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Uticaj fitogenog aditiva u kontroli proliferativne enteropatije uz procenu proizvodnih rezultata

odlucene prasadi prirodno inficirane bakterijom Lawsonia intracellularis
Rezime

Uzgoj svinja predstavlja jednu od najvaznijih grana stocarstva. Neadekvatna primena biosigurnosnih
mera i lo$i ambijentalni uslovi, uz prisustvo patogenih prouzrokovaca bolesti, mogu onemoguditi
uspesnu proizvodnju svinja. U preko 50% slucajeva enteri€ne bolesti su odgovorne za ogranicavanje
rentabilne proizvodnje. Jedan od vaznih uzro¢nika koji dovodi do enteri¢nih poremecaja i velikih
ekonomskih gubitaka je i Lawsonia intracellularis, obliganta intracelularna Gram negativna bakterija,
koja prouzrokuje proliferativnu enteropatiju (PE). ,,Zlatni standardi* za identifikaciju L. intracellularis
su imunohistohemijska i PCR metoda. Razvojem kvantitativne real-time (QPCR) metode omoguéeno je
rutinsko otkrivanje subklinickih formi bolesti, a kvantifikovanje uzro¢nika je omogucilo da se odredi
tezina klini¢ke slike inficiranih svinja. Zbog Cesto pogresne dijagnostike ove bolesti na farmama,
posledi¢no prekomerne upotrebe antibiotika i razvoja antimikrobne rezistencije uzro¢nika, postoji
potreba za pronalazenjem alternativnih reSenja u kontroli PE. Takode, dobre biosigurnosne mere na
farmama, za koje je pokazano da pozitivho uti€u na zdravlje i proizvodne rezultate svinja, mogu
predstavljati bitan faktor u prevenciji nastanka PE. U skladu sa tim cilj istrazivanja ove doktorske
disertacije bio je ispitivanje uticaja komercijalnog fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u kontroli
PE kod odlucene prasadi prirodno inficirane bakterijom L. intracellularis, uspostavljanje i optimizacija
protokola za molekularnogeneti¢ku identifikaciju bakterije L. intracellularis, kao i kvantifikaciju
stepena infekcije kod prasadi putem real-time qPCR i IHC metoda. Dodatno je ispitivan i uticaj
razli¢itih biosigurnosnih nivoa i Patente Herba® Plus fitogenog aditiva na proizvodne rezultate i broj

izluCenih bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi.

Eksperiment je sproveden na Cetiri razli¢ite farme svinja na kojima je odreden nivo eksternih, internih 1
ukupnih biosigurnosnih mera. Na svakoj od farmi (farma BS1, farma BS2, farma BS3 i farma BS4),
prasad stara sedam nedelja, ujednacenih telesnih masa, bila je rasporedena u kontrolne grupe koje u
hrani nisu dobijale preparat Patente Herba® Plus (K-BS1, K-BS2, K-BS3 i K-BS4) i tretman grupe koje
su hrani dobijale preparat Patente Herba® Plus u koncentraciji od 2 kg/t hrane (T-BS1, T-BS2, T-BS3 i
T-BS4). Kontrolne i tretman grupe formirane su sa po 72 jedinke, rasporedene u devet bokseva sa po
osam prasadi, odnosno 144 prasadi po farmi, ukupno 576 prasadi. Za potrebe histoloSkih analiza
izveden je eksperiment sa individualno gajenom prasadi, po Sest u kontrolnoj i tretman grupi. Tokom

28 dana eksperimenta (0., 14. 1 28. dan) uzimani su uzorci fecesa za molekularnogeneticka ispitivanja,



praceni su proizvodni rezultati prasadi (telesna masa, dnevni i ukupni prorast, dnevna i ukupna
konzumacija i konverzija), dok na kraju eksperimenta su uzimani uzorci ileuma za histoloske
(mikroskopske promene i histomorfometrijski parametari) i imunohistohemijske analize (ekspresija

antigena L. intracelullaris).

Na sve Cetiri farme, u okviru eksternih biosigurnosnih mera, najbolje su bile ocenjene potkategorije
koje se odnose na kupovinu Zzivotinja i semena i zaposlene i posetioce, dok najnize ocene su dobile
biosigurnosne mere koje se odnose na hranu, vodu i opremu. U okviru internih biosigurnosnih mera
potkategorije kontrola bolesti i1 prasiliSte i period dojenja bile su najbolje ocenjene na farmama, a
najlosije su bile ocenjene biosigurnosne mere koje se odnose na ¢is¢enje i dezinfekciju, odgajivaliste i
mere izmedu odeljaka 1 koriS¢enje opreme. Ukupne vrednosti biosigurnosnih mera na sve cetiri farme
(BS 1 60%, BS 2 64%, BS 3 77% i BS 4 86%) koje su analizirane u ovoj doktorskoj disertaciji bile su
viSe od prosecnih vrednosti biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji (58%) 1 svetu (64%), izuzev

farme BS 1 ¢ija ocena ukupnih biosigurnosnih mera je bila niza u poredenju sa prose¢nim vrednostima

u svetu (60%).

Na farmi BS1 utvrden je znacajno manji broj bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi tretman grupe
u odnosu na kontrolnu grupu 14. i 28. dana eksperimenta (P=0,0080 i P=0,0015, pojedina¢no). Takode,
prasad tretman grupe imala je zna¢ajno manji broj bakterija L. intracellularis u fecesu 14. i 28. dana u
odnosu na 0. dan eksperimenta (P<0,0001). Na farmi BS 2 uocen je zna¢ajan pozitivni efekat preparata
Patente Herba® Plus u hrani tretman grupe prasadi na broj bakterija L. intracellularis 14. i 28. dana
ogleda u odnosu na kontrolnu grupu (P=0,0470 i P=0,0176, pojedina¢no), dok nije uocena znacajna
razlika u broju bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi tretman grupe tokom trajanja eksperimenta
(P=0,6174). Na farmama BS 3 i BS 4 nije uocena razlika izmedu kontrolne i tretman grupe prasadi u
broju bakterija L. intracellularis za sva tri ispitivana perioda (P>0,05), niti je uo¢en znacajan pad broja
bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi tretman grupa tokom trajanja ogleda (P>0,05).

Uocena je znacajna negativna korelaciona zavisnost (r=-0,664, P<0,01) izmedu broja bakterija L.
intracellularis u fecesu prasadi i biosigurnosnih nivoa farmi, dok nije utvrdena znacajna korelaciona
zavisnost izmedu broja bakterija L. intracellularis, tretmana fitogenim aditivom i duzine trajanja
tretmana (P>0,05).

Histoloske promene na preparatima ileuma kontrolne i tretman grupe prasadi su deskriptivno
analizirane, dok je histomorfometrijskim ispitivanjima pokazano da su u tretman grupi prasadi kripte

bile znacajno plice (P=0,0284), a odnos visina resica/dubina kripti znacajno ve¢i (P=0,0040) nego u



kontrolnoj grupi. Nije uoCen efekat dodavanja fitogenog aditiva u hrani prasadi na visinu resica
(P=0,0607), sirinu resica (P=0,0728), povrsinu resica (P=0,7676) i broj peharastih ¢elija/100 enterocita
(P=0,0575).

Semikvantitativnom analizom, na osnovu imunohistohemijskih nalaza, 33,33% uzoraka ilealnog tkiva
tretman grupe prasadi bilo je ocenjeno ocenom 0, a preostalih 66,67% ocenom 1, dok je u kontrolnoj
grupi 50% uzoraka bilo ocenjeno ocenom 1, 33,33% ocenom 2, a 16,67% uzoraka ocenom 3.

Primena fitogenog aditiva u hrani nije znacajno uticala na telesnu masu prasadi nakon 28 dana
eksperimenta na svim ispitivanim farmama (P>0,05). Ukupni i dnevni prirast prasadi tretman grupe bio
je znacajno ve¢i na farmi BS 2 u poredenju sa kontrolnom grupom (P=0,0349 i P=0,0345,
pojedinac¢no), dok na farmama BS 1, BS 3 i BS 4 razlike u ukupnom i dnevnom prirastu tretman i
kontrolne grupe nisu uocene (P>0,05). Najbolji prirast je postigla grupa koja je u hrani dobijala
preparat Patente Herba® Plus na farmi BS 4, koji je bio znacajno visi u poredenju sa K-BS1, K-BS2 i
T-BS2 grupom prasadi (P<0,0001).

