije koriste aminokiseline iz obroka
(Wood i sar., 2003). Medutim, Johnson i Young (2003) navode da je kod krava
holStajn rase koncentracija uree najviSa u prvoj laktaciji. Na poc¢etku laktacije kon-
centracija uree u mleku je najniza, verovatno zbog smanjenog apetita krava u tom
periodu. Kasnije se koncentracija povecava i dostize svoju maksimalnu vrednost
u periodu najvece produkcije mleka u laktaciji. Koncentracija uree u mleku se
opet zna¢ajno smanjuje na kraju laktacije (Johnson i Young, 2003). Medutim, u
slu€ajevima kada se u zavrSnoj fazi laktacije obrok uskladuje sa potrebama krava
smanjivanjem udela samo koncentrovanog dela obroka, koncentracija uree u
mleku moze da se odrzava na visokom nivou sve do kraja laktacije. U takvim
slu€ajevima, zbog ishrane velikim koli¢inama kabastih hraniva, koja su kao $to je
poznato bogata RDP-a, pored povecane koncentracije uree u mleku, doéi ¢e i do
porasta koncentracije masti u mleku.

Upravo zbog toga Sto veliki broj faktora utiCe na koncentraciju uree u
mleku, postoji izvesna sumnja pri interpretaciji rezultrata i otpor uvodenju analize
uree kao rutinske analize. Da bi se otklonile sve sumnje pri interpretaciji rezultata
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potrebno je uzorak mleka za ispitivanje koncentracije uree uzimati uvek u isto
vreme dana. Takode, da bi se koncentracija uree u mleku mogla koristiti kao dijag-
nosticko sredstvo potrebno je tokom nekoliko meseci uspostaviti bazalne vred-
nosti koncentracije uree za svaki pojedini zapat i za svaku laktacionu grupu. Sma-
tra se da je, da bi se uspostavile referentne vrednosti za koncentraciju uree u ne-
kom zapatu, potrebno tokom Sest meseci, jednom mesecno u jutarnjim satima,
utvrdivati koncentraciju uree u pojedinacnim uzorcima mleka krava iz zapata.
Nakon toga analize je moguce izvoditi jednom u tri meseca (Marenjak i sar., 2004;
Zadnik i sar., 2000). Kod krava holstajn rase postoji potreba da se ovaj parametar
odredi i u uzorcima mleka iz ve€ernje muze, a to je pozeljno uraditi i za sadrzaj
proteina i masti (Samanc i sar., 2006).

Odstupanje koncentracije uree u mleku od fizioloskih vrednosti moze
da ukaZe na probleme u ishrani krava. Tako je smanjenje koncentracije uree u
mleku krava ispod fizioloSki prihvatljive vrednosti naj¢eS¢e posledica ishrane
deficitarne u proteinima i to posebno onih razgradivih u buragu. Takode, manjak
uree u mleku moze biti posledica prisustva viSka lako usvojivih ugljenih hidrata u
obroku krava. Naime, u tom slucaju, smanjuje se pH buraga i amonijak prelazi u
jonizovanu formu koja se slabije resorbuje. Time nema dovoljno amonijaka za sin-
tezu uree u buragu (Westwood i sar., 2007). U svakom slu¢aju, koncentracija uree
u mleku iznad fizioloSki prihvatljivin vrednosti najéeS¢e ukazuje na viSak razgradi-
vih proteina u obroku i/ili nedostatka energije u obroku.

Koncentracija uree u mleku je poveéana u uslovima toplotnog stresa
najverovatnije zbog prestrojavanja metabolizma u smislu poja¢anog katabolizma
proteina koji dovodi do intenziviranja sinteze uree u jetri. Naime, poznato je da se
u uslovima toplotnog stresa povecéava iskoriStavanje glukoze u perifernim tkivima
jer se na taj nacin smanjuje koli¢ina oslobodene toplotne energije. Samim tim,
potreba za glukozom se povecava. Kod prezivara najve¢i deo glukoze obez-
beduje se glukoneogenezom za Cije je odigravanje potrebna i ve¢a koncentracija
aminokiselina u krvi, koja se obezbeduje katabolizmom sopstvenih proteina
(Kadyere i sar., 2002).

Zavlasnika govedarske farme je zna€ajno da zna da je porast koncen-
tracije uree u mleku uvek udruzen sa pove¢anim ekonomskim gubicima, jer vi-
soka koncentracija uree u mleku naj¢esc¢e znaci preobilnu ishranu proteinima,
koji predstavljaju najskuplju komponentu obroka. Takode, poviSena urea u mleku
ukazuje na pojac¢ano zagadenje sredine jer smanjena utilizacija azota u proteine
znaci da se azotna jedinjenja poja¢ano gube iz organizma, bilo fecesom ili urinom
(Van Horn i sar., 1996). Dodatno, visoka koncentracija uree u mleku jasno poka-
zuje da je intenziviran proces ureogeneze u jetri, proces koji zahteva energiju, te je
ona pokazatelj i toga da je organizam dodatno izlozen deficitu energije. S druge
strane, viSak amonijaka koji iz buraga dospeva u jetru ima negativan uticaj na me-
tabolizam jer, dodatno, koCi glukoneogenezu u jetri jer se zajedniCki supstrat, ok-
salacetat, koristi i za sintezu glukoze i za sintezu aspartata, koji je neophodan za
proces stvaranja uree. Zato neki autori smatraju da porast koncentracije uree u
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krvi predstavlja opasnost za pokretanje procesa lipomobilzacije, ¢ak i onda kada
za to ne postoje fizioloSki razlozi (Oetzel, 2004). Dokazano je da porast koncentra-
cije uree u mleku posle teljenja, ukoliko duze traje, dovodi do reproduktivnih prob-
lema kod krava (Tamminga, 2006).

Model za procenu energetskog statusa krava analizom pojedinaénih uzoraka
mleka / Model for assessing cow energy status using analysis of individual milk samples

Za procenu energetskog statusa krava mogu se koristiti pojedinacni
uzorci mleka krava u ranoj laktaciji u kojima se odreduje koncentracija masti, pro-
teina, laktoze i uree, kao i njihov medusobni odnos.

Na grafikonu 1 je prikazano kako se na osnovu odnosa koncentracije
uree i proteina mleka moze utvrditi snabdevenost krava energijom i proteinima
putem obroka. Kao $to se vidi, ukoliko je koncentracija uree manja od 4 mmol/l, a
koncentracija proteina ve¢a od 32 g/l, to znaci da su krave optimalno snabdevene
proteinima i energijom obroka. Ukoliko je koncentracija proteina i dalje poviSenai
taj porast prati i porast koncentracije uree u mleku (iznad 4 mmol/l) to znaci da u
obroku ima viSak proteina. To se ¢esto deSava u letnjem periodu kada se u ishrani
krava uvecava udeo zelenog konvejera ili se zivotinje hrane na pasnjacima. Uko-
liko je koncentracija uree iznad 4 mmol/l, a koncentracija proteina manja od 32 g/l
to znadi da u ishrani krava postoiji relativni suficit proteina. Naime, zastupljenost
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Grafikon 1. Procena snabdevenosti krava energijom i proteina iz obroka na osnovu koncen-
tracije uree i proteina u mleku /
Graph 1. Assessing dietary energy and protein intake using milk protein and urea concentrations
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proteina u takvim obrocima je verovatno uskladena sa potrebama krava, ali zbog
nedostatka lako usvojive energije u obroku ti proteini ne mogu da se iskoriste u
buragu za sintezu bakterijalnih proteina, ve¢ se gube u obliku amonijaka iz koga
se u jetri sintetiSe urea. Ako je koncentracija uree ispod 4 mmol/l a koncentracija
proteina manja od 32 g/l to znaci da krave ne dobijaju putem obroka dovoljno ni
energije ni proteina.

Na grafikonu 2 se dodatno moze ustanoviti energetski status krava na
osnovu koncentracije proteina i masti u mleku i njihovog medusobnog odnosa.
Ukoliko je koncentracija proteina u mleku visa od 32 g/l, a masti izmedu 35i 45 g/I,
to znaci da su krave u stanju uravnotezenog energetskog balansa. Ukoliko se
koncentracija masti mleka povecava, a koncentracija proteina mleka smanijuje, to
znaci da su krave u izraZzenijem negativnom energetskom bilansu na pocetku lak-
tacije i stoga pokrec¢u sopstvene rezerve masti da bi nadoknadile energetski defi-
cit. To rezultira poveéanjem masnih kiselina u cirkulaciji koje se koriste kao prekur-
sori za lipogenezu u mle¢noj Zlezdi. Ukoliko je koncentracija masti i proteina
mleka manja od 35 odnosno 32 g/l to znaci da krave nisu hranjene u skladu sa
proizvodnim potrebama.

Zbog nacina ishrane, veéa koncentracija proteina u mleku je ¢e$éa
kod krava na kraju laktacije. Naime, ako se kod tih krava utvrdi i porast sadrzaja
masti u mleku to moze da ukaze na preobilnu ishranu kabastim hranivima. Kao
Sto je vec¢ istaknuto, Cesto je u takvim uzorcima mleka poviSen i sadrzaj uree.
Medutim, ako je porast proteina u mleku krava na kraju laktacije pracen sma-
njenim sadrzajem masti mleka to moze da ukaze na to da su takve krave preo-
bilno hranjene koncentrovanim hranivima, odnosno da su pregojene.
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Grafikon 2. Procena energetskog statusa krava na osnovu koncentracije proteina i masti u
mleku /
Graph 2. Assessing cow energy status using milk protein and fat concentrations
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Zakljucéak / Conclusion

Odredivanje koncentracije proteina i masti u mleku je veoma pouzdan
i racionalan postupak za utvrdivanje energetskog statusa krava. Ova ispitivanja je
dovoljno obaviti samo u uzorcima mleka dobijenim u jutarnjoj muzi. Kod krava
holStajn rase postoji potreba da se ovi parametri odrede i u uzorcima mileka
vecernje muze. Pri tome se mogu Koristiti zbirni ili pojedinacni uzorci mleka. Na
farmama na kojima postoji neujednacenost genetskog potencijala stada, pred-
nostima procena energetskog statusa analizom rezultata iz pojedinacnih uzoraka
jer se na taj nacin individualno procenjuje svaka zivotinja. Dodatno, upotreba po-
jedinacénih uzoraka mleka se preporucuje na novoformiranim farmama radi uspo-
stavljanja referentnih vrednosti za stada.

Procena snabdevenosti krava energijom i proteinima vrsi se na os-
novu koncentracije uree i proteina u mleku, a procena energetskog statusa na os-
novu koncentracije proteina i masti. Nedostatak ovog dijagnosti¢kog postupka je
u tome Sto se ne moze koristiti kod krava u fazi zasuSenja kada zapocinju
promene u metabolizmu koje mogu da ukazu na stepen pripremljenosti zivotinja
za predstojecu laktaciju. Zbog toga se ovaj period mora dodatno proveriti drugim
dijagnosti¢kim metodama.
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ENGLISH

ASSESSMENT OF DAIRY COW ENERGY STATUS USING MILK FAT, PROTEIN
AND UREA CONCENTRATIONS

Danijela Kirovski, H. éamanc, R. Prodanovi¢

One of the ways to make an assessment of the energy status of cows in lacta-
tion is to consider the results obtained from the evaluation of the concentrations of organic
milk components. The advantages of this method are that the taking of milk samples is not
stressful for the cow and that it is also possible to use the results of milk examinations car-
ried out by dairy plants within regular control. A bulk milk sample from all individual cows
can be used, or an individual milk sample. In farms that have herds of unequal genetic po-
tential, it is preferable to assess the energy status by analyzing the results for individual
samples, because each animals is assessed individually in that way. Furthermore, the use
of individual milk samples is recommended at newly-established farms in order to facilitate
the establishment of reference values for the herd.

The energy status of cows is assessed using the milk samples by analyzing
fat, protein and urea concentrations and their mutual ratios.

Fat and protein concentrations in cow milk vary depending on the breed, the
diet, age, stage of lactation, and the season of the year. A fat content lower than the physio-
logical values can be expected in cases of unfavourable diet of the cows during the period
around calving or rumen acidosis, and it can be expected to be higher during ketotic condi-
tions. A higher protein content in milk can be expected during a high-protein, and a lower
one during a low-protein diet of the cows.

The physiological concentration of urea in milk depends on nutritive factors,
the season, age, stage of lactation, and body mass. Specifically, older cows, cows in ad-
vanced lactation, and cows in the summer period tend to have higher values for urea con-
centration in milk. Among nutritive factors, the most important is the ratio between energy
and proteins in the cow feed ration. In cases when protein content in milk is optimal or
above the recommended values but the energy supply is lower, the urea concentration in-
creases to over the range of physiological values. In the event that the feed ration is defi-
cient in both proteins and energy the urea content in milk drops.

This work also presents a model for assessing the energy status in cows by
analyzing the mutual ratios between the individual milk components (proteins and fat, or
urea and proteins) in the individual milk samples. It is possible to determine the energy
status of the animal on the basis of the ratio between proteins and fat, and the supply of the
cow with proteins and energy on the basis of the ratio between urea and proteins.

Key words: cow, energy status, milk components
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PYCCKUA

OLIEHKA SHEPIFETUYECKOI'O CTATYCA KOPOB HA OCHOBE KOHLIEHTPALIMKN
XNPOB, MPOTEMHOB N MOYEBUHbI B MOJIOKE

[daHuena Kuposcku, X. lLamaHu, P. NMpoaaHosuy

OpuH 13 cnocoboB 3HEPreTUHECKOro cTaTyca KOpoB B SlakTauun Ha OCHOBE
pes3ynbTaToB, MOJTyYEHHbIX ONPeAeNeHNeM KOHLEHTPaLUMN OPraHN4EeCKNX COCTaBHbIX Ya-
cTen mosnoka. [NpeumyLlecTsa aTOro MeToaa B 3TOM, 4TO 6paHne obpasymka Mosioka Hec-
TPECCOreHo Asi KOPOBbI U YTO MOTYT NOJSIb30BaTbCS Pe3yibTaThl UCMbITAHWUSA MOJIOKA, KO-
TOpble B pamMkax pryfiipHOro KOHTPOJIS COBEpLUAIOT MOJIOYHbIE. [1na 3TOro ncnbitaHus
MO>XHO MONb30BaTb cobmpaTesibHbIN 06pasynK MOJIOKa U3 BCEX UM HEKOTOPbIX KOPOB
UM OTAENbHbIN 06pa3yrK Mosoka. Ha depmax Ha KOTopbIX CyLLeCTBYET HenpupaBHeHNe
reHeTUYeCcKoro noHeuuana craga, npeMmyLLecTBO UMEET OLeHKa 3HepreTM4ecKoro cra-
Tyca aHanm3oM pe3yfibTaToB U3 OTAENbHbIX 06Pa3vyMKoB MO0 TakMm 06pa3oM NHAMBUAY-
anbHO OLEHMEBAETCHA KaXKA0e XXMBOTHOE. [JononHUTENbHO, ynoTpebneHne oTAaenbHbIX
06pa3ynMKoB MOJIOKa PEKOMEHAYETCHA Ha HOBO(OPMMPOBAaHHbLIX hepmax pagn yCTaHOB-
neHusa pebepeHTHbIX CTOUMOCTEN AJ1A cTaja.

[ns oueHKn 3HepreTM4ecKoro ctaTyca KopoB B o6pa3ymkax Mosioka nosb-
3YI0TCA KOHLEHTpaums XUpoB, MPOTENHOB Y MOYEBWHbI, CJTOBHO 1 MX B3aUMHOE OTHOLLE-
Hue.

KoHLeHTpaummn XXnpos 1 NPOTEMHOB B MOSIOKE KOPOB BapbupyOT 3aBUCUMO
OT pacbl, KOPMIEHUS, CTapoCTH, hasbl nakTayum n spemenn roga. CogeprkaHne XMpos B
MOJIOKE HDKe (OU3NONOrMHECKUX CTOMMOCTEN OXXMAAETCA B Cry4asax HebnaronpusTHOro
KOPMJIEHMSA KOPOB B Nepuoe OKoJo oTéna unu aumgosa pybua, a 66nbLie y KeTO3HOro
cocTosiHMA. Bonee BbICOKOE cofep>XaHue NPOTEMHOB B MOJIOKE OXWMAAETCS Y BbICOKO-
NPOTEUHOTO a HKE Y HU3KOMPOTENHOTO KOPMIIEHWSI.

dusnonormyeckas KoOHLEHTPauma MOYEBMHbI B MOJIOKE KOPOB 3aBUCUT OT
nuTaTenbHbIX hakTopoB, CE30Ha, CTapOCTN KOPOB, CTaAMN NaKTauum 1 TENEeCHON Macchbl.
Tak, 6onee cTapble KOPOBbl, KOPOBbI B OTOABUHYTON NakTaumm, 1 KOpoBbl B NIETHEM ne-
punoae, nMetoT TeHAeHUNIO K yBEJTMH4EeHHbIM CTOMMOCTAM KOHLUEeHTpauunm Mo4eBUHbI B MO-
noke. OT nuTaTenbHbIX aKTOPOB CaMblil 3HAYUTENbHbBIN OTHOLIEHWE SHEPTUN N 6eNKO-
BVIH B paunoHe KOpoB. HackonbKo cofep>kaHne NpoTeMHOB B MOJIOKE ONTUMAITbHbIN NI
CBEpX pEKOMEHAOBAHHbIX CTOMMOCTEN, HO CHabXXeHne aHeprunern 6onee HU3Koe, KOHLEH-
Tpaums MOYEBMHbI pacTET cBepx o6béMa (OU3NONorMd4eckux ctommocTen. Ecnu naék
AeduruMTapHbIA 1 B NPOTENHAX Y SHEPrMU COAEPXKaHNe MOYEBUHBI B MOJIOKE cnajaer.

[ononHuTenbHo, B 3TON paboTe nokasaHa mogenb AN OUEHKWU SHepre-
TWYECKOro cTaTyca KOpoB aHaNIM30M B3aMMHOrO OTHOLLEHUS] HEKOTOPbIX COCTaBHbIX Yac-
TEN MOJIOKa (MPOTEMHOB U XXMPOB TO €CTb MOYEBUHbI N MPOTEVMHOB) B OTAENbHbIX 06-
pas4ymkax Mosioka. Ha ocHoBe OTHOLENSI MPOTENHOB M XXMPOB B OTAESIbHbIX 06pasymnkax
MOJIOKa BO3MOXXHO OMNpeAennTb 3HEPreTUHECKNIA CTaTyC €AMHNYHOIO XXMBOTHOIO @ Ha OC-
HOBE OTHOLLEHUSA MOYEBUHbI Y MPOTEUHOB CHAOXXEHNE KOPOB MPOTEMHAMMN N SHEPTUEN.

KrntoueBble cnosa: Kopos, 3HepFeTVILIeCKVII7I cTaTyC, COCTaBHble HacT MOJIOKa
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SLINAVKA I SAP U TURSKOJ I ZEMLJAMA BLISKOG

ISTOKA - EPIZOOTIOLOSKA SITUACIJA?

FOOT AND MOUTH DISEASE IN TURKEY AND MIDDLE EASTERN

COUNTRIES - EPIZOOTIOLOGICAL SITUATION

2%

S. Stanojevi¢, S. Stanojevi¢, Z. Micovi¢, B. Plavsi¢

Periodi¢ne pojave epizootija slinavke i Sapa u zemljama Bliskog is-
toka i Afrike ozbiljna su zdravstvena pretnja evropskim drZavama, na-
rocito zemljama Mediterana i Balkanskog poluostrova. Razlozi za ¢esto
pojavijivanje ove bolesti u Africi i na teritoriji Bliskog istoka su visestruki
i svi su posledica nedovoljne razvijenosti drzava u navedenim geograf-
skim regijama. Tacnije re¢eno, epizootije slinavke i Sapa se tesko kon-
trolisu u ovim regionima zbog ograni¢ene mogucnosti delovanja veteri-
narskih sluzbi, nedovoljno razvijenih dijagnosti¢kih kapaciteta za brzu i
preciznu laboratorijsku dijagnostiku, slabe prosve¢enosti seoskog sta-
novnistva i tradicionalnog nadina uzgoja preZivara. Zbog intenzivnog
prometa hrane Zivotinjskog porekla, usluga i kretanja ljudi, kulturnih i
turistickih veza izmedu Bliskog istoka i zemalja Evrope, postoji stalna i
realna opasnost od brzog i nekontrolisanog Sirenja slinavke i $apa na
teritoriju Evrope. Stoga je prioritet epizootioloskih sluzbi vec¢ine evrop-
skih zemalja stalno pracenje epizootiolo$ke situacije na Bliskom istoku
i u Africi.

Kljucne reci: Bliski istok, Turska, vakcinacija, perzistentna infekcija

Epizootioloska situacija slinavke i Sapa na Bliskom Istoku u periodu od
2005 do 2009. godine /
Epizootiological situation on FMD in Middle Fast for period 2005-2009

U periodu od 2005. do 2006. godine podrucje Bliskog istoka je bilo

zahvaceno dvema velikim epizootijama slinavke i Sapa prouzrokovanim virusom

*
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SIS, serotip A. Soj virusa oznacen kao ,,A Iran 05 izolovan je u Iranu 2005. i 2006.
godine. Pored ovog soja, u Egiptu je 2006. godine tokom epizootije slinavke i
Sapa izolovan i virus oznacen kao ,africki serotip A“. Soj virusa ,A Iran 05* se
tokom 2006. godine iz Irana prosirio na Tursku, uklju€ujuéi i njen evropski deo, za-
tim u Saudijsku Arabiju, Jordan i Pakistan. U 2009. godini zabelezeni su slucajevi
pojavljivanja ovog serotipa u Iraku, Bahreinu, Kuvajtu, Libiji i Libanu. Na osnovu
molekularne tipizacije genoma izolovanih virusa, ustanovljena je identi¢na genet-
ska struktura izmedu sojeva ,A Iran 05“ i ,A Irak 22, §to je ukazivalo na to da se
isti soj virusa (,A Iran 05%) proSirio i na teritoriju Iraka. Od avgusta 2007. regis-
trovana je cirkulacija nove podlinije ovog soja, koja nosi oznaku ,A Iran 05ARD-
07“, i registrovan je u Turskoj. Ovaj soj se antigenski znacajno razlikuje od soja ,A
Irak 22 i sa njim ne pokazuje unakrsno imunolo$ko reagovanje $to dodatno kom-
plikuje planiranje i izvodenje programa vakcinacije u zarazenim podrucjima. Sa
druge strane, ovaj soj je imunoloski srodan soju ,A Turska 2006“(Anonymous,
2009).

Novi soj virusa slinavke i Sapa serotip A, je u 2006. godini u Egiptu
registrovan u 8 provincija. Ovaj novi identifikovani soj virusa SIS se genotipski
razlikuje od svih sojeva identifikovanih na Bliskom istoku i na osnovu svojih genet-
skih karakteristika odgovara soju virusa kaoji je izolovan u isto€noj Africi (isto¢noa-
friCki s0j). S obzirom nato da je isti ovaj soj ponovo identifikovan u februaru 2009.
godine u Egiptu, oCigledno je da se istoCnoafriCki soj virusa slinavke i Sapa
zadrzao u prijemcivoj populaciji zivotinja u Egiptu i oblasti Mediterana (Anony-
mous, 2009).

U 2007. godini otkriveno je prisustvo virusa slinavke i $apa, serotip O,
soj ,PanAsia 2“ na teritorijama Irana, Jordana, Izraela, Palestine, Bahraina, Ku-
vajta, Ujedinjenih Arapskih Emirata, Turske, Libana i Egipta. Pretpostavlja se da se
virus prosirio verovatno iz Indije i Pakistana jer je identi¢an soj ovog virusa izolo-
van u ovim zemljama 2001. godine (OIE, 209).

Ovakav biodiverzitet izolovanih virusa slinavke i Sapa ukazuje na mul-
ticentri¢no Sirenje bolesti, prisustvo vrlo sloZenih i raznovrsnih puteva preno$enja
i Sirenja uzro¢nika, odnosno postojanje raznovrsnih izvora infekcije. Ovakva epi-
zootioloSka situacija u drzavama Bliskog istoka i Afrike ukazuje na to da se bolest
nekontrolisano pojavljuje i Siri.

Antigenska razli¢itost izolovanih virusa i njihov genetski biodiverzitet
ukazuju na potrebu za detaljnijim i opseznijim planiranjem i modeliranjem pro-
grama kontrole bolesti i programa vakcinacije, odnosno upotrebu razlicitih vak-
cina u skladu sa potrebama nastalim zbog prisustva razli¢itih serotipova virusa na
terenu. Pocetkom 2009. godine u nekoliko zemalja Bliskog istoka, ukljuCujudi i
Tursku, dijagnostikovano je prisustvo virusa slinavke i Sapa serotipa A pa je sve
ukazivalo na to da se radi o endemskom prisustvu ovog serotipa. Medutim, zbog
genetskih odstupanja koja su se deSavala na genomu virusa, javljale su se vrlo
teSke epizootije pracene visokim mortalitetom. Poslednja takva zna¢ajna genet-
ska promena ovog serotipa desila se upravo sa virusom SIS, serotip A, soj ,lran
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05“ koji se prosirio kroz Citav region, od Turske do Pakistana. Samo je u januaru i
februaru 2009. godine registrovano preko 130 slucajeva slinavke i Sapa u
razli¢itim delovima centralnog i juznog Iraka prouzrokovanih tipom A, soj ,Iran 05*
(Anonymous, 2009). Kao reakcija na ovakvo pogorsanje epizootioloske situacije
usledila je akcija FAO/EUFMD Komisije i Evropske unije pa je u cilju zaustavljanja
daljeg Sirenja infekcije pokrenuta kampanja masovne vakcinacije malih prezivara i
goveda u Iraku. Obezbedeno je 500 000 doza trovalentne vakcine koja je sadrzala
sojeve virusa SIS serotipova A (Irak 22), O i Azija 1, (Europe Aid; FAO, 2009; Ano-
nymous, 2009).

Tabela 1. Pojavijivanje slinavke i Sapa u zemljama Bliskog istoka /|
Table 1. Incidence of FMD in Middle Eastern countries

Status u periodu od Sest meseci / Status within_six-month_period
Drzava / 2005 2006 2007 2008
State Jan-Jun|Jul-Dec |Jan-Jun|Jul-Dec |Jan-Jun| Jul-Dec | Jan-Jun| Jul-Dec
Jan-June| July-Dec | Jan-June| July-Dec | Jan-June| July-Dec | Jan-June| July-Dec

Afganistan / Afghanistan + + + + + + ? ?
Kingdom of Babrain S I N N 0 M2 A
Kipar / Cyprus - - ? ? - sCl ? ?
Republika Dzibuti / ) ) ) ) ) ) ) )
Republic of Djibouti
Egipat / Egypt - - + - - + + -
Iran / Iran + + + + + + ?
Irak / Iraq ? ? ? ? ? ? ? ?
Izrael / Israel - + - + + + + ?
Jordan / Jordan - - - + - - - ?
Kuvait / Kuwait - - + + + + + ?
Liban / Lebanon sCl sCl sCl sCl + + ?
Libija / Libya - - - - - - - ?
Oman / Oman + + + + + + + ?
Palestina / Palestine - - +Z +Z ? ? ? ?
Katar / Qatar S S S S ?
Sudan / Sudan - + + - +Z ?
Somalija / Somalia ? ? ? ? ? ? ? ?
Sirija_/ Syria - - - - - - ? ?
Turska / Turkey + + + + + + + +
Ujedinjeni Arapski Emirati / ) ) ) ) ) ) )
United Arab Emirates
Jemen / Yemen + + + + + + - ?

? - Nema dostupnih informacija / No available information
- —Bolest nije prijavljena u naznac¢enom periodu / Disease not reported in given period

113



Vet. glasnik 66 (1-2) 111 - 121 (2012) S. Stanojevi¢ i sar.: Slinavka i $ap u Turskoj i
zemljama Bliskog istoka — epizootioloska situacija

S - Sumnja na SIS / Suspected FMD

sCl - Potvrdena infekcija bez klini¢kin simptoma / Confirmed infection without clinical symptoms
+ - Potvrdeni Klini¢ki slu¢ajevi / Confirmed clinical cases

+Z - Potvrdena infekcija u pojedinim zonama / Confirmed infection in specific zones

Tabela 2. Geografski distribucija razli¢itih serotipova virusa SIS u periodu 2008-20009.
(Bliski istok, severna i istocna Afrika) /
Table 2. Geographic distribution of different serotypes of FMD virus for period 2008-2009
(Middle East, North and East Africa)

Drzava/ State St of FUID vius
Afganistan / Afghanistan nema informacija / No_information
Pakistan / Pakistan nema informacija / No information
Turkmenistan / Turkmenistan nema informacija / No information
Kralievina Bahrein / Kingdom of Bahrain A

Kipar / Cyprus nema informacija / No information
Republika Dzibuti / Republic of Djibouti nije prijavlien nijedan sluéaj / No reported cases
Egipat / Egypt SAT 1,0

Iran / Iran A O

Irak / Iraq A

Izrael / Israel A O

Jordan / Jordan nema informacija / No information
Kuvait / Kuwait A

Liban / Lebanon A O

Libija / Libya A

Oman _/ Oman klini¢ki nalaz / Clinical finding
Palestina_/ Palestine 0

Katar / Qatar Klinicki nalaz SIS / Clinical finding of FMD
Saudijska Arabija / Saudi Arabia Klini¢ki nalaz / Clinical finding
Sudan / Sudan nema informacija / No information
Somalija / Somalia nema informacija / No information
Sirija_/ Syria nema informacija / No information
Turska / Turkey A0

Ujedinjeni Arapski Emirati / United Arab Emirates nema informacija / No information
Jemen / Yemen nije prijavlien nijedan sluéaj / No reported cases
Cad / Chad klini¢ki nalaz / Clinical finding
Nigerija / Nigeria Klini¢ki nalaz / Clinical finding
Etiopija / Ethiopia Klini¢ki nalaz / Clinical finding
Kenija / Kenya SAT 2

Razlozi ovako uspe$nog Sirenja virusa slinavke i Sapa — serotipa A
nisu sasvim poznati, ali su najverovatnije posledica uticaja vise faktora, i posebno
intenzivnog prometa zivotinja. Pored prisustva virusa SIS serotipa A, izolacija vi-
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rusa SIS serotipa O u Libanu takode ukazuje na znacCajno kretanje zaraze ka za-
padu i ujedno predstavlja direktnu pretnju zemljama mediteranskog basena
ukljucujuéi i zemlje Balkana (OIE, 2009).

Epizootioloska situacija slinavke i $apa u Turskoj u periodu od 2005 do
2010. godine / Epizootiological situation for FMD in Turkey for period 2005-2010

Zbog svoje blizine, geopolititkog polozaja i intenzivnog prometa ro-
be, ljudii usluga, Turska kao drzava u kojoj su slinavka i $ap gotovo konstatno pri-
sutne, predstavalja posebnu pretnju i izazov za zemlje Evropske unije i zemlje
jugoistocnog Balkana. Turska je takode vrlo znacajna i u pogledu moguce pretnje
od uno$enja uzro¢nika slinavke i $apa u Republiku Srbiju zbog jakih ekonomskih,
kulturnih i turisti¢kih veza koje postoje izmedu ove dve drzave.

Ukupna povrsina teritorije Turske iznosi 780.580 km? na kojoj Zivi 71,5
miliona stanovnika. Turska ima oko 2 miliona sto¢arskih gazdinstava sa ukupnom
populacijom od 10,5 miliona goveda i 48,7 miliona ovaca.

Dominantan nacin odgoja zivotinja u vecem delu Turske je nomadsko
stoCarenje i ono se ne razlikuje od nacina kako se Zivotinje uzgajaju u vecini
zemalja Bliskog istoka. Primitivan, ekstenzivan nacin sto€arenja podrazumeva i
odgajanje - primitivnih rasa stoke. Zivotinje se tokom veéeg dela sezone drze na
zajednickoj ispasi, kada se i deSava najveéi broj kontakata obolelih i prijem¢ivih
Zivotinja. Tokom zime dolazi do smanjenja broja obolelih Zivotinja i do smirivanja
epizootije. Medutim, tokom prole¢a kada se zivotinje ponovo izvode na zajed-
ni¢ku ispasu uoCava se nagli skok i povecanje broja novoinficiranih i obolelih Zivo-
tinja. Ukupno 76% svih registrovanih slu€ajeva slinavke i Sapa su zabelezeni u
prole¢e odnosno u periodu april — jun.

Posebnu opasnost za prenoSenje slinavke i Sapa u zahvaéenim re-
gionima Turske predstavljaju ne samo obolele zivotinje ve¢ i mlade jedinke koje su
primile samo jednu dozu vakcine, odnosno sve one Zivotinje koje posle prve
vakcinacije nisu dobile jo$ jednu podsticajnu dozu vakcine. Kod ovih zivotinja
klinicka slika je Cesto prikrivena ili bolest prolazi u blagoj formi pri ¢emu inficirane
jedinke izlu€uju virus u spoljasnu sredinu. Jedan od vaznih ograniavajucih fak-
tora uspesne kontrole bolesti jeste i relativno kratak imunitet koji nastaje nakon
vakcinacije u odnosu na prirodnu infekciju.

Nije retka pojava da vakcinisane zivotinje, zbog genetskih varijacija i
genetskih driftova koji nastaju tokom epizootija, iako imaju zadovoljavajuéi nivo
zastitnih antitela ostaju prijemcive za viruse koji slobodno cirkuliSu u prirodi.
Razlog ove pojave je imunoloSko nepoklapanje vakcinalnih sojeva i divljih sojeva
prisutnih u prirodi.