Na kraju eksperimenta (28. dan) nije uoCena razlika u ukupnoj i dnevnoj konzumaciji hrane izmedu
kontrolne i tretman grupe prasadi u okviru svake farme (P>0,05). Znac¢ajno bolja konverzija tretman
grupe prasadi u odnosu na kontrolnu grupu utvrdena je na farmi BS 1 (P=0,0121), dok na drugim
farmama nije uocena razlika u konverziji hrane prasadi kontrolne i tretman grupe (P>0,05).
Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvden je zna¢ajan efekat primene preparata Patente Herba® Plus
I biosigurnosnih nivoa farmi na ukupan i dnevni prirast prasadi (P<0,05). Biosigurnosni nivoi na
farmama su znacajno uticali i na ukupnu i dnevnu konzumaciju hrane (P=0,0435 i P=0,0434,
pojedina¢no), dok je dodavanje Patente Herba® Plus u hrani prasadi imalo i znacajan efekat na
konverziju (P=0,0046). Nije uoCen znacajan uticaj interakcije ova dva parametra na ukupni i dnevni

prirast, ukupnu i dnevnu konzumaciju i konverziju hrane prasadi tokom ogleda (P>0,05).

Kljuéne reci: Lawsonia intracelularis, fitogeni aditiv, biosigurnosne mere, real-time PCR,

imunohistohemija, histomorfometrija, ileum, prasad
Naucna oblast: Veterinarska medicina

UzZa naucna oblast: Zoohigijena, Veterinarska genetika, Biotehnologija, Patoloska morfologija,

Bolesti svinja

UDK broj: 619:579.84:636.4



The influence of a phytogenic additive in the control of proliferative enteropathy and the

assessment of production results in weaned pigs naturally infected with Lawsonia intracellularis
Summary

Pig breeding is one of the most important branches of animal husbandry. Inadequate application of
biosecurity measures and poor environmental conditions, in the presence of pathogens, could disable
successful pig production. In over 50% of cases, enteric diseases could effect profitable production.
One of the important enteric pathogens associated with large economic losses is Lawsonia
intracellularis, an obligate intracellular Gram-negative bacterium, which causes proliferative
enteropathy (PE). The “gold standards” for identifying L. intracellularis are immunohistochemical and
PCR methods. The development of the quantitative real-time (QPCR) method enabled the routine
detection of subclinical forms of the disease, and the quantification of the bacteria gives the possibility
to determine the severity of the clinical symptoms in infected pigs. Since this infection is often
misdiagnosed on pig farms, this results in excessive use of antibiotics and the ability of bacteria to
develop resistance to antimicrobial agents. Therefore, it is necessary to find alternative solutions in PE
control. Also, good biosecurity measures on farms, for which it is shown to have positive effect on
health and production results of pigs, can be an important factor in the prevention of PE. Accordingly,
the aim of this doctoral dissertation was to investigate the effect of commercial phytogenic additive
(Patente Herba® Plus) in PE control in weaned piglets naturally infected with L. intracellularis, to
establish and optimize protocols for molecular genetic identification of L. intracellularis, as well as to
quantify the degree of infection in piglets via real-time qPCR and IHC methods. Additionally, the
effect of different biosecurity levels and Patente Herba® Plus phytogenic additive on the production
results and the number of excreted L. intracellularis in the faeces of piglets were investigated.

The experiment was conducted on four different pig farms on which the levels of external, internal and
total biosecurity measures were determined. On each of the farms (farm BS1, farm BS2, farm BS3 and
farm BS4), seven-week-old piglets of uniform body weight were assigned to control groups that did not
receive Patente Herba® Plus (K-BS1, K-BS2, K-BS3 and K-BS4) and the treatment groups that
received Patente Herba® Plus in their feed at a concentration of 2 kg/t feed (T-BS1, T-BS2, T-BS3 and
T-BS4). Control and treatment groups consisted of 72 piglets each, distributed in nine pens with eight
piglets each, i.e. 144 piglets per farm, a total of 576 piglets. For histological analyzes, an additional
experiment with individually reared piglets was performed, which consistet of six piglets in each,
control and treatment group. During the 28 days of the experiment (days 0, 14, and 28) faeces samples



were taken for molecular genetic analysis, the production results of piglets (body weight, daily and
total weight gain, daily and total consumption and feed conversion ratio) were monitored, while at the
end of the experiment ileum samples were taken for histological (microscopic changes and
histomorphometric parameters) and immunohistochemical analyzes (L. intracelullaris antigen
expression).

On all four farms, within the external biosecurity, the subcategories related to the purchase of animals
and semen and personnel and visitors were rated the best, while the biosecurity measures related to the
feed, water and equipment supply were rated the lowest. Within the internal biosecurity, the
subcategories of disease management and farrowing and suckling period had the highest score on
farms, while the lowest score had biosecurity measures related to cleaning and disinfection, nursery
unit and measures between compartments and use of equipment. The total biosecurity values of all four
examined farms (BS 1 60%, BS 2 64%, BS 3 77% and BS 4 86%) in this doctoral dissertation were
higher than the average biosecurity values on farms in Serbia (58%) and in the world (64%), with
exception of farm BS 1 where total biosecurity value was lower compared to the average values in the
world (60%).

On the farm BS1, a significantly lower number of L. intracellularis was found in the faeces of piglets
in the treatment group compared to the control group on days 14 and 28 of the experiment (P=0.0080
and P=0.0015, respectively). Also, the piglets of the treatment group had a significantly lower number
of L. intracellularis in the faeces on days 14 and 28 compared to day 0 of the experiment (P<0.0001).
On the farm BS 2, a significant positive effect of Patente Herba® Plus in the feed on the number of L.
intracellularis in the treatment group of piglets was observed on the 14" and 28™ day of the experiment
in relation to the control group (P=0.0470 and P=0.0176, respectively), while in the treatment group
alone no significant difference was observed in the number of L. intracellularis in the faeces of piglets
during the experiment (P=0.6174). On the farm BS 3 and BS 4, there were no significant difference
between the control and treatment groups of piglets in the number of L. intracellularis in faeces for all
three examined periods (P>0.05), also a significant decrease in the number of L. intracellularis in the

faeces of piglets in the treatment groups during the experiment was not observed (P>0.05).

A significant negative correlation was determined (r=-0.664, P<0.01) between the number of L.
intracellularis in faeces and on-farm biosecurity levels, while no significant correlation was found
between the number of L. intracellularis in faeces, the phytogenic additive treatment and the treatment
duration (P>0.05).



Histological changes on ileum preparations of the control and the treatment groups of piglets were
descriptively analyzed, while histomorphometric examinations showed that in the treatment group the
crypts were significantly shallower (P=0.0284) and the villus height/crypt depth ratio significantly
higher (P=0.0040) than in the control group. No effect of the addition of phytogenic additive was
observed in piglet feed on villus height (P=0.0607), villus width (P=0.0728), villus surface area
(P=0.7676) and the number of goblet cells/100 enterocytes (P=0.0575).

Using semiquantitative analysis, based on immunohistochemical findings, 33.33% of ileal tissue
samples of the treatment group piglets were rated with a grade 0, and the remaining 66.67% with a
grade 1, while in the control group 50% of samples were rated with a grade 1, 33.33% with grade 2,

and 16.67% of samples with grade 3.

The use of phytogenic additive in feed did not significantly affect the body weight of piglets after 28
days of the experiment on all tested farms (P>0.05). The total and daily weight gain of piglets in the
treatment group was significantly higher compared to the control group on the farm BS 2 (P=0.0349
and P=0.0345, respectively), while on farms BS 1, BS 3 and BS 4 the differences in total and daily
weight gain in treatment and control groups of piglets were not observed (P>0.05). The best weight
gain was achieved in the group that received the preparation Patente Herba® Plus in feed on farm BS 4,
which was significantly higher compared to K-BS1, K-BS2 and T-BS2 group of piglets (P<0.0001).

At the end of the experiment (day 28), no differences in total and daily feed consumption were
observed between the control and treatment groups of piglets within each farm (P>0.05). Significantly
better feed conversion ratio of piglet in the treatment group compared to the control was found on farm
BS 1 (P=0.0121), while on other farms no differences were observed in the feed conversion ratio of

piglets in control and treatment groups (P>0.05).

Two-way analysis of variance revealed a significant effect of the application of Patente Herba® Plus
and biosecurity levels of farms on the total and daily weight gain of piglets (P<0.05). Biosecurity levels
on farms significantly affected both total and daily feed consumption (P=0.0435 and P=0.0434,
respectively), while the addition of Patente Herba® Plus in piglet feed also had a significant effect on
feed conversion ratio (P=0,0046). No significant influence of the interaction of these two parameters on
the total and daily weight gain, total and daily feed consumption and feed conversion ratio during the
experiment was found (P>0.05).
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Uvod
1. Uvod

Sa porastom broja stanovnika na zemlji poslednjih decenija rasla je i potreba za proizvodnjom
namirnica animalnog porekla. Od 1970. godine u zemljama u razvoju proizvodnja mesa je zabelezila
prosecni godisnji rast od 5,1%, a Sirenje urbanih podrucija je bio jedan od glavnih razloga koji je doveo
do ovog rasta. Uzgoj svinja, kako s drustveno-ekonomskog, tako i sa biolosko-zootehni¢kog stanovista,
predstavlja znaGajnu granu stocarstva. Svinjsko meso i pored kulturoloskih i verskih ograni¢enja jedno
je od najvise konzumiranih vrsta mesa, kako u svetu, tako i u Srbiji. Istrazivanja ukazuju da u
zemaljama u razvoju potros$nja hrane zivotinjskog porekla po glavi stanovnika raste. Vecéa proizvodnja
vodena potraznjom moze se Obezbediti intenziviranjem proizvodnje, odnosno uzgojem zivotinja
visokog genetskog potencijala u objektima koji zadovoljavaju njihove fiziolosko-proizvodne potrebe.
Intenzivan uzgoj svinja na farmama omogucava odvojeno drzanje razlicitih starosnih i proizvodnih
kategorija svinja, primenu biosigurnosnih mera i adekvatnu ishranu i napajanje velikog broja zivotinja.
Kako se poslednjih godina industrijalizovala proizvodnja hrane za Zivotinje, potpune krmne smese bi
trebalo da zadovoljavaju hranidbene potrebe razli¢itih kategorija svinja. Medutim, ukoliko se ne
primenjuje pravilan nacin ishrane, kao i ukoliko se ne sprovedu odgovarajuce biosigurnosne mere i

optimalni ambijentalni uslovi, stvaraju se preduslovi za pojavu i razvoj odredenih patoloskih stanja.

Narusavanje zdravstvenog stanja svinja ograni¢ava uspeSnu i odrzivu proizvodnju. Ucestalo
pojavljivanje bolesti, duzina trajanja klinickih simptoma i nepovoljan ishod razlozi su direktnih i
indirektnih troSkova u proizvodnji. U najvec¢em broju slucajeva radi se o enteriénim bolestima koje
predstavljaju velike probleme u svinjarstvu Sirom sveta. Enteri¢ne bolesti mogu biti bakterijske, virusne
ili parazitske etiologije. Od bakterijskih uzro¢nika najcesée se javljaju Lawsonia intracellularis i

Brachyspira spp., dok se kod svinja rede javlja Salmonella spp.

L. intracellularis je obligatna intracelularna Gram negativna bakterija koja izaziva proliferativnu
kod mnogih vrsta sisara i ptica, ukljucujuci konje, jelene, pse, lisice, feretke, zeCeve, morske prasice,
pacove, emue, nojeve i druge Zzivotinjske vrste, ipak nije potvrdena kod ljudi. L. intracellularis
prvenstveno napada epitelne celije crevnih kripti, $to dovodi do njihove hiperplazije i proliferacije. To
rezultira zadebljanjem crevne sluznice kaudalnog dela tankog creva, ileuma, ali mogu biti zahvacena 1
debela creva. Infekcija dovodi do anoreksije, dijareje, slabog rasta i, ponekad, do iznenadne smrti.
Bakterija se uglavnom prenosi sa zarazenih na zdrave zivotinje feko-oralnim putem. U fecesu uzro¢nik

moze opstati i do 14 dana.



Uvod
Efikasna kontrola PE uklju¢uje antimikrobnu terapiju i vakcinaciju. Medutim, prekomerna upotreba
antibiotika moze dovesti do razvoja antimikrobne rezistencije kod ljudi i Zivotinja. Pored toga, primena
antibiotika u le¢enju zivotinja mogu uticati na pojavu rezistentnih bakterija u namirnicama animalnog
porekla. To je jedan od razloga zasto je upotreba antibiotika kao promotora rasta u hrani za Zivotinje
zabranjena u Evropskoj uniji (EU) od 2006. godine. S druge strane, smanjena profilakticka upotreba
dovela je do povecanja terapijske upotrebe antimikrobnih sredstava, ukljuc¢ujuci one lekove efikasne u
kontroli infekcije prouzrokovane bakterijom L. intracellularis. Iz navedenih razloga, od velike je

vaznosti utvrditi 1 obezbediti alternativne metode u kontroli PE.

Fitogeni aditivi, koji su opSteprihvaceni kao bezbedni, smatraju se dobrim alternativnim sredstvom u
kontroli enteri¢nih bolesti bakterijske etiologije. Zbog svog uticaja na zdravstveni status i proizvodne
rezultate, fitogeni aditivi se definiSu kao proizvodi biljnog porekla koji se dodaju sto¢noj hrani radi
poboljsanja produktivnosti zivotinja. Pored toga, implementacija visokih nivoa biosigurnosnih mera
uti¢e na poboljSanje produktivnosti 1 zdravstvenog statusa zivotinja, $to dovodi do smanjene upotrebe

antibiotika.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Svinjarstvo u svetu i Republici Srbiji

Uzgojem zivotinja ostvaruje se proizvodnja namirnica animalnog porekla kojima se zadovoljavaju
potrebe u ishrani za skoro milijardu ljudi na zemlji (FAO, 2009; FAO, 2011). Poslednjih decenija
primetna je povecana potroSnja hrane Zivotinjskog porekla (Alexandratos i Bruinsma, 2012). Kako se
sve viSe Sire urbana podrucja, raste broj stanovnika i povecavaju njihovi prihodi, tako se stvaraju
preduslovi koji omogucavaju da stocarstvo bude jedan od najbrze rastuc¢ih sektora u poljoprivredi
(FAO, 2009). Uzgoj svinja, zbog dobro poznatih €injenica: intenzivnog prirasta, dobrog iskori§¢avanja
hrane, skladne strukture masnog i misi¢nog tkiva i visoke plodnosti, predstavlja veoma vaznu granu
stoCarstva, kako sa ekonomskog, tako i sa biolosko-zootehni¢kog stanovista, dok proizvodnja svinjskog
mesa ima izuzetno vazno mesto na svetskom trzistu (Radojkovié i sar., 2010). U 2014. godini u svetu je

potroSeno 115,5 miliona tona svinjskog mesa, §to ga ¢ini jednim od najvise konzumiranih vrsta mesa
na svetu (FAO, 2014).

Svinjarstvo u ukupnoj sto¢arskoj proizvodnji u Srbiji u 2018. godini je zabelezlo proizvodnju od 2 782
000 svinja, dok je organska proizvodnja u svinjarstvu ucestvovala sa 284 svinja i obuhvatila je
proizvodace sertifikovane za organsku proizvodnju 1 njihove kooperante. Medutim, prema SaopStenju
Republickog zavoda za statistiku Republike Srbije (RZS, 2020) u 2019. godini u odnosu na
desetogodisnji prosek od 2009. do 2018. godine ukupan broj svinja smanjen je za 9,1%, goveda za
2,5% i Zivine za 13,1%, a jedino se uvecao broj ovaca za 0,7%. Ako se posmatra proizvodnja mesa u
Srbiji u 2018. godini, ubedljivo je najzastupljenija proizvodnja svinjskog mesa sa 58,61%, zatim
zivinsko meso sa 20,50%, govede meso sa 14,70% 1 ov¢ije meso sa 6,19% (RZS, 2019).

Povecanje broja Zivotinja nije ravhomerno rasporedeno Sirom sveta, pa tako Azija beleZi najveci rast
broja svinja, dok se broj svinja u Severnoj Americi i Evropi povecava nesto sporije ili se broj Zivotinja
odrzava na istom nivou. U Africi se broj svinja u poslednje vreme konstantno povecava, $to se ogleda u
proSirenju uzgoja svinja na delovima kontinenta gde su se tradicionalno prezivari uzgajali. Poslednjih
decenija komercijalna proizvodnja svinja se znatno intenzivirala. Sve ve¢i broj mesnatih rasa svinja se
uzgaja na manjem broju farmi, ali se proizvodnja povecala zbog njihovih proizvodnih osobina. Veliki
proizvodni sistemi postigli su visok nivo uniformnosti, jer se baziraju na istom genetskom materijalu,

izbalansiranim obrocima 1 odgovaraju¢im smesStajnim kapacitetima koji su prilagodeni tipu
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eksploatacije. Medutim, svaka pojava bolesti uzrokuje velike ekonomske Stete, kako kod proizvodaca

svinja, tako i kod srodnih industrija, a pre svega industrije mesa (FAO, 2012).