Jedan od mogucih izvora infekcije mogu biti i prebolele Zivotinje.
Naime, poznato je da kod vec¢ine inficiranih zivotinja virus prestaje da se izlu€uje iz
organizma odmah nakon preboljenja. Medutim, dokazano je da se kod 50% pre-
bolelih prezivara sedamnaestog dana od dana pojavljivanja prvih simptoma
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bolesti u krvi javlja ponovni porast titra - antitela protiv NSP (nestrukturni protein vi-
rusa slinavke i Sapa) kao rezultat prisustva ovog virusa u kriptama faringelanih
limfnih ¢vorova. Kod Zivotinja kod kojih se virus i dalje zadrzao u organizmu dolazi
do njegovog umnozavanja, one su perzistentno inficirane i kao takve su izvor in-
fekcije (period kliconostva kod nesto viSe od 50% prebolelih goveda moze trajati i
do 3,5 godine, kod ovaca do 9 mesecii kod koza do 4 meseca). lako je ova pojava
u eksperimentalnim uslovima do sada dokazana samo kod afri¢kih bivola,
opravdano je stanoviste da je i ovo jedan od mogucih puteva prenoSenja virusa
slinavke i $apa u Turskoj i drugim zemljama gde je bolest endemskog karaktera
(Julef i sar., 2008; Alexandersen i sar., 2002; Bartley i sar., 2002).

Vrlo znacajan put prenoSenja bolesti u Turskoj, pored zajednitke
ispasSe jeste i trgovina zivom stokom, koja je u ovim krajevima vrlo intenzivna.
Zbog nedovoljne kontrole prometa stoke, Zivotinje obolele od slinavke i Sapa
moguce je naci ¢ak i na pijacama pa i u klanicama. Kako je u ve¢em delu Turske
nacin odgoja zivotinja ekstenzivan, a bolest, zbog svog endemskog karaktera
protiCe najéeSée sa blagim simptomima, stanovnistvo nema pravu sliku o eko-
nomskom znacaju ove bolesti i najceSc¢e ne pridaje veliki znacaj merama suzbi-
janja i kontrole. Iz tih razloga bolest se vrlo tesko kontroli$e. Zivotinje su éesto
neobelezene, odnosno znacajan broj mladih Zivotinja ostaje neobelezen a veteri-
narska sluzba ne kontroliSe promet i kretanje zivotinja ukljuCujuéi i one Ciji se pro-
met odvija €ak i na registrovanim mestima prodaje. Nije retka pojava ponovne in-
fekcije i pojavljivanja bolesti kod prebolelih Zivotinja izazvane serotipovima koji se
imunoloski ne poklapaju sa uzrocnikom bolesti koji je izazvao primarnu infekciju.

Epizootioloski se posebno istiCe podrucje Anadolije. Slinavka i Sap je
ve¢ godinama endemski prisutna u Anadoliji, gde cirkuliSu serotipovi O i A virusa
slinavke i Sapa. Virus SIS serotip Azija 1 posledniji put je u Turskoj izolovan u aprilu
2002. godine. U 2005. godini u najve¢em broju slu¢ajeva bio je izolovan visrus SIS
serotip O, soj ,Manisa 1“. U novembru iste godine je registrovan novi soj serotipa
A koiji se genotipski razlikuje od sojeva ,A Iran 96“ i ,A Iran 99%, koji su prethodno
bili otkriveni na teritoriji Turske. Ispitivanjem genoma izolovanih sojeva virusa u
Svetskoj referentnoj laboratoriji za SiS (FAO/OIE/CRL Animal Health Institute-Pir-
bright Laboratory) utvrdeno je da se radi o izolatima koji genotipski odgovaraju
sojevima poreklom iz Irana iz 2005. godine (antigensko poklapanje postoji i sa
vakcinalnim sojem ,A 22 Irak*). U 2006. godini registrovan je prodor virusa SIS se-
rotipa O ,Pan-Azija", koji nije bio registrovan u ranijem periodu, tako da od 2006.
godine na teritoriji Turske pored virusa SIS serotipa A, cirkuli$u i dva soja serotipa
O: domaci ,,O Manisa“ kao i ,O Pan-Azija“ (FAO, 2009).

Ovakvi prodori novih serotipova kao i novih sojeva ¢esto mogu kom-
promitovati aktuelne programe vakcinacije. Primera radi, u 2006. godini kao
vakcina izbora u Turskoj, koriS¢ena je vakcina pripremljena od vakcinalnog soja
»A 21 Irak®. Medutim, za ovu vakcinu je kasnije dokazano da nije obezbedivala do-
bru imunolosku zastitu kod vakcinisanih zivotinja. Razlog za to je bilo prisustvo na
terenu virusa SIS serotipa A koji je pretrpeo genetske promene (mutacije) i anti-
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genski se znacajno razlikovao od vakcinalnog soja virusa. To je, izmedu ostalih,
bio jedan od razloga pojavljivanja slinavke i Sapa kod vakcinisanih Zivotinja. 1z tih
razloga je ta vakcina zamenjena vakcinom pripremljenom od soja ,,A TUR 2006*.

Druga vozila / Other vehicles |

Stocna hrana / Caftle fnddeer_

Radnici na farmama / Farm workers |
Druga lica / Other persons

Skupljaci mleka / Milk co}fecfars:

Veterinari / Veferinarians
Kontakt zivotinja i posetioca /]
Contact between animals and visitors

|
Promet zivotinja / Trade in animals_| [ [
Stocne pijace / Cattle markets_| |
Zajednicka ispasa / Common grazing |
Divlje zivotinje / Wildlife
Drugi izvori / Other sources |
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Grafikon 1. Najéeséi putevi prenosenja virusa SIS u Turskoj (Support for FMD surveillance
and control in Turkey from FAO, under EC/FAO Agreement on use of EUFMD Trust
Fund (MTF/INT/003/EEC), Project report by M. Zafer Zog FAO National Consultant)/

Graph 1. Most frequent pathways for transfer of FMD virus in Turkey (Support for FMD surveillance and con-
trol in Turkey from FAO, under EC/FAO Agreement on use of EUFMD Trust Fund (MTF/INT/005/EEC),
Project report by M. Zafer Zog FAO National Consultant)
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Grafikon 2. Ukupan broj slucajeva SIS u Turskoj — sortirano po mesecima u 2007. godini
(38th General Session of the EuFMD — 28-30 April 2009. FAO, Rome, progress report
for Turkey on FMD situation and control measures)/

Graph 2. Total number of FMD cases in Turkey according to months in 2007 (38th General Session of the
EuFMD - 28-30 April 2009. FAO, Rome, progress report for Turkey on FMD situation and control meas-
ures)
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Grafikon 3. Distribucija slu¢ajeva SIS u Turskoj u 2008. godini (38th General Session of the
EuFMD - 28-30 April 2009. FAO, Rome, progress report for Turkey on FMD situation
and control measures) /

Graph 3. Distribution of FMD cases in Turkey in 2008 (38th General Session of the EUFMD — 28-30
April 2009. FAO, Rome, progress report for Turkey on FMD situation and control measures)
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Grafikon 4. Distribucija slu¢ajeva SIS u Turskoj, April 2009. (38th General Session of the
EuFMD - 28-30 April 2009. FAO, Rome, progress report for Turkey on FMD situation
and control measures) |

Graph 4. Distribution of FMD cases in Turkey in April 2009 (38th General Session of the EuFMD — 28-30 April
2009. FAO, Rome, progress report for Turkey on FMD situation and control measures)
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Grafikon 5. Distribucija slucajeva SIS u Turskoj po mesecima u 2010. godini (OIE WAHID in-
terface, anual report 2010) /

Graph 5. Distribution of FMD cases in Turkey according to months in 2010 ( OIE WAHID interface, anual report
2010)

Zakljucak / Conclusion

Glavni rizici povezani sa izbijanjem i Sirenjem SISu zemljama Bliskog

istoka su:
3 1. promet prijemcivih zivih Zivotinja iz oblasti koje nisu slobodne od
SIS;
2. nekontrolisani prekograni¢ni promet iz zemalja zapadne Azije do
Turske;

3. programi vakcinacije ¢esto nisu u korelaciji sa sojevima virusa SIS
prisutnim na terenu;

4. nedostatak rezervi vakcina za egzoti¢ne sojeve virusa SIS;

5. nedovoljno razvijeni ili potpuno odsustvo sistema za brzo otkrivanje
i brzo reagovanje u slu€aju pojavljivanja infekcije;

6. nedostatak laboratorijskih kapaciteta za mapiranje i sekvencioni-
ranje virusa;

7. nedovoljno organizovana veterinarska sluzba;

8. nedostatak odgovarajucih vanrednih nacionalnih planova za kon-
trolu i suzbijanje SISiplanovaza upravljanje kriznim situacijama u slu¢aju pojavlji-
vanja egzoti¢nih sojeva virusa;

9. nepostojanje odgovarajucih kontrolnih mera i programa identifika-
cije i obelezavanja zivotinja.

Epizootiolosku situaciju na Bliskom istoku treba prihvatiti kao krajnje
rizi€nu u odnosu na zemlje Balkana i zemlje EU. Iz tih razloga EU je za 2010.
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godinu odobrila 11 miliona evra za nabavku trovalentnih i dvovalentnih vakcina
kao podrsku za kampanju prole¢ne vakcinacije u Turskoj tokom 2010. godine
(Anonimus, 2009).
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ENGLISH

FOOT AND MOUTH DISEASE IN TURKEY AND MIDDLE EASTERN COUNTRIES -
EPIZOOTIOLOGICAL SITUATION

S. Stanojevi¢, S. Stanojevi¢, Z. Mi¢ovi¢, B. Plavsi¢

Periodic outbreaks of epizooties of foot-and-mouth disease in countries of the
Middle East and Africa pose a serious health threat to European states, in particular coun-
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tries of the Mediterranean region and the Balkan peninsula. There are multiple reasons for
the frequent appearance of this disease in Africa and the territory of the Middle East, and
they are all a consequence of the insufficient development of the states in these geographic
regions. More precisely, epizooties of foot-and-mouth disease are difficult to control in
these regions due to the limited possibilities for activities by veterinary services, insuffi-
ciently developed diagnostic capacities for speedy and precise laboratory diagnostics, the
lack of more advanced knowledge among the village populations, and the traditional man-
ner of breeding ruminants. As aresult of intensive traffic in goods, services and people, the
cultural and tourist links between the Middle East and European countries, there is a con-
stant and real danger of a swift and uncontrolled spreading of foot-and-mouth disease to
the territory of Europe. This is why it is a priority of epizootiological services of the majority
of European countries constantly to monitor the epizootiological situation in the Middle
East and in Africa.

Key words: Middle East, Turkey, vaccination, persistent infection

PYCCKUA

MbIT U ALLYP B TYPLUUN U CTPAHAX BJIMXKHETO BOCTOKA -
SMN300TOJIOMMYECKASA CUTYALIUA

C. CtaHoeBuy4, CT. CtaHoeBuY, 3. MuyoBuy, b. NMNnaBwuy

[Mepunoanyeckne gBRNeHMA ANM300TUI MbiTa U SAllypa B cTpaHax BnvxHero
BocTtoka n Adpukun cepbésHasa 34paBoOXpaHMTENbHAA yrpo3a €BpPOMNenCcKUM rocyaap-
cTBaM, 0CO6eHHO cTpaHam CpeaM3eMHOMOPCKOro panoHa n bankaHckoro nonyoctpoBa.
MprynHbI 4NSa YacToro nosiBfieHns aTon 6onesHn B Acpurke 1 Ha TeppuTopun BnvxHero
BocToka MHOrokpaTHble 1 BCe MOCNeACTBME HEAOCTATOYHOrO pas3BMTUSA roCcy[apcTB B
NPOBeAEHHbIX reorpadmyeckmx permoHax. To4Hee ckasaHo, aNM300TUKU MbiTa U flypa
TSXKEN0 KOHTPONMPYIOTCS B 3TUX PErMOHAX U3-3a OrpaHN4eHHON BO3MOXKHOCTMW AeNCTBUS
BETEPUHAPHbIX CMY>X6, HeJOCTaTOYHO Pa3BUTbIX AMArHOCTUHECKMX CMOCOOHOCTEN AnA
ObICTPON N TOYHOM NabopaTOPHOM AMArHOCTMKKM, cnaboj NPOCBELLEHHOCTU CENbCKOro
HaceneHns n TpaguUMOHHOTO cnocoba pasBedeHNs XBayHbIX XXUBOTHbIX. 3-3a NHTEH-
CMBHOro obopoTa ToBapa, yCnyr v nogem, KynbTyPHbIX U TYPUCTUHECKNX CBA3EN MEXAY
BrnvxkHum BocTokom u cTpaHamu EBponbl, CylwecTByeT NOCTOSAHHAs W pearnbHas onac-
HOCTb OT 6bICTPOro M 6ECKOHTPONBHOrO paclMpeHns MbiTa 1 ilypa Ha Tepputopun EB-
pornbl. OTTOro MpUOpPUTET 3MM300TONIOMMYECKUX CIYXKO OOMbLINMHCTBA E€BPOMENCKMX
CTpaH MOCTOSIHHAsA Crnexka 3nM300TONorM4eckon cutyaummn Ha bnuwxkHem Boctoke u B
Adbpuike.

Kniodesble crosa: BnvmxHuin BocTok, Typuus, BakumHaums, NeepcucTeHTHas nHdekuns
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PRIKAZ SLUCAJA - CASE REVIEW

DOIL: 10.2298/VETGL1202123M UDK 637.2.05

UTICAJ HIGIJENSKO-SANITARNIH MERA U POGONU ZA
PROIZVODNJU MASLACA NA MIKROBIOLOSKU

ISPRAVNOST FINALNOG PROIZVODA’

EFFECTS OF HYGIENE-SANITARY MEASURES ON
MICROBIOLOGICAL SAFETY OF FINISHED PRODUCT IN

BUTTER PRODUCTION PLANT

N. Memisi, Marija Skrinjar, Slavica Veskovié-Mora¢anin®*

*

U ovom radu prikazani su rezultati ispitivanja uticaja higijensko-
sanitarnih mera na kriticnim tackama u tehnoloskom procesu proiz-
vodnje maslaca na njegov kvalitet i mikrobiolosku ispravnost. U tu
svrhu izvrSena je kontrola higijenske ispravnosti masine za buckanje i
pakovanje maslaca (od 125 g i ,blok maslaca”), zatim opreme, ruku i
odece (radne kecelje) radnika koji neposredno rade na masinama, me-
todom briseva. Procena parametara bezbednosti, kao i higijene samog
proizvodnog procesa obavijena je u skladu sa Pravilnikom o opstim i
posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, pre-
rade i prometa (,Sl. glasnik RS”, br. 72/2010).

Rezultati higijenske ispravnosti briseva uzetih sa masine za pako-
vanje maslaca od 125 g, nakon sanitacije, pokazuju povecéan broja me-
zofilnih bakterija (do 90 cfu/cm?), kao i prisustvo bakterija iz familije En-
terobacteriaceae (4 cfu/cm?).

Rezultati biseva ruku radnika, na liniji slaganja maslaca, nakon
procesa buckanja, u ambalazZni materijal, kao i na liniji pakovanja, poka-
zuju prisustvo aerobnih mezofilnih sporogenih bakterija (20 cfu/cm?),
dok prisustvo patogenih mikroorganizama nije utvrdeno.

Uzorci maslaca pakovani u porcije od 125 g predstavijaju rizi¢nije
oblike komercijalnog pakovanja u odnosu na maslac u bloku (,blok ma-
slac”), $to je posledica raznih manipulativnih radnji i naknadne spoljne
kontaminacije koja se desava tokom proizvodnog procesa, ukoliko u
pogonu nije obezbedena kontinuirana proizvodnja. Takode, utvrdeno

Rad primljen za Stampu 05. 09. 2011. godine

** Dr Nurgin Memis$i, specijalista mikrobiologije hrane, nauéni saradnik, AD ,Mlekara“

Subotica; dr Marija Skrinjar, redovni profesor, Tehnoloski fakultet, Univerzitet u Novom Sadu,
Novi Sad; dr Slavica Veskovi¢ Morac¢anin, specijalista higijene namirnica, visi nau¢ni sarad-
nik, Institut za higijenu i tehnologiju mesa, Beograd, Srbija
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prisustvo pojedinih mikroorganizama (aerobni mezofilni mikroorgani-
zmi, lipoliti¢ke bakterije, kao i plesni) u upakovanom maslacu, tokom
roka trajanja, u velikoj meri je rezultat spoljne kontaminacije i higijen-
skog stanja opreme.

Dobijeni rezultati istraZivanja ukazuju na potrebu da se prilikom
procesa proizvodnje maslaca mora obratiti posebna paZnja na ispunje-
nost higijensko-sanitarnih uslova tokom samog proizvodnog procesa,
Sto pre svega podrazumeva adekvatno pranje i dezinfekciju opreme,
odgovarajuéi temperaturni rezim pasterizacije pavlake i sl., kao i bes-
prekornu higijenu radnika uklju¢enih u proizvodni proces.