Sprec¢avanje unoSenja i prenoSenja patogena ¢ini osnovu biosigurnosnih mera i predstavlja temelj
moderne veterinarske delatnosti u svinjarskoj proizvodnji. Iskorenjivanje bolesti sa farmi svinja cilj je
svakog uzgajivaca, iako se to retko postize. Na srecu, kroz proces eliminisanja bolesti, smanjuje se
prevalenca bolesti, mogucénost prenosenja, a ¢esto 1 sama jacina bolesti. Sa Sirenjem terorizma, koji je
globalna bezbedonosna pretnja, i izbijanjem velikih ZzariSta bolesti, uklju¢ujué¢i pojavu novih
zoonotskih patogena, biosigurnosne mere sve vise dobijaju na znacaju. Uz ogromne potencijalne
gubitke povezane sa bolestima Zivotinja, dolazi se do zakljucka da je vaznost strogog sprovodenja
biosigurnosnih mera od kljuénog znafaja za uspeSnu i rentabilnu proizvodnju (Neumann, 2012).
Odnosno, sprovodenje odgovarajuc¢ih biosigurnosnih mera, kojima se spreCava unoSenje i Sirenje
patogena, kljucni je faktor koji omogucava nesmetani promet svinja i ekonomsku odrzivost svinjarske

proizvodnje (Simon-Grifé i sar., 2013).

2.2. Biosigurnost kao disciplina u okviru zootehnickih i zoohigijenskih mera u sto¢arskoj

proizvodnji

Pojam biosigurnosti u stocarskoj proizvodnji u literaturi se prvi put pojavio tokom devedesitih godina
proSlog veka. Tada je viSe autora pokuSalo da se usaglasi oko definicije pojma i okvira delatnosti
biosigurnosti kao discipline (England 2002; Pyburn 2001). Ovom temom, otprilike u isto vreme, bavili
su se 1 Amass 1 Clark. (1999) koji su potvrdili niz faktora koji uti¢u na efikasnost sprovodenja
biosigurnosnih mera, a koji su se odnosili na ve¢ postojece postupke koje su preporucivali veterinari na
farmama. Amass 1 sar. (2000) su pokrenuli niz inovativnih istraZivanja za dokazivanje efikasnosti
biosigurnosnih mera, kao 1 istraZzivanja kojima je utvrdena efikasnost ¢esto koriS¢enih dezinfekcionih
sredstava i nacina njihove primene (Amass, 2004a), a istrazivanja koja su za cilj imala razumevanje

uloge ljudi, opreme i objekata u procesu prenosenja bolesti (Amass i sar., 2003a-C).

Adekvatna primena biosigurnosnih mera u velikoj meri zavisi od razvijene svesti uzgajivac¢a, odnosno
njihovog poznavanja zaraznih bolesti, kao i nacina njihovog spreCavanja. Istrazivanja sprovedena u
Velikoj Britaniji medu uzgajiva¢ima razli€itih Zivotinjskih vrsta ukazala su da uzgajiva¢i imaju
negativan stav prema biosigurnosnim merama i da nisu svesni znacaja i ekonomske koristi koju mogu
da ostvare usvajanjem biosigurnosnih mera (Gunn 1 sar., 2008). Postoji viSe razloga koji objasnjavaju

ovaj problem, a to su: nedostatak poverenja uzgajivaca u efikasnost biosigurnosnih mera, nedostatak
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znanja, ekonomski troSak prilikom sprovodenja ovih mera, dodatni rad koji zahtevaju primene ovih
mera i odbojnost prema obaveznim pravilima koja se moraju postovati (Gunn i sar., 2008, Fraser i sar.,
2010, Kristensen i Jakobsen, 2011). Stoga veterinari imaju klju¢nu ulogu u obuci i edukaciji uzgajivaca

1 za vec¢inu njih predstavljaju glavni izvor informacija (Gunn 1 sar., 2008).

Biosigurnosne mere imaju veoma vaznu ulogu u spreCavanju unoSenja patogena, kao i njegovom
Sirenju unutar farme (Barceld i Marco, 1998; Amass, 2005a). Medutim, ne postoji univerzalni
biosigurnosti protokol koji je primenjiv za sve farme i kojim bi se smanjio rizik od unosenja infekta na
farmu. Svaka farma je jedinstvana celina u pogledu samog objekta, lokacije, menadzmenta (upravljanje
farmom), prijemcivosti domacina i drugih faktora. Prema tome, biosigurnosne mere predstavljaju
kontinuirani proces koji primenjuje protokole prema potrebama i troskovima, procenjuje rizike i

efikasnost primenjenih mera i menja procedure koje Cine kriticne tacke u proizvodnji (Amass, 2005a).
2.2.1. Biosigurnosne mere

Biosigurnosne mere se definiSu kao primena mera kojima se smanjuje rizik od unoSenja i Sirenja
patogena na farmi. Zahteva usvajanje niza stavova i ponaSanja kako bi se smanjili rizici u svim

aktivnostima koje ukljucuju domace, egzoti¢ne i divlje Zivotinje kao i njihove proizvode (FAO, 2008).

Biosigurnosne mere imaju klju¢nu ulogu u borbi protiv izazova koje prete intenzivnom uzgoju svinja
(Filippitzi i sar., 2017; Dewulf i Van Immerseel, 2019). Takvi izazovi predstavljaju pre svega bolesti
koje se pojavljuju usled nedostataka ili pogresno postavljenih biosigurnosnih mera, ukljucujuéi africku
kugu svinja, klasi¢nu kugu svinja, slinavku 1 Sap, Aujeckijevu bolest, virusni epidemicni proliv svinja,
kao i mnoge druge bolesti (Amass i sar., 2004; Ellis-lversen i sar., 2011; Lowe i sar., 2014; Bellini i
sar., 2016; Milicevic i sar., 2016; Kim i sar., 2017; Hayama i sar., 2020). Pored toga, odrzavanje
visokog nivoa biosigurnosnih mera dovodi do poboljsanja produktivnosti i zdravlja zivotinja i smanjuje
potrebu za lecenjem Zzivotinja i upotrebe antibiotika (Laanen i sar., 2013; Postma i sar., 2016). Visok
nivo antimikrobne rezistencije na razliCite antibiotike kod komensalnih bakterija tovnih svinja
primecen je u nekoliko evropskih zemalja, §to dodatno naglasava potrebu za biosigurnosnim merama
(Chantziaras i sar., 2014; Chantziaras i sar., 2020).

Kako bi se bolje razumeo koncept i znacaj biosigurnosnih mera one su podeljene u dve grupe: eksterne
(spoljasnje) biosigurnosne mere i interne (unutrasnje) biosigurnosne mere. Eksterne biosigurnosne
mere obuhvataju primenu mera za sreavanje unosenja patogena na farmu, dok interne biosigurnosne

mere obuhvataju primenu mera koje imaju za cilj spreCavanje Sirenja patogena unutar farme.

5
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Biosigurnosne mere se zasnivaju na poznavanju nacina prenosenja bolesti, trajanja infektivnog perioda,
glavnih puteva Sirenja patogena, kao i duzine opstanka patogena u spoljasnjoj sredini (FAO/OIE,
2010).

Tip farme u funkciji biosigurnosnih mera. Unosenje i Sirenje patogena na farmi znacajno je olakSano
gajenjem razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Uzgoj goveda, ovaca ili zivine na razdaljini manjoj od 100 m

predstavlja ogroman rizik za prenosenja infektivnih agenasa (Alexander i Harris, 1992).