Kljucne recCi: maslac, mikrobioloska ispravnost, higijena povrsina,
odrzivost proizvoda

Uvod / Introduction

Sprecavanje oboljenja koja se prenose hranom, smanjenje kvara pro-
izvoda i poboljSanje kvaliteta proizvoda tekuéi su trendovi u prehrambenoj indus-
triji. Postoje brojne moguénosti za kontaminaciju hrane od momenta njene proiz-
vodnje do momenta konzumiranja. Hrana moZe da bude kontaminirana tokom
proizvodnog procesa, za vreme njenog transporta, u objektima prodaje, kao i od
strane potro$aca u njihovim domovima. Prema tome, u eri u kojoj je naglasak
stavljen na bezbednost hrane, u kojoj su pripreme i obim proizvodnje povecani,
neophodno je posvetiti ve¢u paznju sanitarnim uslovima u lancu od primarne pro-
izvodnje do konzumiranja. Neosporno je da ovaj trend predstavlja veliki izazov za
prehrambenu industriju (Obradovi¢, 2008). Higijenska ispravnost u pogonima
prehrambene industrije od izuzetnog je tehnoloSkog, ekonomskog i zdravstve-
nog znacaja. Pojedine linije, oprema, pribor i radne povrsine, pa i ambalaza, u
prehrambenoj industriji esto predstavljaju otvorene ili poluotvorene sisteme, u
kojima je moguéa spoljna kontaminacija mikroorganizmima (Raki¢ i Kati¢, 2009).
Buduéi da su u tim mikropopulacijama, pored saprofita, zastupljeni i patogeni
mikroorganizmi, neophodno je odrzavati stalnu higijenu pogona, $to se postize
adekvatnim procesima pranja i dezinfekcije (Mercade-Prieto i sar., 2007). Pranje i
dezinfekciju je potrebno posmatrati kao pripadaju¢e zajednic¢ke delove higijene
procesa (Wilson, 2005).

U vecini evropskih zemalja zahtevi za higijenskim standardima u pro-
izvodnji hrane su sve stroziji i rigorozniji (Wilson, 2005). Uprkos sve strozijim
higijenskim standardima, ekonomski gubici proistekli usled kvara su ogromni.
Tako npr. u Sjedinjenim Americ¢kim Drzavama gde su higijenski standardi u proiz-
vodnji hrane najstrozi, godi$nje ima 12,6 miliona slu¢ajeva trovanja ljudi prou-
zrokvanih kontaminiranom hranom, $to prouzrokuje Stete od 8,4 milijardi dolara.
Iz tih razloga se na pranje i dezinfekciju vise ne moze gledati kao na luksuz, veé
kao na nuznost (Obradovi¢, 2008).
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U vecini slu€ajeva, mikroorganizmi — uzrocnici kvara mleka i proizvoda
od mleka, u vecoj ili manjoj meri, uvek umanjuju njihov kvalitet, te su uzrok
znacCajnih ekonomskih gubitaka. Smanjen kvalitet proizvoda posledica je pri-
sustva razliCitih hemijskih i biohemijskih veza koje menjaju izgled, miris, teksturu,
ukus i aromu proizvoda. Nastajanje tih veza rezultat je metaboli¢ke razgradnje po-
jedinih sastojaka proizvoda nastalih usled aktivnosti mikroorganizma kvara ili de-
lovanjem njihovih enzima (Randolph, 2006).

U proizvodnom pogonu mlekara, maslac se proizvodi od slatke pav-
lake u masini za kontinuiranu proizvodnju. Tehnolos$ki gledano, konstrukcija masi-
na je takva da se u kontinuiranom, zatvorenom sistemu odvijaju svi procesi
(buckanije, ispiranje i gnjecenje) koji dovode do nastanka maslaca. S obzirom na
slozenost tehnoloSkog postupka proizvodnje maslaca, samo stalna kontrola pro-
izvodnog procesa moze garantovati nastanak kvalitetnog i bezbednog proizvoda.

Zbog svega nevedenog, cilj ovog rada je bio da se utvrdi uticaj
higijensko-sanitarnih mera, kao i znacaj kriticnih tacaka u tehnoloSkom procesu
proizvodnje maslaca, a u cilju dobijanja kvalitethog i bezbednog proizvoda.

Materijal i metode rada / Material and methods
Pranje opreme za buCkanje maslaca | Washing equipment for churning butter

U cilju stalne kontrole procesne higijene, kao i u cilju obezbedenja
nastanka bezbednog proizvoda, koji je definisan i zasnovan na elementima sa-
mokontrole sadrzanim u HACCP planovima Mlekare, procena efekta sanitarnog
pranja i procesa dezinfekcije, vr§i se metodom briseva. Oprema koja se Koristi
tokom procesa buékanja pavlake i proizvodnje maslaca, pre i nakon zavrSetka

Slika 1. Masina za kontinuiranu proizvodnju maslaca /
Figure 1. Machine for continuous production of butter
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proizvodnog ciklusa rastavlja se i pere pomocu deterdzenta koji se obavezno is-
pira. Prema navedenim instrukcijama, u cilju uklanjanja tvrdokorne masnoce
mle¢nog kamenca, definisano je i pranje opreme sodom i kiselinom. Pored
ruénog pranja, navedena opreme za buckanje, kao i cevi i pumpa za transport pa-
vlake od zrijata do masine za bu¢kanje, peru se preko decentralizovanog CIP-a,
koji se nalazi u pogonu za proizvodnju maslaca. Pre pocetka proizvodnje vrsi se
samo kratko pranje i dezinfekcija. Ovo kratko pranje podrazumeva upotrebu al-
kalnog sredstva koncentracije 1,5% — 2,0 %, na temperaturi od 65° — 70°C u tra-
janju 15— 20 minuta, nakon ¢ega sledi faza ispiranja vodom 10 minuta do neutral-
nog ispirka.

Delovi pakerica koje se koriste za pakovanje maslaca od 10 ili 125 g
se, takode, rastavljaju i peru ruéno deterdzentom, posle ¢ega sledi ispiranje i de-
zinfekcija rastvorom na bazi persircetne kiseline u koncentraciji 0,05% — 0,2%.

Ispitivanje vode | Examination of water

Mlekara za potrebe proizvodnje trosi velike koli¢ine vode, te za snab-
devanje pogona tehnoloskom vodom koristi vodu iz sopstvenog vodozahvata
(bunara), koja se posebnim tehni¢ko-tehnoloskim resenjima priprema i kondi-
cionira kako bi po kvalitetu odgovarala nameni. U proizvodnom delu pogona gde
se obavlja proces buékanja maslaca, kao i delu pogona gde se vrsi proces njego-
vog pakovanja, obavljeno je uzorkovanje vode u cilju ispitivanja njene fizi¢ko-
hemijske i mikrobiolo$ke ispravnosti. Uzorci vode za mikrobioloSku analizu uzeti
su u Ciste staklene boce, zapremine 250 i 1.000 ml u koje je dodat 5% rastvor natri-
jumtiosulfat (Na,S,03), radi redukcije hlora. Slavine na kontrolnim mestima u po-
gonu, sa kojih se koristi voda u procesima pranja, pre uzimanja uzoraka vode su
obrisane vatom natoplijenom 70% etil-alkoholom i izvr§eno je njihovo spaljivanje.
Nakon toga, ispustena je voda nakon €ega su uzeti uzorci. Navedena ispitivanja
su obavljena u skladu sa Pravilnikom o higijenskoj ispravnosti vode za pice (,SI.
list SRJ“ br. 42/1998) (u daljem tekstu Pravilnik 2) u laboratorijama Zavoda za
javno zdravlje u Subotici. Ispitivanja su ponovljena tri puta.

Ispitivanje briseva uzetih sa povrsina koje dolaze u kontakt sa hranom tokom
procesa proizvodnje i pakovanje maslaca | Examination of swabs taken from work surfaces
and equipment for production and packing of butter

Neposredno pre pocetka procesa proizvodnje maslaca obavljena je
kontrola higijenske ispravnosti masine za buckanje, masine za pakovanje ma-
slaca (slika 1), zatim opreme i radnih povrsina. U radu je koris¢en metod za brzo
dokazivanje ostataka organskih materija na povrSinama (metod brisa) zasnovan
na ispitivanju koli¢ine prisutnog ATP na ispitivanoj povrS$ini, primenom aparata
LIGHTNING MVP (Biocontrol, USA). Navedena metoda pogodna je za dokazi-
vanje ostataka organske materije na povrSinama posle mehanickog ¢isc¢enja i
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pranja, a pre procesa dezinfekcije. Utvrdeno prisustvo proteina ili ugljenih hidrata
na ispitivanim povr§inama pokazuje da pranje nije dobro obavljeno i da se postu-
pak pranja mora ponoviti.

Za ovo ispitivanje, u radu je koris¢en bris za jednokratnu upotrebu, a
sam postupak je izveden u skladu sa procedurom propisanom od strane pro-
izvodaca testa. Rezultati su oc¢itani nakon 10 sekundi i iskazani su u RLU. Dobijene
vrednosti u intervalu od 0 do 2,5 RLU-a ukazuju na dobar higijenki status povrsina
sa kojih je uzet bris, dok su vrednosti ve¢e od 2,5 pokazatelji zaprljanosti povrSina.

Paralelno sa indirektnim i, istovremeno, brzim metodama ispitivanja,
tokom ogleda su uzimani brisevi u cilju bakterioloSkog ispitivanja i procene
higijenskog stanja navedenih povrSina. Uzimanje briseva sa povrSina koje dolaze
u kontakt sa hranom, uradeno je u skladu sa standardom ISO 18593:2004.

Sterilni brisevi, u obliku drvenih, lako lomljivin Stapi¢a, na Cijem se
vrhu nalazila namotana vata, bili su zapakovani pojedinacno u epruvete. Nepos-
redno pre upotrebe, vrh brisa je navlazen sterilnim fizioloskim rastvorom koji je
sadrzavao 1% peptona. Nakon odstranjivanja viska tecnosti (mehani¢kim pris-
tiskom uz zid epruvete) bris je uziman sa ta¢no ograni¢ene ispitivane povrsine
(100 cm?) okretanjem brisa sleva udesno i zdesna ulevo (pet puta), kao i uz-
duznim pokretima (gore-dole) isti broj puta. Brisevi su uzimani sa ta¢no ogra-
ni¢ene povrsine pomocu sterilnog metalnog Sablona, ¢ije su unutrasnje stranice
bile 10 x 10 cm (ukupno 100 cm?). Uzeti brisevi su vraéani u epruvetu sa 10 ml
sterilnog fizioloSkog rastvora sa 1% peptona, i u najkratem vremenu transpor-
tovani su u laboratoriju na predvidena ispitivanja. Ispitivanja su obavljena u mikro-
bioloskoj laboratoriji Instituta za higijenu i tehnologiju mesa u Beogradu.

U cilju direktne procene higijenskog statusa ispitivanih povrsina od-
redivan je ukupan broj a) mezofilnih bakterija (SRPS EN ISO 4833:2008); b)
aerobnih mezofilnih bakterija (SRPS EN ISO 4833:2008); c) aerobnih mezofilnih
sporogenih bakterija (metoda 3, Pravilnika sl. list br. 25/80); d) lipolitiCkih bakterija
(metoda 7, Pravilnika SI. list br. 25/80); e) Salmonella spp. (SRPS EN ISO-
6579:2002); f) E.coli (ISO 16649-1:2009); g) sulfitoredukujucih klostridija (ISO
15213:2003); h) bakterija famillije Enterobacteriaceae (SRPS EN ISO 21528-
1:2009); i) koagulaza pozitivnih stafilokoka (ISO 6888-2:2008); j) Listeria spp. (ISO
11290-1:2004, uz primenu Api List — biohemijskog sistema (Biomeriuex, France)
za konac¢nu identifikaciju); i k) kvasaca i plesni (ISO 21527-1:2008). Ispitivanja su
ponovljena tri puta.

Za vreme procesa proizvodnje maslaca, kontrolisana je, takode, higi-
jena radnog odela (kecelja), kao i higijenski status ruku radnika koji su radili na
liniji za proizvodnju maslaca. Prema proceni HACCP tima, pozicija prihvatanja
maslaca nakon izlaska iz masine za buc¢kanje, pozicija pakovanja maslaca u kar-
tonske kutije, kao i procesi manipulacije radnika sa ambalazom (lepljenje kutija,
slaganje na palete i unoSenje u hladnjacu), predstavljaju nuzna mesta kontrole.
Takode, kontrolisana je higijena ruku radnika koji rade na poslovima pakovanja

127



Vet. glasnik 66 (1-2) 123 - 141 (2012) N. Memisi i sar.: Uticaj higijensko-sanitarnih mera u
pogonu za proizvodnju maslaca na mikrobioloSku ispravnost finalnog proizvoda

maslaca u manje ambalazne jedinice od 125 g. Radnici na ovim radnim operaci-
jama nosili su rukavice za jednokratnu upotrebu.

Nacin uzimanja briseva, kao i predvidena ispitivanja obavljana su na
identi¢an nacin kao u prethodnom delu (ISO 18593:2004). Ispitivanja su ponov-
liena tri puta. Interpretacija dobijenih rezultata je bila zasnovana na napred nave-
denom standardu, kao i na elementima samokontrole propisanim u HACCP pla-
novima Mlekare.

Ispitivanje roka upotrebe maslaca | Examination of shelf life of butter

Nakon zavrSetka proizvodnje iz svake proizvodne Sarze uzimani su
uzorci maslaca upakovani u ambalazne jedinice od 125 g, kao i blok maslaca od
20 kg. Ovi uzorci Cuvani su tokom procesa skladistenja na temperaturi hladnjace
(+6° C) u cilju pracenja njihove odrzivosti tj. roka upotrebe. Po¢ev od datuma
proizvodnje na svakih 10 dana, pa sve do 60 dana njihovog roka trajanja, iz
skladiSnog prostora, uzimani su uzorci (iz svake proizvodne Sarze po 5 uzoraka),
kod kojih je obavljana mikrobioloSka kontrola. Ispitivanja su obavljana u mikro-
bioloSkoj laboratoriji Instituta za higijenu i tehnologiju mesa u Beogradu. Ispiti-
vanja su ponovljena tri puta.

Rezultati ispitivanja / Results

Rezultati laboratorijskih ispitivanja pokazuju da mikrobiolo$ki i fizicko-
hemijski parametri ispitivanja vode koja se koristi u Mlekari tokom procesa proiz-
vodnje maslaca, odgovaraju zahtevima Pravilnika 2 (tabele 1 i 2). Kada su u pi-
tanju mikrobioloSki parametri, utvrdeno je prisustvo manjeg broja aerobnih me-
zofilnih bakterija. Medutim, utvrdeni broj nije prelazio granicu predvidenu Pravil-
nikom (dozvoljeno do 10 ¢éelija u 1 ml), Sto govori da je voda koja se koristi tokom
procesa proizvodnje mikrobiolo$ki ispravna.

Takode, rezultati fizicko-hemijskih ispitivanja vode ukazuju na njen za-
dovoljavajuéi kvalitet (tabela 2).

Rezultati ispitivanja briseva uzetih sa masina za bu¢kanje i pakovanje
maslaca u ambalaZi od 125 g, obavljeni klasi¢énim mikrobioloSkim metodama i
metodom ATP — bioluminiscencije, prikazani su u tabelama 3 i 4.

Dobijeni rezultati ispitivanja ukazuju na zadovoljavajuéi efekat sanitar-
nog pranja i procesa dezinfekcije koja se sprovodi na masini za buc¢kanje, posto
na ispitivanim povrSinama nije utvrdeno prisustvo patogenih i drugih ispitivanih
mikroorganizama. Apsolutna korelacija izmedu klasi¢ne i ATP metode se ne
uoCava, ali se moze konstatovati da na mestima gde su dobijene vecée vrednosti
ATP-a, dobijene su i viSe vrednosti ukupnog broja mezofilnih bakterija. Prema pre-
poruci proizvodaca uredaja, vrednosti ATP-a manje od 2,5 oznacavaju Ciste
povrsine, a vrednosti viSe od 2,5 i manje od 3,0 ukazuju na kritiéne vrednosti s as-
pekta higijene, te u toku narednog pranja treba obratiti viSe paZznje na ta mesta.
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Tabela 1. Rezultati ispitivanja mikrobioloSkih parametara vode koja se koristi tokom procesa
proizvodnje maslaca /

Table 1. Results of the research of microbiological parameters of water used during the manufacturing process of
butter

. o , Rezultat /
Mikroorganizmi / Microorganism Besults*

Broj aerobnih mezofilnih bakterija u 1 ml/ The number of aerobic mesophilic bacteria in 1 ml 5

Sulfitoredukujuce klostridije u 100 ml / Sulphate-reducing clostridia in 100 ml

Proteus u 100 ml / Proteus in 100 ml

Broj koliformnih bakterija u 100 ml / Number of coliform bacteria in 100 ml

Koliformne bakterije fekalnog porekla / Origin of fecal coliform bacteria

Pseudomonas aeruginosa u 100 ml / Pseudomonas aeruginosa in 100 ml

Q |e (8 (& |8 |.

Streptokoke fekalnog porekla u 100 ml / Faecal streptococer in 100 ml

Prikazani rezultati su srednja vrednost tri ponavljanja / Shown results are mean value of three repetitions
@ - nije utvrdeno prisustvo / not determined the presence

Tabela 2. Rezultati ispitivanja fizi¢ko-hemijskih parametara vode koja se koristi tokom pro-
cesa proizvodnje maslaca
Table 2. Results of the research of physical-chemical parameters of water used during the manufacturing process

of butter
Fizicko-hemijski pokazatelji / Rezultat* / Referentna vrednost /
Physical and chemical indicators Results The reference value
Slobodni rezidualni hlor / Free residual chlorine, mg/| 0,2 0,5
Mutnoca nefelometrijski / Turbidity, NTU 0,87 5,0
pH 7,40 6,8-8,5
Amonijak / Ammonia, mg/| 0,83 1
Hloridi / Chlorides, mg/I 6,57 200
Nitriti / Nitrites, mg/| <0,001 0,03
Nitrati / Nitrates, mg/| 0,20 50
Gvozde / Iron, mg/l 0,13 0,3
Arsen / Arsenic, mg/| 0,007 0,01
Mangan / Manganese, mg/| 0,016 0,05

*Prikazani rezultati su srednja vrednost tri ponavljanja / Shown results are mean value of three repetitions

Rezultati ispitivanja, prikazani u tabeli 3 ukazuju na to da je mikro-
bioloSki status briseva uzetih sa pojedinih delova masine za buckanje bio zado-
voljavajuci na vecini kontrolnih taCaka, izuzev mesta pod rednim brojem 6. i 8, kod
kojih je utvrden povec¢an broj mezofilnih bakterija. Na tim mestima je uocen slican
efekat i primenom brzog testa, gde su utvrdene granic¢ne vrednosti bile na nivou
od 2,5.
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Nesto losija situacija je bila kod uzoraka briseva uzetih sa masine za
pakovanje maslaca od 125 g, gde je, pored povec¢anog broja mezofilnih bakterija,
utvrdeno i prisustvo bakterija familije Enterobacteriaceae (4 cfu/cm?). Ispitivana
povrsina (korito za prijem maslaca na masini za pakovanje 125 g maslaca), jeste
neravna, sa dosta izbocCina i krivina, $to moze predstavljati jedan od glavnih
razloga zbog Cega se proces pranja i dezinfekcije ne odvija uvek na zadovo-
ljavajuéem nivou. S toga se na takve povrSine mora obratiti posebna paznja
prilikom procesa pranja, jer ukoliko su navedene povrsSine higijenski neispravne,
moze doci do kontaminacije maslaca za vreme pakovanja, a time i do njegove
mikrobioloske neispravnosti.

Tabela 5. Rezultati ispitivanja briseva uzetih sa radne odece i ruku radnika tokom procesa
proizvodnje maslaca /
Table 5. Results of the research swabs taken from the work clothes and hands of workers during the
manufacturing process of butter

) o Ukupan broj mikroorganizama*/cm?2 /
Mikroorganizmi / The total number of microorganism/cm?
Microorganism

1** 2 3 4 5 6
Ukupan broj mezofilnih bakterija /
The total number of mesophilic bacteria 10 10 @ 40 10 20
Aerobne mezofilne bakterije /
Aerobic mesophilic bacteria @ @ 40 60 30 0
Aerobne mezofilne sporogene bakterije /
Aerobic mesophilic spore bacteria 20 10 @ @ @ 20
Salmonella spp. [4) [4) o o [4) o
Escherichia coli [4) [4) [4) [4) [4) [4)
Sulfitoredukujuce klostridije /
Sulphate-reducing clostridia @ @ @ @ @ @
Koagulaza pozit.stafilokoke / o o o o o o
Coagulase-positive staphylococi
Listeria spp. [4) [4) [4) [4) [4) [4)
Enterobacteriaceae o o 2] 2] 2] 2]
Kvasci / Yeast o o o 2 2 2
Plesni / Molds 2 2 2 2 2 2
Brzi test, ATP / Rapid test, ATP 2,0 2,2 2,1 1,8 2,0 2,0

*Prikazani rezultati su srednja vrednost tri ponavljanja / Shown results are mean value of three repetitions

@ - nije utvrdeno prisustvo / not determined the presence

**Mesta uzorkovanja / Place of sampling: 1- Ruka radnika na buckanju maslaca tj., rukavica / Hand of
workers on churning butter, ie., gloves, 2 - Kecelja radnika na buc¢kanju maslaca / Apron of workers on
churning butter, 3 i 4 - Ruke radnika na pakovanju 125 g maslaca / The hands of workers on the packaging
125 g butter, 51 6 - Kecelje radnika na pakovanju 125 g maslaca / Apron of workers on the packaging 125 g
butter.
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Rezultati ispitivanja higijenske ispravnosti briseva ruku i odece rad-
nika (gumene kecelje) za vreme procesa buckanja i pakovanja maslaca prikazani
su u tabeli 5. Rezultati klasiénog mikrobioloSkog nacina ispitivanja briseva poka-
zuju da se ukupan broj mezofilnih bakterija kretao od 10 do 40 cfu/cm?. Rezultati
biseva ruku radnika, koji su ucestvovali u procesu slaganja maslaca u celofan,
kao i na pakovanju maslaca u kartonske kutije, pokazuju izvesno prisustvo aerob-
nih mezofilnih sporogenih bakterija (20 cfu/cm?), dok prisustvo patogenih mikro-
organizama nije utvrdeno.

Maslac koji je namenjen trzistu, tj. prodaji, pakuje se od blok-maslaca.
Naime, nakon pakovanja i skladistenja u hladnjaci na temperaturi do 8°C blok-
maslac se dalje koristi za pakovanje maslaca u manje ambalaZne jedinice, ukoliko
zadovoljava sve mikrobioloske i hemijske standarde. Trajnost maslaca (u do-
macinstvu) predvidena je na oko dve nedelje, ukoliko se Cuva pri temperaturi koja
ne dopusta brzo razmnozavanje mikroorganizama i ako je zaklonjen od uticaja
svetlosti (Stojanovi¢ i Kati¢, 1998). Za odlozenu upotrebu blok-maslac se ¢uva u
zamrznutom stanju na temperaturi ispod -18° C u velikim paketima, dobro zaklon-
jen od uticaja svetla. Rezultati ispitivanja mikrobioloSke ispravnosti maslaca u
razliCitim pakovanjima (blok maslac od 20 kg i maslac pakovan u jedinice od 125
g), za vreme njegovog skladistenja na temperaturi od 6° C, prikazani su u tabe-
lama 6i7.

Tabela 6. Rezultati ispitivanja mikrobiolo$kih parametara uzoraka blok-maslaca ispitivanih
tokom procesa skladistenja

Table 6. Results of the research of samples of microbiological parameters block of butter investigated during the
storage — shelf life products

Mikroorganizmi / Vreme skladistenja (dani)* / Storage time (days)
Microorganism 1. | 10 | 20. | 30. | 40. | 50. | eo.
Aerobni mezofilni mikroorganiz. u 1g /

The total number of microorganisms in 1 g| ° 2 2 2 2 2500 | 8000
Lipoliticke bakterije u 1g /

Lipolytic bacteria in 1 g 2 2 2 @ @ o 98
Salmonella spp. u 259 /in 2 g o o o o o o 2}
Escherichia coliu 0,1g/in 0.1 g o o o o o o o
Sulfitoredukujuce klostridije u 0,1 g/

Sulphate-reducing clostridia in 0.1 g 2 @ @ @ @ @ @
Koagulaza poz. stafilokoke u 0,1 g/

Coagulase positive staphylococci in 0,1 g 2 2 @ @ @ @ o
Listeria spp. u25qg/in 25 g o o o o 2]
Enterobacteriaceae u 1g/in 1 g %) [2) [2) o o

Kvasciui1g/ Yeastin 1 g [2) [2) [2) [2) [2) o o
Plesniu1 g/ Moldsin 1 g 2 2 2 2 3 11 22

*Prikazani rezultati su srednja vrednost tri ponavljanja / Shown results are mean value of three repetitions
@ - nije utvrdeno prisustvo / not determined the presence
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Rezultati ispitivanja mikrobioloSkih parametara uzoraka maslaca, to-
kom procesa skladistenja na temperaturama od 6° C (lager test), pokazuju visok
mikrobioloski kvalitet (tabele 6i 7). U analiziranim uzorcima maslaca nije utvrdeno
prisustvo patogenih bakterija niti bakterija kvara, $to ukazuje na dobru proizvodnu
i higijensku praksu koja se primenjuje tokom procesa proizvodnje. Rezultat toga
je nastanak zdravstveno-bezbednog proizvoda.

S druge strane, u uzorcima maslaca od 125 g (tabela 7) utvrden je
veoma mali broj lipoliti¢kih bakterija u periodu izmedu 30. i 40. dana skladistenja
(2-11 cfu/g), dok kod uzoraka blok-maslaca, u navedenom periodu ispitivanja,
nije utvrdeno prisustvo lipolitickih bakterija. Do znatnog povecéanja, kako ukup-
nog broja mikroorganizama, tako i lipolitickin bakterija, dolazilo je u periodu
nakon 40. dana skladiStenja i on je najizrazeniji u uzorcima maslaca od 125 g.
Primera radi, ukupan broj mikroorganizama kretao se od 80 cfu/g do 12 x 103
cfu/g, Sto je bilo u direktnoj korelaciji sa utvrdenim brojem mezofilnih bakterija kao
i bakterija iz familije Enterobacteriaceae (do 4 cfu/cm?), koji su utvrdeni u uzor-
cima briseva uzetih sa povrSine masine za pakovanje 125 g maslaca.

Tabela 7. Rezultati ispitivanja mikrobioloskih parametara uzoraka 125 g maslaca ispitivanih
tokom procesa skladistenja

Table 7. Results of the research of microbiological parameters of the samples 125-g butter examined during the
storage — shelf life products

Mikroorganizmi / Vreme skladistenja (dani)* / Storage time (days)
Microorganism 1. | 10| 20. [ 30 | 40. | 50. | eo0.
Aerobni mezofilni mikroorganiz. u 1g /

The total number of microorganisms in 1 g @ @ @ 2 80 4000 | 12000
Lipoliticke bakterije u 1g /

Lipolytic bacteria in 1 g @ @ @ 2 11 28 73
Salmonella spp. u25g/in 25 g o o 2} 2} 2} o 2}
Escherichia coliu 0,1g/in 0.1 g o o o o o o 2
Sulfitoredukujuce klostridije u 0,1 g /

Sulphate-reducing clostridia in 0.1 g @ @ @ @ @ @ o
Koagulaza poz. stafilokoke u 0,1 g/

Coagulase positive staphylococei in 0,1 g @ @ @ @ @ @ ©
Listeria spp. u25qg/in 25 g o 2} 2} 1 1 12
Enterobacteriaceae uig/in I g o o o o 2}

Kvasciui1g/ Yeastin I g o o o o o 1
Plesniu1g/Moldsin 1 g 2 2 2 4 15 52 89

*Prikazani rezultati su srednja vrednost tri ponavljanja / Shown results are mean value of three repetitions
@ - nije utvrdeno prisustvo / not determined the presence

MikrobioloSkim ispitivanjem uzoraka maslaca tokom procesa skla-
distenja nije utvrdeno prisustvo patogenih bakterija. Povec¢ani boj aerobnih me-
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zofilnih bakterija u skladiStenih 125 g maslaca u odnosu na blok-maslac posledica
je, pre svega, mnogobrojnih manipulativnih radnji koje se obavljaju pre i tokom
procesa pakovanja. Ovi postupci imaju za posledicu povecéanje broja mikroor-
ganizama, kao i prisustvo pojedinih grupa mikroorganizama, za razliku od blok-
maslaca koji se posle procesa buckanja odmah skladisti u hladnjaci na tempera-
turi do 6° C. Najvedi broj kolonija plesni (89 cfu/g) utvrden je kod maslaca u pako-
vanju od 125 g, 60. dana skladistenja, dok je kod uzoraka blok-maslaca taj broj
bio maniji i iznosio je 22 cfu/g. Ovakav mikoloski profil upakovanog maslaca, u ve-
likoj meri, rezultat je prisustva mikroorganizama u neposrednoj okolini, spoljnoj
sredini, kako na masinama za pakovanije, ruku radnika i dr., tako i u prostorijama
za pakovanje, Sto dovodi do njihove direktne inkorporacije u finalni proizvod.

Diskusija / Discussion

Kontaminacija mleka patogenim mikroorganizmima nastaje, primar-
no, iz inficirane mle¢ne zlezde, ali i sekundarno, kontaktom sa povrS§inama tokom
procesa muze, obrade i prerade mleka. S druge strane, mikroorganizmi u proiz-
vode od mleka mogu dospeti kao rezultat rekontaminacije sa opreme koja se
neadekvatno odrzava ¢emu, narocito, pogoduje povec¢ana vlaznost u pogonima
za preradu mleka.

U ispitivanim uzorcima briseva nije utvrdeno prisustvo bakterija iz roda
Listeria. Dobijeni rezultati su veoma znacajni sa zdravstvenog aspekta, s obzirom
na Cinjenicu da je ovaj mikroorganizam uzro¢nik ozbiljnog oboljenja ljudi koji se
prenosi hranom, kao i da je Siroko rasprostranjen u prirodi, narocito na opremi
koja se koristi u industriji mleka (Voysey, 2007). InaCe, oprema se smatra jednim
od ozbiljnih izvora sekundarne kontaminacije namirnica ovom bakterijom (Mila-
nov i sar., 2009). Perzistencija se, izmedu ostalog, dovodi u vezu sa sposobnosc¢u
ovih mikroorganizama da formiraju biofilmove, sami ili u zajednici sa drugim bak-
terijskim vrstama koje su uobiCajeno prisutne na mestima proizvodnje hrane (Mo-
retro i Langsrud, 2004). Poznato je da biofilmovi predstavljaju dugotrajne izvore
kontaminacije namirnica, jer uklopljene bakterije postaju znatno otpornije na
efekat dezinfekcionih sredstava (Dequeiroz i Day, 2007). Svi materijali koji se
uobic¢ajeno koriste u prehrambenoj industriji, kao $to su nerdajuéi Celik, alu-
minijum, staklo, fluorisani polimeri i dr., mogu biti supstrati za razvoj bakterijskih
polimera.

Pravi efekti pranja i dezinfekcije opreme i masina koje se koriste u pro-
izvodnim pogonima industrije mleka, kao i ukupne higijene proizvodnog procesa,
procenjuju se na osnovu mikrobioloSke ispravnosti poluproizvoda, a narocito
finalnih, gotovih, upakovanih proizvoda.

U évedskoj je publikovano nekoliko standarda i uputstava o prihvatlji-
vom nivou kontaminacije povrSina mikroorganizmima (Swedish Code of Statute
SLVSFS, 1998). Na osnovu tih standarda propisano je da je nivo kontaminacije
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povrsine prihvatljiv ako je dokazano manje od 1 cfu/cm?. Nadalje, povrina se
smatra &istom ako je utvrdeno 1-3 cfu/cm? i prihvata se kao upozorenje, a ukoliko
se utvrdi viSe od 3 cfu/cm?, ocenjuje se kao nivo kontaminacije koji nije prihvatljiv
za Cistu povrsinu. U Evropskoj uniji nacionalne preporuke su da se kontaktne
povrSine ocenjuju kao prihvatljive, ukoliko se ukupan broj bakterija krece
0-10 cfu/cm?, a broj Enterobacteriaceae 0-1 cfu/cm?. Povr$ine na kojima je uku-
pan broj bakterija i broj Enterobacteriaceae iznad tih vrednosti ocenjuju se kao ne-
prihvatljive. Prema uputstvu nadleznih organa u SAD, takode, se smatra da su
adekvatno oprane i dezinfikovane povrSine one kod kojih ukupan broj mikroor-
ganizama po kvadratnom decimetru povrsine nije ve¢i od 1000, Sto je ekviva-
lentno 10 cfu/cm?.

U istrazivanjima pojedinih autora (Wit, 1985), kada je u pitanju higijena
ruku osoblja koje radi u mlekarskoj industriji u Holandiji, u 19% slucajeva izolo-
vana je E. coli, dok je kod 54% ispitanih radnika utvrdeno prisustvo Staphylococ-
cus aureus kao najceséi kontaminent ruku. Takode, logaritamska srednja vred-
nost prisutnih aerobnih mezofilnih bakterija i Enterobacteriaceae iznosila je
5,97 cfu/cm? i 1,98 cfu/ cm?2, aproksimalno. U svetlu primene HACCP principa, u
mlekarama treba da postoje detaljno razvijene i uvedene procedure koje osigura-
vaju efikasnost procesa pranja odece i licne higijene radnika (John, 2000; Obra-
dovi¢, 2008). Zasnovano na proceni rizika, sve mlekare koje imaju uvedene stan-
darde (ISO 9001, HACCP i dr.) treba da imaju dokumentovana i prosledena uput-
stva, kako svojim zaposlenima, tako i ugovaracima i posetiocima, koja se odnose
na noSenje i primenu zastitne odece u specificnim radnim prostorima (Ronald,
2003).