Velicina farme, takode, moze predstavljati biosigurnosni rizik. Smatra se da $to je veéi zapat, veci je i
rizik od unosenja infektivnih agenasa na farmu (Moore, 1992). Uoc¢eno je da je sa ve¢im zapatom veci
rizik od prenosenja infekcije, s obzirom da je veci broj zivotinja, pa samim tim i veée Sanse za
uspostavljane kontakta izmedu Zivotinja (Correia-Gomes i sar., 2012). Nasuprot tome, smatra se da se
velikim farmama moze, prilicno, efikasno upravljati, pridrzavaju¢i se dobre odgajivacke prakse i
postovanjem principa mera ,,sve unutra - sve napolje” (all in/all out), §to omogucava laksu kontrolu
pojave odredenih patogena (Andres i Davies, 2015). Prema rezultatima Van der Wolf i sar. (2001)
uoceno je da Salmonella moze biti ¢eS¢e prisutna u malim i srednjim zapatima nego u velikim
zapatima, zbog Cinjenice da velike farme mogu implementirati vis$i nivo biosigurnosnih mera. Sli¢ni
rezultati uoceni su u istrazivanju Laanen 1 sar. (2013) koji su takode ustanovili da se biosigurnosne
mere bolje implementiraju na ve¢im famama. Medutim, moze se do¢i do pogresnog zakljucka ukoliko
se analizira samo veli¢ina farme. Treba uzeti u obzir 1 ostale parametre kao $to su broj objekata na
farmi, gustina bokseva, kontakt svinja izmedu susednih bokseva, nivo stresa na farmi, kupovina
Zivotinja, rezim ishrane i drugi parametri koji mogu imati ogroman uticaj. Pritom svi ovi parametri su
veoma promenljivi izmedu farmi sli¢ne veli¢ine (Wong i sar., 2004; Garcia-Feliz 1 sar., 2009; Andres 1
Davies, 2015). Veli¢ina farme moze se dovoditi u vezu 1 sa razliitim nacinima upravljanja
(menadZmentom) koji mogu povecati rizik. Vece farme nekada mogu biti primorane da nabave prasad
iz drugih zapata, Sto zahteva ucestali transport Zivotinja, a samim tim 1 viSe rizika za unos patogena,

dok uzgajanjem vlastitih Zivotinja za priplod mogu se prevenirati ti rizici (Boklund 1 sar., 2004).

U funkciji biosigurnosti na farmama od izuzetnog znacaja je i prstup farmi. Kontakt sa farmom se
ostvaruje pristupnim saobracajnicama koje povezuju farmu sa klanicama, preduze¢ima za sakupljanje
dubriva, dobavlja¢ima hrane za Zivotinje, kafilerijama i sve ovo predstavlja potencijalni rizik od unosa
odrednih patogena na farmu, pa se preporucuje da farma bude udaljena od ovih objekata (Pritchard i
sar., 2005). Farme svinja ¢e svakako morati da transportuju Zivotinje do klanice, ali ako se klanice
nalaze na udaljenosti manjoj od 1 km utoliko je ve¢i rizik za prenos odredenih bolesti, dok se rizik

6
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znacajno smanjuje ukoliko su klanice udaljene na razdeljini ve¢oj od 5 km. Takode se velikim rizikom
smatra i ako je udaljenost od farme do kafilerije manja od 2 km (Barcelé i Marco, 1998). Glavne
saobracajnice i magistralni putevi treba da budu relativno udaljeni od farme, a farma treba da
obezbediti pristup kamionima, i to na obodu fame, kako transporna vozila ne bi ulazila u krug farme
(Morillo Alujas, 2005). Velikim rizikom za prenos respiratornih infekcija, koje se prenose posredstvom
vazduha, smatraju se saobracajnice sa velikim tranzitom svinja ukoliko su udaljene manje od 50 metara

od farme, dok udaljenost od 400 do 800 m smanjuje ovaj rizik (Barceld i Marco, 1998).

Putevi prenosenja patogena u funkciji biosigurnosnih mera. Nisu svi putevi prenoSenja patogena
jednako vazni za biosigurnosnu bezbednost farmi. Stoga nije lako Klasifikovati sve puteve prema
njihovom znacaju prenoSenja. Razlog uglavnom lezi u cCinjenici da postoje velike razlike medu
infektivnim agensima u pogledu njihove infektivnosti, kao i duzine opstanka u spoljasnjoj sredini.
Takode je poznato da ne doprinose sve biosigurnosne mere na isti nacin prevenciji razlicitih infektivnih

bolesti (Dewulf i Van Immerseel, 2019).

Direktni kontakt izmedu zivotinja smatra se glavnim prenosnim putem infektivnih agenasa. Stoga se
viSe paznje posvecuje biosigurnosnim merama kojima se sprecava direktan kontakt izmedu Zivotinja,
nego merama preduzetim za sprecavanje indirektnog prenosa, putem opreme ili ljudi (Amass, 2003;
Amass, 2004b; Pritchard i sar., 2005; Amass i Baysinger, 2006; Dewulf i Van Immerseel, 2019).
Takode, vazan faktor je ucestalost kojom patogen mozZe zaraziti populaciju Zivotinja na odredenom
mestu. Tako da manje vaZan put prenoSenja patogena moZze postati veoma vazan onog trenutka kada se

vi$e puta stvore uslovi za ulaz patogena na farmi (Févre i sar., 2006; Laanen i sar., 2013).
2.2.1.1. Eksterne biosigurnosne mere

Eksterne biosigurnosne mere odnose se na: kupovinu Zivotinja i semena, transport Zivotinja, uklanjanje
dubriva 1 uginulih Zivotinja, hranu vodu 1 opremu, kontrolu zaposlenih 1 posetilaca, kontrolu $tetoc¢ina 1

ptica i lokaciju farme.

Kupovina zZivotinja i semena. Nabavljanje svinja ili kupovina semena predstavlja znacajan rizik za
ve¢ prisutne svinje na farmi koje jo§ uvek nisu razvile imunitet protiv potencijalno unetih infektivnih
agenasa (Filippitzi 1 sar., 2017). Inficirane svinje mogu izlucivati patogene preko sekreta i eksekreta
(feces, urin, pljuvacka, sperma, krv). Kada je prijem¢iva Zivotinja izlozena tim infektivnim agensima ili
kada postoji direktan kontakt izmedu dve Zivotinje, patogeni se lako mogu preneti sa jedne na drugu

zivotinju (Dewulf 1 Van Immerseel, 2019).
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Potpuno zatvoren sistem proizvodnje ima znatno nizi rizik od unoSenja bolesti, jer se u tim zapatima
svinja ne uvode nove zivotinje (Amass, 2005a). Wong i sar. (2004) su ustanovili da nabavka svinja sa
viSe od tri farmi predstavlja rizik za unoSenje patogena na farmu. Slicno ovome, rezultati istrazivanja
od strane Correge i sar. (2009) su ukazali da na farmama za tov svinja, snabdevanje odlu¢enom prasadi
sa dve ili viSe farmi predstavlja faktor rizika za pojavu bolesti. Rizik od prenosa patogena se povecava
sa nabavljanjem vecéeg broja novih zivotinja (Févre i sar., 2006; Laanen i sar., 2013). Tako da Dewulf i
Van Immerseel, (2019) navode da je od velike vaznosti ograniCiti broj farmi sa kojih se nabavljaju
zivotinje 1 seme, kako bi se izbeglo unoSenje odredenih zaraznih bolesti. Zbog toga je veStacko
osemenjavanje krmaca Siroko rasprostranjena tehnika koja se koristi u intenzivnom uzgoju svinja. Ova
tehnika nudi brojne prednosti, kao $to su primena boljeg genetskog materijala i bolja kontrola bolesti, a
pored toga je i ekonomski opravdana. Medutim, sve ove prednosti se u nekom trenutku mogu smatrati i
nedostatkom, jer seme moze biti potencijalni izvor infektivnih agenasa ili genetskih nedostataka
(Pritchard i sar., 2005; Maes i sar., 2008a; Althouse i Rossow, 2011).

Novonabavljene Zivotinje ili genetski materijal trebalo bi da poticu sa farmi sa jednakim ili boljim
zdravstvenim i sanitarnim statusom od farme koja vr$i nabavku (Pritchard i sar., 2005; Kirwan, 2008;
Dewulf'i Van Immerseel, 2019). Utvrdeno je da farme sa vi§im zdravstvenim statusom imaju nizi rizik
od infekcije prouzrokovane Salmonella spp. (Funk i Gebreyes, 2004). Kako bi se rizik sveo na
minimum preporucuje se izolacija ili karantin za novonabavljene Zivotinje na odredeni vremenski
period, gde je potrebno pratiti zdravstveno stanje zivotinja tokom perioda inkubacije i utvrditi da li je
prisutna neka hroni¢na bolest (Barceld i Marco, 1998). Dobro sprovedena karantinska procedura, pored
toga Sto povecava Sanse za otkrivanje bolesti kod novonabavljenih Zivotinja, ubrzo nakon nabavke,
omogucava efikasnije laboratorijsko testiranje tih zivotinja na mnoge infektivne uzro¢nike i uspeSniju

vakcinaciju (Pritchard i sar., 2005).