Poznato je da, tokom perioda skladiStenja maslaca, a u zavisnosti od
brojnih unutrasnjih i spoljasnjih faktora, dolazi do razmnozavanja mikroorgani-
zama. Najc¢eS¢e, mikroorganizmi se razmnozavaju po povrsini maslaca, mada se
mogu razmnozavati i u njegovoj unutrasnjosti. Pseudomonas putrefaciens moze
rasti na povrsini maslaca na temperaturi od 4° do 7°C i nakon 7 — 10 dana
prouzrokovati miris karakteristiCan za trulez (Munsch-Alatossava i sar., 2005).
Razmnozavanje mikroorganizama u maslacu omoguc¢ava voda, u kojoj se nalaze
mlecni Secer, organske kiseline, neorganske materije i druga jedinjenja koje mik-
roorganizmi mogu upotrebiti kao hranu (ICMSF, 2005). Prilikom ispitivanja mikro-
bioloSkih procesa u maslacu, razli¢itih proizvodaca, tokom perioda skladistenja
pri temperaturama hladenja, Simonovi¢ (1986) navodi da se ukupan broj mikroor-
ganizama i lipolitickih bakterija uve¢ava, ve¢, posle 15 dana, dok je porast broja
bakterija izraZen nakon 22. dana, i to 5,6 x 10° za ukupan broj mikroorganizama i
40-60 kolonija lipolitickih bakterija u 1 g maslaca. Broj lipolitiCkih bakterija je posle
30 dana skladistenja na temperaturi od 4° C bio uve¢an na 400-600 cfu/g. Isti
autor navodi da broj lipolitiCkih bakterija uporedno raste sa pove¢anjem ukupnog
broja mikroorganizama.

Ispitujuci efekat razlicitin temperatura skladistenja (-12°, 2°, 8°i 12°C)
kao i prisustvo soli na mikrobioloSke promene kod 5 razli¢itih tipova maslaca,
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Jensenisar., (1983) navode da nize temperature skladiStenja i prisustvo soliimaju
znacCajan uticaj na redukciju ukupnog broja mikroorganizama, coli bakterija i
kvasaca u odnosu na njihov broj utvrden u maslacu skladiStenom na viSim tem-
peraturama.

Zakljucak / Conclusion

Na osnovu rezultata dobijenih u toku ovih ispitivanja, a koji se odnose
na utvrdivanje uticaja higijensko-sanitarnih mera, kao i kriticnih tacaka u teh-
noloskom procesu proizvodnje maslaca, na kvalitet i mikrobioloSku ispravnost
gotovog proizvoda, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

— Rezultati higijenske ispravnosti briseva uzetih sa masine za pak-
ovanje maslaca od 125 g, nakon sanitacije, pokazuju povec¢an broja mezofilnih
bakterija (do 90 cfu/cm?), kao i prisustvo bakterija iz familije Enterobacteriaceae
(4 cfu/cm?).

— Na bisevima ruku radnika koji su u€estvovali u procesima slaganja
maslaca u ambalazni materijal, kao i na poziciji pakovanja maslaca, utvrdeno je
prisustvo aerobnih mezofilnih sporogenih bakterija (20 cfu/cm?). U ispitivanim
uzorcima briseva uzetih sa povrsine ruku i odecée radnika nije utvrdeno prisustvo
patogenih mikroorganizama.

— Uzorci maslaca pakovani u porcije od 125 g predstavljaju rizi¢nije
oblike komercijalnih pakovanja u odnosu na blok maslac, $to je posledica raznih
manipulativnih radnji koje se obavljaju pre i za vreme procesa pakovanja. Takode,
utvrdeno prisustvo pojedinih mikroorganizama u upakovanom maslacu nakon
odredenog perioda roka upotrebe (aerobni mezofilni mikroorganizmi, lipolitiCke
bakterije kao i plesni) u velikoj meri poti¢e od prisustva datih mikroorganizama u
spoljnoj sredini (oprema, radne povrsine, ambijent), $to ima direktnog uticaja na
njihovu inkorporaciju u sam proizvod.

Dobijeni rezultati istrazivanja ukazuju na potrebu da se prilikom pro-
cesa proizvodnje maslaca mora obratiti posebna paznja na ispunjenost higijen-
sko-sanitarnih uslova tokom samog proizvodnog procesa, $to pre svega podra-
zumeva adekvatno pranje i dezinfekciju opreme, odgovarajuci temperaturni rezim
pasterizacije pavlake i sl., kao i besprekornu higijenu radnika uklju¢enih u proiz-
vodni proces.
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ENGLISH

EFFECTS OF HYGIENE-SANITARY MEASURES ON MICROBIOLOGICAL SAFETY
OF FINISHED PRODUCT IN BUTTER PRODUCTION PLANT

N. Memisi, Marija Skrinjar, Slavica Veskovié¢ Moraéanin

This work presents the results of investigations of the effects of hygiene-
sanitary measures at critical points in the technological process of butter production on its
quality and microbiological safety. With this object in mind, hygiene safety was checked us-
ing the swab method at the machine for churning and packing butter (125 g packages and
bulk butter), the equipment, hands and clothing (work aprons) of employees directly en-
gaged on the machines. The evaluation of the safety parameters, as well as of the hygiene
of the production process itself, was carried out in keeping with the Regulations on general
and special conditions of food hygiene at any stage of production, processing and trade
(RS Official Gazette, No.72/2010).

139



Vet. glasnik 66 (1-2) 123 - 141 (2012) N. Memisi i sar.: Uticaj higijensko-sanitarnih mera u
pogonu za proizvodnju maslaca na mikrobioloSku ispravnost finalnog proizvoda

The results of the hygiene safety of swabs taken from the 125g-butter packing
machine, after sanitation, showed an increased number of mesophilic bacteria (up to 90
cfu/cmz), as well as the presence of bacteria from the Family Enterobacteriaceae (4
cfu/cm®).

The results of swabs taken from the hands of workers engaged on the line for
wrapping the butter following the churning process and on the packing line reveal the pres-
ence of aerobic mesophilic sporogenic bacteria (20 cfu/cm?), while the presence of patho-
genic microorganisms was not established.

Butter samples packed into 125g portions present more risky forms of com-
mercial packaging than bulk butter, which is a consequence of various handling activities
and additional outside contamination that takes place during the production process if con-
tinuous production in the plant has not been ensured. Moreover, the established presence
of certain microorganisms (aerobic mesophilic microorganisms, lipolytic bacteria, as well
as fungi) in packed butter during its shelf life, is largely a result of outside contamination
and the hygienic condition of the equipment.

The obatined results of the investigations indicate the need for special atten-
tion to be paid during the butter production process on meeting the hygiene-sanitary con-
ditions during the production process tself, which primarily implies adequate washing and
disinfecting of the equipment, the required temperature regimen for the pasteurization of
the cream and similar activities, as well as the immaculate hygiene of the workers engaged
in the production process.

Key words: butter, microbological safety, surface hygiene, product sustainability

PYCCKUA

BINAHUE 3ODPEKTOB N’Mr’MEHUYECKO-CAHUTAPHBIX MEP B LIEXE 4151 NPO-
n3BOACTBA MACJIA HA MMKPOBUOJIOMMYECKYIO UICMPABHOCTb
OUHATIBHOI O NMPOAYKTA

H. Memuwn, Mapus WkpuHap, Cnasuua BeckoBuy MopavaHuH

B aTon paboTte nokasaHbl pesynbTaTbl UICIMTaHWUSA BIIMAHWUSA TMIMEHNYECKO-
CaHMTapHbIX Mep Ha KPUTUHECKNX TOYKAaX B TEXHOMOMMHYECKOM npoLiecce NpoM3BOACTBa
Macria Ha ero Ka4ecTBO 1 MMKPOOMOIOrMYECKYHO NCNPaBHOCTL. C 3TON Lienblo COBEPLUEH
KOHTPOJb MMIMEHNYECKOW MCMPaBHOCTUN MalUUHbI A8 COMBAHUS M yNakoBKK Macna (0T
125 r n "6nok macna") satem 060py[oBaHMsA, PYK U odexabl (paboudve chapTyku)
paboyHMX, KOTOpble HEemnocpeACTBEHHO paboTaloT Ha MallMHax, MeTOAOM MAa3KOB.
OueHka napameTpoB 6€30MacHOCTW, CIOBHO M TUIMEHbl CaMOro MPOU3BOACTBEHHOMO
npouecca coBepLieHa B COOTBETCTBMMN C VIHCTPYKUMEN O 06LWMX 1 OTAENbHbIX YCIOBUAX
rMrmeHbl KopMa B KOTOpOM-Nn6o hase npomsBoAcCTBa, nepepaboTkm u obopoTta ("Cn.
rnacHuk PC, Ho 72/2010).

PesynbTartbl rurMeHn4eckon NCnpaBHCOTN Ma3KOB, B3ATbIX C MalWHbl AN
ynakoBKu Macna ot 125 r. nocne caHaumn, MoKasblBalOT YBETMHEHHOE YNCI0 Me30WIIb-
HbIX 6aKTepuii (10 90 Ldy/cM?), CNOBHO 1 NPUCYTCTBME BakTepuin N3 cemeincTea Entero-
bacteriaceae (4 ucy/cm?).

PesynbTatbl Ma3koB pyk pabounx, Ha NMHUM CKNafbiBaHUst mMacna, nocne
npouecca conBaHusi, B yNakoBOYHbIA Matepurars, CrI0BHO W Ha NINHUM YNaKoBKM, NOKasbl-
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BalOT MPUCYTCTBME a3POGHBIX ME30hUIbHBIX CMOPOreHHbIX GakeTepuit (20 udy/cm?),
Nnoka NpUCyTCTBUE NaTOreHHbIX MMKPOOPraHU3MOB He YTBEPXXAEHO.

O6pas4mnkm macna ynakoBaHbl B 125-rpammoBble NOpLymM NpeAcTaBsoT Co-
6011 601ee prCcKoBaHHble (POPMbI KOMMEPYECKOMN YNAaKOBKM B OTHOLLEHUM Macna B 6510Ke
("6nok macno"), 4To nNocrneacTBuEe pPasHbIX MaHUNYNSATUBHbIX AEUCTBUA U LOMNOSHU-
TenbHblE BHELHME KOHTaMUHauuW, criydaemMasi B TeYEeHUe MPOM3BOACTBEHHOIO Mpo-
Lecca, HackomnbKo B Liexe He obecneyeHO HemnpepbiBHOE MPOM3BOACTBO. Takxe, yT-
BEPXXAEHO MPUCYTCTBMNE HEKOTOPbLIX MUKPOOPraHW3MOB (a3pobHble Me30hubHbIE MUK-
poopraHMambl, NMUNOUTUHECKME 6aKTEPUN, CIIOBHO U NIECHU) B yNaKOBaHHOM Macne, B
TeyeHue cpoKa NPOAOCIPKUTENBHOCTH, B 6OMbLLION Mepe pe3ynbTaT BHELEe KOHTaMUHa-
LN Y TMTMEHNYECKOrO COCTOSAHNS 060pYA0BaHUS.

Mony4yeHHble pasynbTaTbl UCCNEAOBAHNA YKa3blBalOT Ha HYXAy, YTO npu
BO3MOXHOCTU npoLecca NPoM3BOACTBA Macna A0MKHO 6blTb 06paTUTb OTAENbHOE BHU-
MaHue Ha BbINOTHEHHOCTb MMIIMEHNYECKO-CaHUTapPHbIX YCIIOBUIA B TEHEHUE CaMOro NpPoun3-
BOACTBEHHOMO mpouecca, YTo Npexae BCero npoapasymeBaeT afeKBaTHYIO CTUPKY U
Aes3vHpekumio 060pyaoBaHUs, COOTBETCTBYIOWMIA TEMMNEPATYpPHbIA PEXUM MnacTepusa-
LK1 CIMBOK U T.M. CNTIOBHO M 6€3yNpeYyHyto rmrmeHy paboymx, BKIHOYEHHbIX B NPOU3BOA-
CTBEHHbIV npoLecc.

KntoueBble cnosa: Macno, MUKpobuoormevckas UcnpaBHOCTb, TMrmeHa noBepxXHOCTEWN,
COKEpP>XaHHOCTb NPOAYKTOB
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UTICAJ SEZONE NA POJAVU PIOMETRE KOD KUJA®
SEASONAL EFFECTS ON APPEARANCE OF PYOMETRA IN BITCHES

I. Stanéié, O. Stevancevié, Jelena Stan¢ié, I. Api¢™

Piometra je jedno od najc¢escih i vrlo ozbiljnih oboljenja reproduk-
tivnog sistema kuje. Javija se oko 30 do 60 dana posle zadnjeg es-
trusa, kod kuja koje nisu gravidne. Kuje starije od 5 godina imaju
znacajno vecu predispoziciju za obolevanje od mladih kuja. Postoje i
razlike izmedu pojedinih rasa, u starosti kuja kod pojave piometre. Cilj
ovog rada je bio da se ustanovi da li postoji i uticaj godisnje sezone na
ucCestalost manifestacije piometre kod kuja na podrucju Vojvodine. Ispi-
tana je pojava piometre kod ukupno 318 kuja, tokom dve godine, u
razli¢itim godi$njim sezonama. Ustanovljeno je da statistiCki znacajno
veci broj kuja (p<0,05) oboleva tokom sezone septembar-novembar
(31%) i decembar-februar (28%) u odnosu na sezonu mart-maj (19%) i
Jjuni—avgust (22%). Dobijeni podaci mogu posluZziti za bolju preventivu i
blagovremenu dijagnostiku piometre kod kuja.

Kljucne reci: piometra, ucestalost, sezona, kuja.

Uvod / Introduction

Prema rezultatima istrazivanja brojnih autora koje je sumirao Foster
(2007), ali i na osnovu prakti¢nih iskustava, razliita oboljenja reproduktivog
sistema i poremecaiji reprodukcije, predstavljaju jedan od naj¢eséih razloga za in-
tervenciju u klini¢koj veterinarskoj praksi.

Piometra (purulentni diestralni endometritis) je vrlo ¢esto i ozbiljno
oboljenje reproduktivnog sistema kuje. Tako, Egenvall i sar. (2001) navode da je u
évedskoj tokom 1995. i 1996. godine, od ukupno 200.000 evidentiranih kuja, od
piometre obolelo i bilo le¢eno 23%, donosno 24% kuja. Prema novodima ovih,
kao i drugih autora, piometra je oboljenje koje, pored veterinarsko-medicinskog,
ima i veliki zootehnolo$ki, nau¢no-istrazivacki, ekonomski i humanitarni znacaj.

*
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** Drsci. vet. med. Ivan Stang¢i¢, docent, M. Sc. vet. med. Ognjen Stevandevi¢, asistent, Depart-
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lena Stanci¢, istraziva¢ pripravnik, Naucni institut za veterinarstvo, Novi Sad, Srbija; M. Sc.
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Zbog toga, postoji veliki broj razloga za permanentno istrazivanje,
leCenje i prevenciju ovog oboljenja, medu kojima se istiCu sledeci: (1) u nekim
sluCajevima, tesko je kliniCki razlikovati piometru od cistiCne hiperplazije en-
dometrijuma (Hagman i sar., 2006) i gravidnosti (Gaves, 2003), (2) piometra apso-
lutno utiCe na reproduktivni potencijal kuje, Sto za posledicu ima trajni sterilitet
(Kushwaha i sar., 2007), (3) piometra, vrlo ¢esto, dovodi do ozbiljnih poremecaja
funkcije i drugih organskih sistema, kao $to su disfunkcija bubrega (Heiene i sar.,
2007) i septicki Sok (Okano i sar. 1998), koji su naj¢eséi razlozi letalnog ishoda
ovog oboljenja, (4) nije potpuno jasno da li postoji genetska predispozicija za po-
javu ovog oboljenja kod razli€itih rasa ili kod pojedinih individua unutar iste rase
(Smith, 2006), (5) vazan uticaj na uCestalost pojave piometre ima i starost kuje,
kao i njen reproduktivni status (Niskanen i sar., 1998; Fukuda, 2001; Smith, 2007),
(5) Ekonomski znacaj ovog oboljenja se ogleda u velikim troSkovima le€enja i
hospitalizacije zivotinja (Sevelius i sar., 1990; Egenvall i sar., 2001) i (6) dobro
poznavanje patologije ovog oboljenja je potrebno i zbog adekvatne edukacija
vlasnika pasa, kako bi oni, u okviru svojih moguc¢nosti, delovali preventivno tj.
otklonili uzroke, koji mogu dovesti do pojave piometre (Miljkovi¢, 2000).

Izuzetan znacaj piometre kod kuja, posebno za klini¢ku veterinarsku
praksu, ilustruje i ¢injenica da postoji veliki broj naucno-istrazivackih i strucnih ra-
dova, pretezno inostranih autora, koji obraduju razli¢ite aspekte ovog ozbiljnog
oboljenja. Latentnost ovog oboljenja, zajedno sa oboljenjima u okviru diferenci-
jalne dijagnoze kao npr. Diabetes insipidus, bubrezna insuficijencija, ascites,
vulvo-vaginitis i dr. komplikuju dijagnostiku ovog oboljenja. Prvi simptomi ovog
oboljenja govore u prilog pojave polidipsije kod kuja i upravo to moze biti prvi
alarm vlasnicima i veterinarima — pojacana potreba za vodom koja se javila bas u
periodu godine koji nije topao. Kasniji simptomi, kao npr. otok abdomena, otezan
hod, vaginalni iscedak i dr., ve¢ mogu jasnije ukazati na pojavu ovog oboljenja i
ukljuciti primenu pomoc¢nih dijagnosti¢kih mera kao sto su hematoloska ispiti-
vanja (leukocitoza) ili upotreba UZ dijagnostike zarad vizuelizacije prisutne pa-
tologije uterusa. Uticaj godiSnje sezone, kao faktora etiopatogeneze piometre kod
kuja nije u dovoljnoj meri objasnjen, a mogao bi doprineti efikasnijoj preventivi i
pravovremenoj dijagnostici ovog znacajnog reproduktivnog oboljenja kod kuja.

S tim u vezi, cilj ovog rada je bio da se prikazu rezultati nasih is-
trazivanja u vezi sa distribucijom pojave piometre kod kuja, na podrucju Vojvo-
dine, u zavisnosti od godiSnje sezone.

Materijal i metode / Material and methods

Analizirani su podaci od ukupno 318 kuja, kod kojih su dijagnostiko-
vani kliniCki znaci piometre, i to kod 115 kuja u veterinarskoj stanici ,Novi Sad*,
103 kuje u veterinarskoj ambulani ,Panvet u Subotici i 100 kuja u veterinarskoj
stanici ,,Veterinar® u Subotici, tokom dve godine. Dobijeni podaci su klasikovani
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prema pojedinim mesecima i godiSnjim sezonama, kada je izvrSena dijagnoza
piometre.

Svi podaci su obradeni i testirani kompjuterskim programom ,Statis-
tika, 7.1.%

I Rezultatii diskusija / Results and Discussion
Distribucija dijagnostikovane piometre, kod kuja tokom pojedinih me-
seci, unutar dve godine ispitivanja, prikazana je u tabeli 1 i na grafikonu 1.

Tabela 1. Distribucija dijagnostikovane piometre u pojedinim mesecima godine /
Table 1. Distribution of diagnosed pyometra according to months

Kuje sa Meseci u godini / Month
pone
Bitches | Jan. /|Feb. /[Mart /|April /| Maj / [ Juni /| Juli/ |Avg. / [Sept. /| Okt. / |Nov. /[Dec. / no/
with | Jan. | Feb. | March| April | May | June | July | Aug. | Sept. | Oct. | Nov. | Dec. Total
pyometral
N 54 16 16 22 22 38 16 16 45 35 19 19 | 318
% 172 | 5b | b | 7b | 7b | 122 | sb | 5P | 142 ] 112 | gb | &P |100,0

ab Vrednosti sa razligitim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05) /
ab Values with different letters differ statistically significantly (p<0.05)

Od ukupnog broja ispitivanih kuja, statisticki znacajno veci procent
(p<0,05) dijagnostikovanih piometri je ustanovljen kod kuja tokom januara (17%),
juna (12%), septembra (14%) i oktobra (11%). U ostalim mesecima, ova vrednost
je bila oko duplo manja i kretala se izmedu 5% i 7% (tabela 1).
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Grafikon 1. Distribucija dijagnostikovane piometre u pojedinim mesecima godine /
Graph 1. Distribution of diagnosed pyometra according to months
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Posmatrajuci po sezonama, tj. tromesecjima, uCestalost piometre se
stalno povecava od perioda mart — april (19%), do perioda septembar — novembar
(831%), da bi se ova vrednost u periodu decembar — februar ponovo malo smanijila
na 28% (grafikon 2). Iz prikazanih rezultata se vidi da je pojava piometre statistiCki
znacajno veca (p<0,05) u periodu septembar — novembar i decembar — februar, u
odnosu na period mart — maj i juni — avgust.
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Grafikon 2. Distribucija dijagnostikovane piometre tokom pojedinih godisnjih sezona /
Graph 2. Distribution of diagnosed pyometra according to seasons

Piometra je gnojna upala endometrijuma zbog koje mnoge genetski
vredne kuje mogu ostati trajno sterilne (Jackson, 2007). Medutim, pravovreme-
nom terapijom i adekvatnom negom posle terapije, dobar broj kuja moze biti,
ponovo, reproduktivno aktivan (Gaves, 2003). Ovo oboljenje se najéeSée javlja
kod starijih kuja koje se nisu nikada Stenile (Blendinger i sar., 1991; Fukuda, 2001;
Smith, 2007), ali se moze javiti i kod mladih kuja kao posledica komplikacije kod
carskog reza i prirodnog partusa, obi¢no infektivne etiologije. Pored ove &injeni-
ce, danas se zna da je to, u osnovi, poremecaj endokrine etiologije, koji moze ali i
ne mora biti sekundarno prac¢en bakterijskom infekcijom i koji moze izazvati ozbilj-
ne poremecaje metabolizma, kao i funkcije nekih organskih sistema, posebno bu-
brega (Dawsom, 2006; Smith, 2007). Piometra, ne retko, moze imati i letalan is-
hod, zbog Cega je to veoma ozbiljno oboljenje u veterinarskoj praksi (Selinger,
2001).

Klini¢ki simptomi piometre se, obi¢no, javljaju 4 do 8 nedelja posle
zadnjeg estrusa, ali se, izuzetno, mogu javiti i neposredno posle kraja estrusa ili
12iviSe nedelja posle estrusa (Selinger, 2001). Intaktne (nulipare) kuje, koje se ni-
kada nisu Stenile, kao i kuje starije od 5 godina, imaju visoku predispoziciju za po-
javu piometre (Chastain i sar., 1999). Tako, Fukuda (2001) navodi da se piometra
najcesScée javlja kod kuja starih 8 do 11 godina (prose¢no 9 godina).
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U veterinarskoj literaturi nema jedinstvenog misljenja o naslednim
predispozicijama za pojavu piometre kod pasa. Tako Gaves (2003) navodi da
nema naslednog faktora za pojavu piometre, mada neki odgajivaci i veterinari
izjavljuju da zapazaju povecanu incidencu piometre kod nekih linija kuja, unutar
iste rase. Neki drugi autori (Smith, 2006), medutim, navode da postoji poveéan
rizik od pojave piometre kod nekih rasa, kao $to su: zlatni retriver, minijaturni
Snaucer, irski terijer, rotvailer i neke druge. Egenvall i sar. (2001) navode da se
frekvencija pojave piometre, kod kuja starih do 10 godina kre¢e izmedu 10% i
54%, zavisno od rase. Rezultati nekih nasih istrazivanja (Stanci¢ i sar., 2009) poka-
zuju da rasa kuja ima uticaja na njihovu starost kod pojave piometre. Tako su male
rase (pekinezer, koker Spaniel i jazavi¢ar) obolevale od piometre sa prosec¢no 10
godina, dok su kuje velikih rasa (nemacki ovcar, rotvailer i Sarplaninac) obolevale
od piometre sa prosecno 7 godina starosti.

U literaturi ima relativno malo podataka o uticaju godiSnje sezone na
pojavu piometre kod kuja. Ipak, istrazivanja koja su izveli LauruseviCius i sar.
(2009) pokazuju da se najveci broj kuja sa piometrom javlja u jesenjim mesecimaii
to oko 45 dana posle zadnjeg estrusa. Ortega-Pachecoa i sar. (2007), takode, na-
laze uticaj sezone na manifestaciju estrusa i pojavu piometre posle zadnjeg es-
trusa, Sto povezuju sa uticajem razli¢itog trajanja dnevnog fotoperioda i razli¢itom
ambijentalnom temperaturom u pojedinim godi$njim sezonama (Ortega-
Pachecoa, 2006). Slicno nasSim rezultatima, Tottona i sar. (2010) nalaze da se pio-
metra kod kuja dijagnostikuje najéeS¢e tokom perioda oktobar- januar, odnosno
oko 30 do 50 dana posle manifestacije zadnjeg estrusa. Nasi, kao i rezultati drugih
autora mogu se povezati sa Cinjenicom da tokom dugotrajnog diestrusa kuje vi-
soka koncentracija progesterona u telesnoj cirkulaciji inhibira odbrambeni meha-
nizam uterusa (infiltraciju polimorfonuklearnim leukocitima) (Roseboom i sar.,
1998). Ovo ima za posledicu otok endometriuma i pojacanu sekretornu aktivnost
endometrijalnih Zlezda, odnosno nakupljanje vecih koli¢ina sekreta u lumenu
uterusa. Sekrecija endometrijalnih zlezda pospesuje razvoj bakterija, posebno
zbog inhibicije mehanizma imune odbrane uterusa, kao i zbog toga Sto sekret
uterusa, sa jedne strane, sam po sebi, ima inflamatorni uticaj, dok, sa druge
strane, predstavlja idealni supstrat za razvoj bakterija (Romagnoli, 2002). Ako se
infekcija intenzivira sa formiranjem gnoja u lumenu uterusa postoji piometra
(Selinger, 2001).

Zakljucak / Conclusion

Obzirom na oskudan broj literaturnih podataka na temu uticaja se-
zone na pojavu piometre kao oboljenja reproduktivnog trakta u kuja i sa jasnim
zakljuckom da uticaj sezone na manifestaciju estrusa i pojavu piometre posle
zadnjeg estrusa upravo jeste povezan sa uticajem razli¢itog trajanja dnevnog fo-
toperioda i razliCitom ambijentalnom temperaturom u pojedinim godisnjim sezo-
nama. Na osnovu ovih €injenica i ispitivanjem uticaja godiSnje sezone na pojavu
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piometre kod kuja moze se zakljuciti da postoji razlika u frekvenciji pojave piome-
tre kod kuja u zavisnosti od godisSnje sezone. Ustanovljeno je da se piometra di-
jagnostikuje znacajno ¢eSce tokom perioda septembar — novembar (31%) i
decembar — februar (28%), a rede tokom perioda mart — maj (19%) i juni — avgust
(22%).
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ENGLISH

SEASONAL EFFECTS ON APPEARANCE OF PYOMETRA IN BITCHES
I. Stané€i¢, O. Stevancevi¢, Jelena Stanci¢, 1. Api¢

Pyometra is one of the most frequent and very grave diseases of the reproduc-
tive system in bitches. It occurs around 30 to 60 days following the latest oestrus in bitches
that are not pregnant. Bitches older than 5 years have a significantly higher predisposition
for this disease than younger bitches. There are also differences between certain breeds in
the age at which this disease is manifested in a bitch. The objective of this work was to es-
tablish whether the seasons of the year also affect the incidence of pyometra in bitches in
the territory of Vojvodina. The occurrence of pyometra was examined in a total of 318
bitches over a course of two years and during the different seasons of the year. It was estab-
lished that a statistically significantly higher number of bitches (P,05) fall ill with this disease
during the seasons September-November (31%) and December-February (28%) than dur-
ing the seasons March-May (19%) and June-August (22%). The obtained data can serve to
secure better prevention and timely diagnoses of pyometra in bitches.

Key words: pyometra, incidence, season, bitch
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PYCCKUH
BO3JEWUCTBUE CE30HA HA SIBJIEHVE MMOMETPbI Y CYK
WU. CtaHunu, O. CteBaH4eBuY, EneHa CtaHuuny, . Anny

lMnomeTpa 0agHO 13 caMbiX HacCTbIX U OYEHb CEPbE3HbIX 3ab60ieBaHMn penpo-
OYKTUBHOM cUCTEMbI CyKU. ABnaeTcsa okono 30 go 60 aHen nocne 3afgHero acTpycay Cyk,
KOTOpble He 6epemeHHble. Cyku cTaplue 5 neT MMeroT 3Ha4UMTeNbHO 60nee 60/bLUYIO Npe-
OPacrnofioXeHHOCTb ANnA 3abonesBaHusa 6omnee Monodpix cyK. CyLlecTBYHOT M pasHuLpbI
CpeAun HEKOTOPbIX pac, B CTAPOCTU CyK Yy ABNEHUSA nMomeTpbl. Lienb aTon paboTtel 6bina
YyCTaHOBUTb CYLLECTBYET 1N 1 BO3AENCTBME rOA0BOr0 CE30Ha Ha 4YacToTy MaHudecTauum
nMOMeTpPhbI Y CYK Ha parioHe BoeBoanHbl. Hamu ncnbiTaHo SiBNeHne NMoMeTpbl Y COBOK-
ynHo 318 cyk, B Te4eHve aBa roga, B pasnuyHblX rofoBbIX ce30Hax. Hamm yctaHoBneHo,
YTO CTaTUCTUYECKM 3HAUMTENbHO 60nee 60nbloe Yncno cyk (p<0,05) sabonesaeT B
TeyeHne ce3oHa CeHTABOPb-HOS6pb (31%) n aekabpb-deBpanb (28%) B OTHOLIEHWM ce-
30Ha MapT-man (19%) 1 noHb-aBrycT (22%). Mony4eHHble faHHbIe MOTYT MOCY>XXUTb AN
NyYLen NpeBEHTUBbI 1 CBOEBPEMEHHOWN ANArHOCTUMKN MUOMETPHI Y CYK.

Knto4yeBsble cnosa: nmomMeTpa, 4actoTa, Ce30H, CyKa
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Stalno mesto boravka Zitkovac
Selo Moravac, BB

Mandi¢ D. Aleksandar

Roden 28. 08. 1982. u Beogradu
Diplomirao 25. 10. 2011.

Stalno mesto boravka
Vespucijeva 25/17

Cobanovié D. Nikola

Roden 05. 05. 1986. u Beogradu
Diplomirao 27. 12. 2011.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Aleksinackih rudara 53/19

Milanovi¢ M. Mirjana

Rodena 28. 04. 1985 u Beogradu
Diplomirala 23. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Beograd
Slanacki put 97-0

Durdevi¢ N. Goran

Roden 30. 01. 1971. u Smed. Palanci
Diplomirao 29. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Golobok

Stojiljkovi¢ D. Rado$

Roden 30. 03. 1986. u Leskovcu
Diplomirao 26. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Leskovac
Beogradska 32
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Drincevi¢ M. Aleksandar
Roden 15. 08. 1986. u Valjevu
Diplomirao 27. 12. 2011.
Stalno mesto boravka Lukavac
Divci

Glogovac B. Danijela

Rodena 29. 03. 1979. Beograd
Diplomirala 27. 12. 2011.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Gandijeva 204

Jelinek Z. Sanja

Rodena 26. 10. 1982. u Sapcu
Diplomirala 26. 12. 2011.
Stalno mesto boravka Sabac
Vojvode Misica 69

Veseli¢ D. Aleksandar

Roden 05. 10. 19883. u Kraljevu
Diplomirao 26. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Podunavci
Selo Vranesi 15

Doki¢ R. Ivan

Roden 22. 08. 1980. u Beogradu
Diplomirao 21. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Beograd
Branka Krsmanovi¢a 11a

Petrovi¢ D. Milica

Rodena 26. 06. 1985. u Loznici
Diplomirala 22. 12. 2011.
Stalno mesto boravka Ljubovija
Sokogradska bb

Srijemac M. Slaven

Roden 12. 10. 1983. u Slavonskom
Brodu, R. Hrvatska

Diplomirao 21. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Banja Luka
Cara Dusana 6
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Poznanovi¢ B. Radoslava
Rodena 26. 12. 1984. u Osijeku,
R. Hrvatska

Diplomirala 21. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Uzdin

M. Eminesku 94

Gotovac M. Mladen

Roden 31. 10. 1981. u Tesli¢u,
R Srpska, BiH

Diplomirao 20. 12. 2011.
Stalno mesto boravka Tesli¢
Jovana Duci¢a H 30/3

Milinovi¢ J. lvan

Roden 08. 03. 1984. u Valjevu
Diplomirao 20. 12. 2011.
Stalno mesto boravka Mionica
Selo Sankovié

Dimi¢ B. Nlkola

Roden 18. 08. 1981. u Backoj Topoli
Diplomirao 14. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Backa Topola
Licka 2

Pavlovié Z. Katarina

Rodena 19. 03. 1981. u Loznici
Diplomirala 16. 12. 2011.
Stalno mesto boravka Loznica
Vocénjak bb

Bojovi¢ B. Dejan

Roden 24. 05. 1979. u Zabljaku,
Crna Gora

Diplomirao 12. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Njegovuza

Deni¢ Z. Vladimir

Roden 283. 05. 1985. u Leskovcu
Diplomirao 08. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Leskovac
Gornje Sinkovce
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Lazeti¢ R. Vladimir

Roden 03. 02. 1987. u Beogradu
Diplomirao 08. 12. 2011.

Stalno mesto boravka Beograd
Hadzi Milentijeva 6

Vaci¢ S. Biljana

Rodena 08. 06. 1986. u Valjevu
Diplomirala 08. 12. 2011.