Vecina autora preporucuje karantin za novonabavljene zivotinje kada god je to moguce. Ukoliko to nije
moguce, onda se preporucuje izolacija sa minimalnom udaljenosti od 100 do 150 metara od glavnih
objekata farme (Moore, 1992). Da bi karantin bio efikasan trebalo bi ga voditi kao potpuno zasebnu
jedinicu od ostatka farme. Radnici na farmi koji obilaze Zivotinje trebalo bi da posecuju karantin na
kraju radnog vremena, sa posebnom zastithom odeCom i sa minimalnim kontaktom. Sistemi za
upravljanje otpadom (djubretom) trebalo bi da budu nezavisno od ostatka farme i sva oprema koja se

koristi u karantinu ne bi se smela koristiti u drugim delovima farme. Strogo poStovanje principa mera
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,sve unutra - sve napolje® (all in/all out), kao 1 temeljno ¢iS¢enje 1 dezinfekciju treba sprovoditi

izmedju iseljavanja i useljavanja karantinskih prostorija (Wong i sar., 2004).

Da bi se utvrdilo vreme trajanja karantina, mora se uzeti u obzir vreme inkubacije odredenih bolesti
(vreme izmedu infekcije do pojave prvih klini¢kih simptoma) i period izlu€ivanja infekta (Amass,
2005a). Trajanje karantina treba da bude najmanje Cetiri nedelje, medutim za neke bolesti ovaj period
je potrebno da traje duze (virus reproduktivnog i respiratornog sindroma svinja (PRRSV) 1 svinjski
cirkovirus tip 2 (PCV2) - Sest do osam nedelja; Mycoplasma hyopneumoniae - osam do deset nedelja)
(Eijck, 2003; Pritchard i sar., 2005; Dewulf i Van Immerseel, 2019).

Uprkos tome $to je karantin Siroko prihvaéena i preporucena praksa, pridrzavanje karantinskih mera u
velikoj meri varira. Istrazivanja u Cileu su pokazala da 56% proizvodaca koristi karantin prilikom
nabavljanja novih svinja. Sli¢ni podaci su dobijeni od strane Nacionalnog sistema za nadzor zdravlja
zivotinja (National Animal Health Monitoring Systems) u Sjedninjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD),
gde je pokazano da izmedu 33,6% 1 60,9% proizvodaca razdvaja ili smesta novonabavljene Zivotinje u
karantin po dolasku na farmu (Pinto i Urcelay, 2003). U istraZivanju sprovedenim u Spaniji takode je

ustanovljeno da 66% od svih ispitanih farmi sprovodi karantinske mere (Simon-Grifé i sar., 2013).

Transport Zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih Zivotinja. Transportna vozila za zivotinje mogu
ucestvovati u prenoSenju patogena sa jedne farme na drugu (Amass, 2005b; Neumann, 2012).
Transporna vozila za prevoz svinja, kao i vozaci, u stalnom su kontaktu sa farmama i klanicama zbog
¢ega predstavljaju znacajan rizik u pogledu prenoSenja patogena. 1z ovih razloga potrebno je zabraniti
pristup transportnim vozilima ¢istim podrucijima farme, kako bi se izbegla na ovaj nacin svaka
mogucnost prenosenja infektivnih agenasa (Andres i Davies, 2015). Parking za posetioce 1 vozila za
transport zivotinja bi trebalo da budu najmanje 300 m udaljeni od objekta sa smestaj zivotinja (Amass,
2005a). Svinje treba prevoziti samo transportnim sredstvima koja su temeljno oc¢isc¢ena i dezinfikovana.
Pored toga, sve mrtve Zivotinje, sav kontaminirani otpad i sav stajnjak moraju biti uklonjeni iz
transportnih vozila (Pritchard i sar., 2005; Dewulf i Van Immerseel, 2019). Svinje koje su bile u
kontaktu sa trasnportnim sredstvima tokom utovara ne smeju se vracati nazad na farmu, kako bi se
smanjio rizik unoSenja patogena iz transportnog sredstva na farmu. Utovarni prostor treba ocistiti 1

dezinfikovati nakon svakog utovara zivotinja (Pritchard i sar., 2005; Backhans i sar., 2015).

Lesevi se smatraju glavnim izvorom infektivnog materijala. Zbog toga se savetuje da se lesevi $to pre

uklone sa farmi i skladiSte na dobro izolovanom mestu (Meroz i Samberg, 1995; Pritchard i sar., 2005).
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Skladiste leseva trebalo bi da bude lokalizovano $to dalje od smestajnih objekata farme, na mestu gde
kamioni mogu da sakupe leSeve bez ulaska na farmu, kako bi se izbegli rizici unosenja bolesti ovim
putem (Evans i Sayer, 2000; McQuiston i sar., 2005; Pritchard i sar., 2005; Dewulf i Van Immerseel,
2019). Takode, treba spreciti kontakt StetoCina sa leSevima, kako ne bi doslo na ovaj nacin do Sirenja
potencijalnih patogena (Evans 1 Sayer, 2000). Farme sa hladnjacama za skladistenje leSeva imaju
mnoge prednosti. Primarno, potpuno zatvoreni sistem sprecava Sirenje infektivnog materijala i efikasan
je u izbegavanju kontakta sa StetoCinama, a zatim, ovi rashladni sistemi usporavaju procese truljenja
leseva, ¢ime doprinose manjim razvojem neprijatnih mirisa i smanjuju ucestalost transporta lesSeva do

kafilerija (Vangroenweghe i sar., 2009; Dewulf i Van Immerseel, 2019; Tanquilut i sar., 2020).

Patogeni kao $to su Escherichia coli, PRRSV, Salmonella, Brachyspira hyodysenteriae, Lawsonia
intracellularis, kao i mnogi drugi, mogu dugo preziveti u fecesu i uglavnom se prenose feko-oralnim
putem (Filippitzi i sar., 2017). Zbog toga se savetuje da se feces sa drugih farmi svinja ne $iri u opsegu
od oko +/- tri kilometra oko farme svinja (Amass, 2005b). Preporucuje se da se polute¢na frakcija
stajnjaka (osoka) iz farmskih objekata odvodi pomocu kanala sa nagibom (padom) u jame osocare kako
bi se izbeglo ponovo vracanje na farmu (Barceld i Marco, 1998). Oprema koja se koristi za rasturanje
stajnjaka ne sme se koristiti na drugim farmama, pogotovu ne na farmama slabijeg zdravstvenog
statusa, jer predstavlja veliku opasnost po zdravlje Zivotinja (Moore, 1992; Pritchard 1 sar., 2005;
Kirwan, 2008). Paluszak i sar. (2012) ukazuju da fermentacija uz aeraciju osposobljava stajnjak koji se
dalje moze koristi za dubrenje zemljiSta. Urea i u manjoj meri amonijak su dobri za dezinfekciju
stajnjaka kontaminiranog Yersinia enterocolitica i/ili Salmonella spp., ¢ime se smanjuje vreme

skladiStenja stajnjaka i povecava se njegova vrednost (Bolton i sar., 2013; Andres i Davies, 2015).

Postoje velike razlike u konstrukeiji 1 izgradnji podova na farmama koji znacajno uticu na to kako se
stajnjak iz smeStajnih objekata uklanja i1 skladisti. PoZeljno je da se koristi sistem koji sprecava
nakupljanje fecesa na farmi i kojim se ograni¢ava vremenski period izloZenosti zivotinja fecesu, kako
bi se sprecio feko-oralni put kruzenja patogena. Takode, onemogucavanje razliCitim zivotinjama
pristup stajnjaku od velikog je znaCaja za smanjenje rizika od Sirenja odredenih bolesti. Dobro
dizajnirani 1 odrzavani reSetkasti podovi su najpogodniji jer spreCavaju nakupljanje fecesa u
boksevima, ¢ime se smanjuje kontakt izmedu Zivotinja i njihovog izmeta (Andres i Davies, 2015).
Belceil i sar. (2004) su ustanovili da praznjenje kanala ispod reSetkastih podova pre nego $to se useli
slede¢a grupa krmaca u prasiliSte predstavlja zastitni faktor u borbi protiv Salmonella spp. U

istrazivanjima sprovedenim u SAD-u utvrdeno je da je prevalenca Salmonella bila niza kod svinja
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smestenih na reSetkastim podovima u poredenju sa svim drugim tipovima podova (Davies 1 sar.,
1997a,b). Sli¢no ovome smanjena prevalenca Salmonella kod svinja smestenih na potpuno resetkastim
podovima utvrdena je na farmama u Nemackoj (Hotes i sar., 2010) i Belgiji (Nollet i sar., 2004).
Ovime se potvrduje da se puni podovi obicno mehanicki Ciste, pa je na taj nacin lakSe prenoSenje
fecesa izmedu bokseva svinja, za razliku od resSetkastih sistema u kojima je svaki boks zasebna jedinica

(Twomey i sar., 2010).