Stalno mesto boravka S. Si¢evo

Lazi¢ M. Dusan

Roden 20. 12. 1983. u Sapcu
Diplomirao 25. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Sabac
MiloSa Obili¢a 59

Kaluderovi¢ |. Sasa

Roden 30. 01. 1971. u N. Sadu
Diplomirao 28. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Veternik
Isidore Sekuli¢ 15

Gruji¢ P. Dusan

Roden 15. 04. 1979. u Smederevu
Diplomirao 21. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Smederevo
Svete Mladenovi¢a 4

Jakovljevi¢ M. Nenad

Roden 08. 07. 1982. u Sapcu
Diplomirao 28. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Vladimirci
Mehovine, Valjevski put bb

Vlajkovié¢ D. Zorica

Rodena 03. 10. 1981. u Valjevu
Diplomirala 25. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Ub
Sestara Rebavki 5/17

Stefanovi¢ M. Dejan
Roden 19. 10. 1981. u Jagodini

Diplomirao 25. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Jagodina
Jovana Popovica 24

Vasi¢ M. Lazar

Roden 17. 11. 1983. u Jagodini
Diplomirao 25. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Jagodina
Kneza Milete s4/18

Nikoli¢ M. Veljko

Roden 29. 06. 1980. u Pozegi
Diplomirao 23. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Arilje
Naselje Pogled bb

Mihailovi¢ S. Ana

Rodena 09. 01. 1980. u Sapcu
Diplomirala 23. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Sabac
Kralja Milana 19

Petkovié¢ Z Dragan
Roden 04. 02. 1977. u Loznici
Diplomirao 23. 11. 2011.

lli¢ Z. Milo$
Roden 21. 08. 1983. u NiSu
Diplomirao 22. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Gornji Mateje-

vac, Prosvetina 9

Grbovi¢ S. Jelena

Rodena 18. 09. 1985. u Priboju
Diplomirala 09. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Priboj
Sastavci

Kovacevi¢ B. Dorde

Roden 06. 05. 1978. u Kraljevu
Diplomirao 22. 11. 2011.
Stalno mesto boravka Kraljevo
Vojvode Stepe 6/15
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Martinovi¢ M. Ilvan

Roden 02. 07. 1981. u Lazarevcu
Diplomirao 22. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Lazarevac
Vojvode Stepe 94

Zdravkovi¢ Z. Predrag

Roden 07. 05. 1981. u Jagodini
Diplomirao 21. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Jagodina
Kneza Milete 21

Nedeljkovié¢ € Tanja

Rodena 06. 09. 1982. u Vitenu,
Nemacka

Diplomirala 28. 10. 2011.
Stalno mesto boravka Kraljevo
Milakovac 208

Arsenovi¢ T. Milan

Roden 21. 10. 1977. u Hamburgu,
Nemacka

Diplomirao 16. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Bijeljina, BiH
Vladimira Gac¢inovié¢a 46

Pribi¢evi¢ B. Dalibor

Roden 12. 11. 1973. u Vinkovcima
R. Hrvatska

Diplomirao 15. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Beograd
Zaplanjska 73/33

Horvat N. Denis

Roden 19. 05. 1977. u Doboju, BiH
Diplomirao 15. 11. 2011.

Stalno mesto boravka Subotica
Svetozara Markoviéa 1

Majki¢ P. Mira
Rodena 23. 08. 1984. u Rumi
Diplomirala 07. 11. 2011.
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Stalno mesto boravka N. Beograd
Jurija Gagarina 104/78

Janevski B. Jasmina

Rodena 22. 09. 1969. u Vrbasu
Diplomirala 19. 09. 2011.

Stalno mesto boravka Savino Selo
B. Deleti¢a 45

Trajkovié Z. Mikica

Roden 10. 04. 1984. u Leskovcu
Diplomirao 28. 10. 2011.

Stalno mesto boravka Leskovac
Selo Navalin

Lazi¢ M. Aleksandar

Roden 02. 08. 1980. u Sapcu
Diplomirao 27. 10. 2011.
Stalno mesto boravka Sabac
Kralja Milutina 4

Danon G. Gorana

Rodena 09. 05. 1980. u Beogradu
Diplomirao 25. 10. 2011.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Bulevar umetnosti 3/97

Stepanovi¢ D. Milo$

Roden 01. 11. 1984. u Cagku
Diplomirao 26. 10. 2011.
Stalno mesto boravka Pozega
Selo Pilatovici

Joksimovi¢ J. Berislav

Roden 29. 10. 1977. u Novom Sadu
Diplomirao 19. 10. 2011.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Bulevar Zorana bindi¢a 177

Spasenovié¢ J. Vladimir

Roden 29. 03. 1982. u Loznici
Diplomirao 21. 10. 2011.

Stalno mesto boravka Donja Borina



Vet. glasnik 66 (1 -2) 151 - 155 (2011) Diplomirani studenti

Mihajlovi¢ M. Goran

Roden 07. 02. 1983. u NiSu
Diplomirao 10. 10. 2011.
Stalno mesto boravka Svrljig
Hadzi¢eva 84

Antolovié¢ M. Ana

Rodena 29. 08. 1983. u Beogradu
Diplomirala 25. 10. 2011.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Milutina Milanovi¢a 140/29
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RUKOPISA

VETERINARSKI GLASNIK je Casopis Fakulteta veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beogradu, koji se izdaje u saradnji sa suizdavacem Veterinar-
skom komorom Srbije. Casopis objavljuje originalne i pregledne radove, izvestaje
sa kongresa i struénih sastanaka, prikaze knjiga, radove iz istorije veterinarske
medicine, dopise za rubriku Sec¢anje, kao i komentare i pisma UredniStvu u vezi sa
objavljenim radovima.

Sve prispele rukopise Uredivacki odbor, odnosno glavni i odgovorni
urednik Salje recenzentima radi stru¢ne procene. Ukoliko recenzenti predloze iz-
mene i dopune, tada se kopija recenziranog rukopisa dostavlja autoru (autorima)
s molbom da trazene izmene unesu u tekst ili pak u protivnom da argumentovano
izraze svoje neslaganje sa datim primedbama recenzenta. Kona¢nu odluku o
prihvatanju rada za Stampu donosi glavni i odgovorni urednik zajedno sa Uredi-
vackim odborom.

Casopis se stampa na srpskom jeziku, a kratak sadrzaj se prevodi na
engleski i ruski. Radovi stranih autora, van srpskog, hrvatskog i bosnja¢kog go-
vornog podru¢ja se Stampaju na engleskom jeziku sa kratkim sadrzajem na
srpskom i ruskom jeziku.

Molimo saradnike da svoje radove za Veterinarski glasnik piSu jasno,
koncizno, racionalno, gramaticki ispravno i u skladu sa slede¢im uputstvima.

OPSTA UPUTSTVA

Tekst rada se kuca u programu za obradu teksta Word, latinicom, fon-
tom Times New Roman, duplim proredom i veli¢inom slova 12 tataka (12 pt).
Levu i desnu marginu podesiti na 20 mm, a gornju i donju na 30 mm, veli¢inu
stranice na A,, sa levim poravnanjem i uvla¢enjem svakog pasusa za 10 mm. Uko-
liko se u tekstu koriste specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol. Rukopis
rada dostaviti odStampan jednostrano na belom papiru formata A, u dva pri-
merka, zajedno sa elektronskom verzijom. Stranice numerisati redom u okviru
donje margine (sa desne strane) po€ev od naslovne strane. Podaci o kori§¢enoj
literaturi u tekstu oznaCavaju se u zagradi prezimenom autora, iza kojeg se stavlja
zarez i godina. Ukoliko ima viSe od dva autora, tada se u zagradi piSe samo
prezime prvog autora uz dodatak "i sar.," pa godina (npr. Petrovi¢ i sar., 1987).

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj prvoj stranici treba napisati sledece:

— Naziv ¢lanka, odnosno rada, treba pisati velikim slovima bez pod-
vlaéenja i bez skra¢enica.

— Imena autora pisati ispod naslova punim imenom i prezimenom sa
titulom i zvanjem, bez podvlacenja i veznika, ve¢ razdvojena samo zarezom.
Iznad prezimena se zvezdicom (jednom ili viSe) oznacava ustanova u kojoj radi
autor (autori). Zvezdice se stavljaju u superskriptum na kraju svakog prezimena.
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— Tacan naziv ustanove (i mesta u kojima se nalazi) u kojima autori
rade, treba navoditi onim redosledom koji odgovara redosledu autora u radu.

— Na dnu stranice treba navesti ime i prezime (adresu, broj telefona,
faksa ili e-mail) jednog od autora, radi korespondencije

KRATAK SADRZAJ

Na posebnoj stranici uz rad treba priloZiti i proSireni kratak sadrzaj
rada, obima jedne stranice A4 formata. Pored naslova i imena autora, kratak
sadrzaj treba da sadrzi uvod, materijal i metode, rezultate, diskusiju i zakljucak.
Takode, ispod kratkog sadrzaja treba navesti kljucne reci (optimalno tri do Sest).

PISANJE TEKSTA

Svi podnaslovi se piSu malim slovima i boldovano. U radu koristiti
kratke i jasne reCenice. Sve strane reci za koje postoji odgovarajuée ime u nasem
jeziku treba zameniti tim nazivom tj. da prevod bude u duhu srpskog jezika. Za na-
zive lekova koristiti iskljucivo njihova internacionalna nezasti¢ena imena (ili kako
to joS neko naziva generiCka imena) i pisati ih onako kako se izgovaraju (ne na la-
tinskom ili engleskom jeziku). Ukoliko se pak zeli ipak istac¢i ime nekog preparata,
onda se njegovo ime (zajedno sa imenom proizvodaca) stavlja u zagradu iza na-
ziva aktivne supstancije. Uredaiji ili aparati se takode oznacCavaju njihovim trgo-
vackim nazivima, s tim Sto se i ovde u zagradi mora navesti ime i mesto pro-
izvodaca. Odredene supstancije ili hemikalije, koje se oznac¢avaju slovima i broj-
kama, moraju se precizno oznaciti stavljanjem broja iznad (superskriptum) ili is-
pod slova (subskriptum) (npr. IL-6, H,O, By,, CDg). U radu se mogu Kkoristiti
odredene skracenice, ali samo kada je to neophodno (npr. kod dugackih imena
hemijskih jedinjenja) ili kada se takve skra¢enice ve¢ nalaze u literaturi, odnosno
kao takve su ve¢ prepoznatljive (npr. DNK). Za svaku skracenicu, koja se prvi put
javlja u tekstu treba navesti i pun naziv. Skra¢enice nikako ne koristiti u naslovu, a
u kratkom sadrzaju ih takode treba izbegavati. Decimalne brojeve pisati sa zare-
zom. Obim rukopisa bez priloga, ne treba da bude veci od 8 stranica kucanog tek-
sta, izbegavati veliki broj priloga.

Tabele se oznacavaju arapskim brojevima (iznad tabela) po redosledu
navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times New Ro-
man i veli¢inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvla¢enja. Ukoliko se u
tabeli koriste skracenice, iste treba objasniti u legendi ispod tabele. Svaku tabelu
treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa dostaviti
po jednu.

Grafikoni se takode oznacavaju arapskim brojevima (ispod grafikona)
po redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font
Times New Roman i veli¢inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez
uvlacenja. Ukoliko se koriste skracenice, iste treba objasniti u legendi ispod
grafikona. Svaki grafikon treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki
primerak rukopisa dostaviti po jedan.
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Sheme (crtezi) se oznacavaju arapskim brojevima (ispod shema) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times
New Roman i veli€inu slova 10 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja. Uko-
liko se koriste skracenice, iste treba objasniti u legendi ispod sheme. Svaku
shemu treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa
dostaviti po jednu.

Fotografije se oznaCavaju arapskim brojevima (ispod fotografije) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Primaju se is-
kljuCivo originalne fotografije (crno-bele ili u boji). Na poledini svake fotografije
treba napisati redni broj i strelicom oznaciti gornji deo slike. Zbog kvalitetnije re-
produkcije preporucljivo je slike dostavljati u elektronskom obliku (nastavak: jpg,
tif ili sl., ne "uvladiti" ih u "Word" format). U prilogu papirne forme teksta rada treba
odstampati fotografiju sa odgovaraju¢om legendom i oznakom rednog broja.

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

U uvodu treba ukazati na najvaznije, odnosno najnovije €injenice i po-
glede, vezane za temu rada, sa kratkim obrazlozenjem cilja sopstvenih ispitivanja.

Materijal i metode rada — U ovom poglavlju treba opisati uslove pod
kojima su ogledi izvedeni, materijal i zivotinje na kojima su izvedeni, kao i metode
koje su koris¢ene u ogledu.

Rezultati — Rezultate prikazati pregledno uz pomoc tabela ili grafiko-
na. Svuda treba da stoji redni broj i tekst, koji opisuje Sta odredena slika, tabela,
grafikon ili shema prikazuje. Redni broj sa tekstom se stavlja iznad tabela, a kod
svih ostalih prezentacija ispod. Autor mora ta¢no da naznaci mesto u tekstu gde
zeli da bude prikazan odredeni prilog.

Diskusija — U ovom poglavlju autor analizira dobijene rezultate i iste
uporeduje sa rezultatima i misljenjima drugih autora, te pokusava istaci njihov teo-
rijski i prakti¢ni znacaj.

Literatura — Autor treba da navede literaturne podatke, odnosno ra-
dove, koje je koristio u toku izrade svog rada. Pozeljno je da koriS¢ena literatura
bude Sto novija, ako je moguce da ne bude starija od 5 godina. Reference treba
pisati jednu ispod druge, numerisati ih arapskim brojevima i abecednim redom
prema prvom slovu prezimena prvog autora. Ukoliko tekst reference ne moze da
stane u jedan red, tada se red koji sledi uvlaciispod prethodnog, jednim pritiskom
na tabulator. Broj referenci nije u principu ograni¢en ali se preporucuje da ne bude
veci od 30. Izbegavati koriS¢enje abstrakta kao reference. Reference ¢lanaka, koji
su prihvaceni za Stampu treba oznaciti kao "u Stampi" i priloziti dokaz o prihvatanju
rada. Reference se citiraju prema "Vankuverskim pravilima", koja su zasnovana na
formatima koja koriste National Library of Medicine i Index Medicus. Naslove
Casopisa takode treba skracivati prema nacinu koji koristi Index Medicus (ne
stavljati tacke posle skracenice). Stranice se citiraju tako $to se navode pocetna
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stranica, a krajnja bez cifara koje se ponavljaju (npr. 134-138 se navode kao 134-
8).
Primeri:
1. Clanak u ¢asopisu: y
Petrovi¢ M, Raki¢ L. Uticaj selena na razvoj pili¢a. Zivinarstvo 2005; 2(7): 234-9.
Knezevi¢ B. Kvantitativni parametri radova u medicini. Perod Biolog 1990; 92(2):
241-3.

2. Knjige i druge monografije:

Borojevi¢ S. Metodologija eksperimentalnog naucnog rada. 2. izd. Novi Sad:
Radnicki univerzitet "Radivije Cirpanov", 1978.

Colson JH, Armour WJ. Sports injuries and their treatment. 2nd rev. ed. London: S
Paul, 1986.

Mihajlov Al, Cernyj Al, Giljarevskij PS. Nau¢nie komunikacii i informatika. Moskva:
Izdateljstvo "Nauka", 1976.

Plumb DC. Veterinary Drug Handbook. 4t edition. lowa/Ames: lowa State Univer-
sity Press, 2002.

3. Poglavlja u knjizi:

Panteli¢ D. Nau¢ni metod. U: Panteli¢ D, Vesley-Tanaskovi¢ |, Radoti¢ M, Savi¢ B,
Kuzmanovi¢ M, Vojvodic¢ V, i dr. Metodologija nau¢noistrazivackog
rada u medicinsko-bioloskim naukama. Beograd: Vojnoizdavacki za-
vod, 1977: 7-37.

Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading microorganims. In:
Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editros. Pathologic physiology:
mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974: 457-72 .

4. Rad ili abstrakt u Zborniku radova:

Cupi¢ V, Trailovié D, Dobri¢ S, Velev R. Znaéaj racionalne primene lekova u veteri-

narskoj medicini. Proceeding of Workshop Clinica Veterinaria Ohrid,
) Macedonia, 3-7. September 2005: 207-9.

Cupié V, Trailovi¢ D. Neracionalna primena lekova u veterinarskoj medicini - rizik
po zdravlje ljudi. Zbornik kratkih sadrzaja radova 16. savetovanja ve-
terinara Srbije sa medunarodnim u¢es$¢em. Zlatibor, Srbija, 8-10 Sep-
tembar, 2004: 223-34.

NAPOMENA
Rad koji ne ispunjava sve gore navedene uslove nece biti poslat na re-
cenziju i bi¢e vracen autorima da ga dopune i isprave.

ADRESA CASOPISA
Veterinarska komora Srbije — Veterinarski glasnik
11000 Beograd, Bulevar oslobodenja 18,
tel/faks 011/ 2684-597, 2687-475; e-mail: vetks@Eunet.rs
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