Snabdevanje hranom, vodom i opremom. Hrana generalno ne bi trebalo da predstavlja rizik po
zdravlje zivotinja zbog strogih uslova proizvodnje. Medutim, ranija praksa koja je podrazumevala
prihranjivanje pomijama, koja je sada zadranjena u zemljama Evropske unije (EC, 2002), dovodila se u
vezu sa pojavom zaraznih bolesti, poput klasi¢ne svinjske kuge, africke svinjske kuge 1 slinavke i Sapa

(Zu Ermgassen i sar., 2016; Filippitzi i sar., 2017; Van Rensburg i sar, 2020).

Hrana moze biti potencijalni izvor patogena na farmi svinja. Mikroorganizmi poput E. coli ili
Salmonella spp. mogu kontaminirati hranu za zivotinje (Tran i sar., 2018; De Lucia i sar., 2018).
Kontaminiranje hrane moze se desiti tokom proizvodnje, transporta ili skladiStenja (Lister, 2008).
Takode, kontaminirana voda za pice potencijalno moze nagativno uticati kako na zdravlje ljudi, tako i
na zdravlje zivotinja. Patogeni se na farmi lako mogu proSiriti putem kontaminirane vode za pice
(Dewulf i Van Immerseel, 2019). Bakterioloske osobine vode su jako bitne za napajanje Zivotinja.
Bakterije mogu duze vreme preziveti u vodi 1 predstavljati opasnost za zapat svinja na farmi (Hémonic
i sar., 2010; Gelaude 1 sar., 2014). Stoga je svakako preporucljivo redovno (poZeljno je dva puta
godiSnje) ispitivanje kvaliteta vode za pice, a takode savetuje se i sistematsko ¢is¢enje cevi (Pritchard i
sar., 2005; Hémonic i sar., 2010; Gelaude i sar., 2014; Backhans i sar., 2015; Dewulf i Van Immerseel,
2019).

Posetioci i radnici na farmi. Poznato da se infektivni agensi mogu preneti sa ¢oveka na zivotinju i
obrnuto. Upravo iz tog razloga, broj posetilaca na farmi treba biti ograni¢en, kako bi se omogucilo §to
manje kontakata izmedu ljudi i Zivotinja. Covek moZe biti mehanicki i bioloski vektor prilikom prenosa
infektivnih agenasa na farmi (Amass i sar., 2003b; Amass, 2005b; Lister, 2008; Dewulf i Van
Immerseel, 2019). Ljudi mogu imati ulogu mehani¢kog vektora ako su bili u kontaktu sa zaraZzenim
zivotinjama, a nakon toga dodu u kontakt sa prijem¢ivim Zivotinjama bez preduzimanja bilo kakvih
mera predostroznosti (Amass 1 sar., 2003b; Pritchard i sar., 2005; Dewulf i Van Immerseel, 2019).
Prenos se odvija uglavnom ostacima sekreta ili eksekreta zarazenih zivotinja na obudi i odec¢i ljudi.
Ovaj nacin prenoSenja dokazan je kod nekoliko infektivnih agenasa medu kojima su virus klasi¢ne
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kuge svinja (Filippitzi i sar., 2017), bakterijska oboljenja prouzrokovana E. coli (Amass i sar., 2003b),
B. hyodysenteriae (Giacomini i sar., 2018), kao i L. intracellularis (Vannucci i sar., 2019). Postoji
mogucénost da ljudi imaju ulogu i bioloskih vektora u prenoSenju patogenih agenasa koji su infektivni
kako za ljude, tako i1 za zivotinje, poput virusa influence HIN1 (Newman i sar., 2008) ili
Staphilococcus aureus (Boss i sar., 2016). Smatra se da se prenos infekta izmedu ljudi i svinja odvija

direktnim kontaktom (Huijsdens i sar., 2006).

Na farmama sa visokim zdravstvenim statusom radnici i posetioci u obavezi su da se istuSiraju pre
ulaska na farmu. Glavna prednost ove procedure je sigurnost da ¢e sva eventualno kontaminirana odeca
biti zamenjena odec¢om i obu¢om dobijenom od strane farme i da ¢e ruke ljudi biti temeljno oprane
(Vangroenweghe i sar., 2009; Hémonic i sar., 2010; Pritchard i sar., 2005). Pored toga, ova mera
smanji¢e ucestalost hitnih poseta na farmi (Amass i Clark, 1999; Dewulf i Van Immerseel, 2019).
Mnogi autori naglasavaju da posetioci i osoblje kada udu na farmu, uvek treba da nose Cistu odecu i
obucu kako bi se izbegla moguénost prenosenja bolesti kontaminiranom ode¢om (Pritchard i sar., 2005;

Hémonic i sar., 2010; Dewulf i Van Immerseel, 2019).

Na farmama sa visokim zdravstvenim statusom posetioci ne bi trebalo, prethodno, da budu u kontaktu
sa svinjama sa drugih farmi minimalno 24, pa do 48 sati (Amass, 2005a; Pritchard i sar., 2005;
Vangroenweghe i sar., 2009). Infektivni agensi, kao na primer Mycoplasma hyopneumoniae, moze
preziveti na ode¢i ljudi od 24 do 48 ¢asova, dok virus slinavke i1 Sapa mozZe opstati u nosu ljudi 11

casova, a ispod noktiju ¢ak nekoliko dana (Moore, 1992).

Kontrola Stetocina i ptica. Poznato je da su glodari prenosioci mnogih mikroorganizama kao Sto su B.
hiodisenteriae (dizenterija svinja), Leptospira interrogans, Erysipelothrix rhusiopathiae, PRRSV,
PCV2, Salmonella, E. coli i L. intracellularis (Filippitzi i sar., 2017). Regulacija populacije glodara je
od izuzetne vaznosti i ima epidemiolosko-epizootioloski i ekonomski znacaj, ne samo zbog Steta koje
mogu prouzrokovati na farmi, kao na primer: oSte¢enje zidova, izolacije, elektricne instalacije, opreme,
pojedene 1 kontaminirane hrane, ve¢ i zbog prenoSenja bolesti virusne, bakterijske i1 parazitske
etiologije (Backhans i Fellstrom, 2012). Glodari igraju znacajnu ulogu, i kao mehanicki, i1 kao bioloski
vektori, u prenoSenju infektivnih agenasa. Oni mogu da budu odgovorni za Sirenje odredenih patogena
unutar farme svinja, ali i za Sirenje patogena sa susednih farmi (Amass i1 Baysinger, 2006;
Vangroenweghe 1 sar., 2009). Iako se smatra da su StetoCine izvor infekcija i da su odgovorne za
unoSenje infekata na farmu, ipak je veca verovatnoca da predstavljaju rezervoare patogena koji su veé
prisutni na farmi (Andres i Davies, 2015). IstraZivanja sprovedena u Spaniji i Danskoj ukazuju da
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farme svinja dovode do infekcije divljih ptica salmonelom (Hald i Andersen 2001; Andrés i sar., 2013).
Sliéna istraZivanja sprovedena u Svedskoj su takode, ukazala da patogeni koji se javljaju kod svinja,
kao $to su L. intracellularis i Y. enterocolitica, se prenose na glodare sa inficiranih svinja ili okoline
zarazene farme (Backhans i sar., 2013). Uticaj vektora je naroCito vazan u okolini same farme, gde je
mnogo teze sprovesti kontrolu. Glodari, a pre svega miSevi i pacovi, mogu doprineti Sirenju L.
intracellularis i Salmonella, prevashodno tako S§to patogene mogu Siriti u okolini i preneti ih na
zivotinje preko kontaminirane hrane ili kontaminirane opreme (Davies i Cook, 2008; Friedman i sar.,
2008). Na isti nacin kao $to to Cine glodari, ptice mogu direktno ili indirektno da prenose patogene na
populaciju svinja. Pored toga, mogu ostetiti poljoprivredne zgrade ili opremu (Amass i Baysinger,
2006; Filippitzi i sar., 2017). Ptice takode mogu igrati znac¢ajnu ulogu u prenosenju odredenih patogena

kao sto je Salmonella spp. (De Lucia i sar., 2018).

Kuéni ljubimci (psi i macke) mogu biti indirektni vektori infektivnih agenasa ukoliko imaju pristup
farmama. Na taj nac¢in mogu preneti infektivni materijal prijem¢ivim zivotinjama. Dakle, regulacija
populacije pacova ili miSeva od strane kué¢nih ljubimaca nije preporuéljiva metoda i stoga je apsolutno

nedopustiva (Vangroenweghe i sar., 2009; Dewulf i Van Immerseel, 2019).

Insekti, takode, mogu igrati znac¢ajnu ulogu u prenos$enju patogena na farmi svinja. Nekoliko studija je
pokazalo da mikroorganizme poput Salmonella spp., virus transmisivnog gastroenteritisa,
Streptococcus suis, PRRSV, Bordetella bronchiseptica, Clostridium perfringens, virus klasi¢ne kuge
svinja, Brucella suis, E. coli i L. intracellularis i PCV2 prenose odredeni beski¢émenjaci (Otake i sar.,
2003; Filippitzi i sar., 2017; Pritchard i sar., 2005).

Da bi se redukovala populacija insekata vazno je koristiti razli¢ite vrste insekticida i drugih mera poput

postavljanja mrezica na svim prozorima ukljuc¢ujuci i ventilacione otvore (Vangroenweghe i sar., 2009;

Gelaude i sar., 2014).

Lokacija farme. Razli¢iti patogeni svinja, kao S$to su Actinobacillus pleuropneumoniae, B.
bronchiseptica, M. hyopneumoniae, B. suis, C. perfringens, E. coli, Pasteurella multocida, virus
klasi¢ne kuge svinja, PRRSV, S. suis, Salmonella spp. kao i mnogi drugi uzro¢nici mogu se Siriti
aerosolom (Filippitzi i sar., 2017). Kako se ovi patogeni mogu preneti vazduhom, tako se lokacija
farme smatra kriticnom taCckom u okviru eksternih biosigurnosnih mera (Pinto 1 Urcelay, 2003; Hartung
i Schulz, 2007; Vangroenweghe i sar., 2009). Kada se planira izgradnja farme svinja prvo se mora

izabrati odgovarajuca lokacija koja je u saglasnosti sa potrebama farme, planovima, postojacim
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ogranicenjima, ekoloskim propisima i drugim uslovima, posto su to sve parametri koji se ne mogu
promeniti kada se farma izgradi (Amass, 2005a; Casal i sar., 2007). Udaljenost od susednih farmi
svinja, prisustvo javnih saobraéajnica za prevoz zivotinja i dominantan pravac vetra na farmi, moze
uticati na prenos bolesti putem vazduha (Pritchard i sar., 2005). Istrazivanja su pokazala da broj farmi u
krugu od dva kilometra ima znacajan uticaj na ucCestalost pojave respiratornih bolesti svinja (Rose 1
Madec, 2002). Zbog toga se predlaze da minimalna udaljenost izmedu dve razli¢ite farme svinja bude
500 metara, jer se na taj nac¢in moze znacajno smanjiti rizik od Sirenja zaraznih bolesti. Vrsta, broj i
gustina farmi u pre¢niku od 2 km se smatraju presudnim faktorom za unoSenje zaraznih bolesti na
farmu (Pritchard i sar., 2005). Medutim, postoje primeri gde udaljenost izmedu farmi je bila mala, pa
ipak nije doSlo do pojave bolesti, kao Sto je slu¢aj u Danskoj (Moore, 1992). Smatra se da su
biosigurnosne mere u podrucijima gusto naseljenim farmama svinja bolje usaglaSene sa postovanjem
procedura i adekvatnim menadzmentom ¢ime uspe$no sprecavaju unoSenje i Sirenje bolesti, pa na taj
nacin mogu da nadomeste nedostatak vezan za lokaciju (Barcel6 i Marco, 1998; Amass i Clark, 1999;
Ribbens i sar., 2008).

Divlje zivotinje, ukljucujuc¢i divlje svinje, mogu predstavljati ozbiljnu pretnju za populaciju svinja na
farmama, jer te Zivotinje mogu biti rezervoari za infektivne bolesti svinja (Ruiz-Fons i sar., 2007;
Filippitzi i sar., 2017). Ako se svinje drZe napolju, povecace se rizik od prenosa bolesti direktnim
kontaktom sa divljim svinjama, naro¢ito ako u okruZenju farme ima mnogo divljih svinja (Ribbens i
sar., 2008; Vangroenweghe i sar., 2009). To se odnosi na primer africke i klasi¢ne kuge svinja (Ito i
sar., 2019) kao i na Aujeskijevu bolest (Casades-Marti i sar., 2020). Da bi se izbegao kontakt izmedu
divljih svinja 1 drugih divljih Zivotinja sa domac¢im svinjama na farmi, preporucuje se ograda oko farme

svinja (Pritchard i sar., 2005).
2.2.1.2. Interne biosigurnosne mere

Interne biosigurnosne mere odnose se na: kontrolu bolesti, prasiliSte i period dojenja, odgajivaliste,

toviliSte, mere izmedu odeljaka i koriS¢enje opreme i ¢is€enje 1 dezinfekciju.

Kontrola bolesti. Za kontrolu bolesti na farmama svinja od izuzetne vaznosti je da se zakrzljala prasad
ne mesa sa mladom grupom prasadi. Naime, takva prasad sporijeg rasta kada se vracaju u legla mlade
prasadi predstavljaju rizik, jer potencijalno mogu preneti infektivne agense. Na ovaj nacin, bolest se
lako moze prosiriti u grupu imunoloski osetljivih prasadi (Dewulf i Van Immerseel, 2019). Obolele

zivotinje treba $to je moguce pre izolovati iz zapata kako bi se izbegao direktan ili indirektan kontakt sa
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ostalim svinjama. Potrebno ih je odvojiti u potpuno izolovani prostor, u izdvojeni boks ili poseban
smestajni objekat (Hémonic sar., 2010; Filippitzi i sar., 2017; Dewulf i Van Immerseel, 2019).
Premestanje bolesnih svinja u nenaseljeni odeljak istog objekta gde su i druge zdrave svinje ili
premestanje bolesnih svinja u hodnik istog objekta ima veoma mali znacaj, jer na ovaj nacin obolele
zivotinje i dalje mogu ucestvovati u prenoSenju bolesti. LeSevi obolelih zivotinja, takode, predstavljaju
izvor zaraza i moraju se Sto pre ukloniti sa farmi (Pritchard i sar., 2005; Andres i Davies, 2015; Dewulf
I Van Immerseel, 2019). Da bi se izbegao prenos patogena izmedu obolelih i1 prijemcivih Zivotinja,
savetuje se manipulisanje ili leCenje obolelih svinja uvek posle manipulacije sa zdravim svinjama

(Vangroenweghe i sar., 2009; Backhans i sar., 2015; Vidic i sar., 2015).

Vakcinaciju svinja treba sprovoditi prema unapred utvrdenom protokolu kako bi se stvorio uravnotezen
1 bolji imunitet svinja (Filippitzi i sar., 2017). Vakcinacijom Zzivotinja obezbeduje se zastita od razvoja
klini¢kih simptoma bolesti, ali takode spreCava se prenos patogena u zapatu svinja. Prema tome,
vakcinacija moze smanyjiti rizik od bolesti ili smrtnosti svinja, ali je i od koristi za op$tu dobrobit svinja

(Andres i Davies, 2015).

PrasiliSte i period dojenja. Infektivni agensi se mogu preneti horizontalno, sa krmace na prasad preko
koze i mlecne Zlezde, i1 vertikalno putem placente i mleka (Amass i sar., 1996; Filippitzi i sar., 2017).
Pre nego Sto se krmace prebace u prasiliste, potrebno je izvrSiti tretman protiv endo 1 ekto parazita 1
oprati krmace kako bi se spre¢io prenos patogena iz ¢ekalista u prasiliSte. Pranje krmaca treba obaviti
pre nego Sto udu u prasiliSte, kako bi se izbegla kontaminacija prasiliSta tokom procesa pranja
(Vangroenweghe i sar., 2009; Dewulf i Van Immerseel, 2019). Mesanje legla u prasilistu je opasno, jer
se infektivni agensi mogu preneti sa zaraZzene krmace na osetljivu prasad, koja nemaju maternalna

antitela (Filippitzi i sar., 2017).

U prasilistu se izvode brojne intervencije na prasadima kao Sto je kastracija, stavljanje usnih markica,
aplikacija gvozda za Ciju primenu je potrebna odredena oprema. Ova oprema moze da predstavlja put
Sirenja patogena ukoliko se nakon upotrebe ne ocisti i dezinfikuje (Vangroenweghe i sar., 2009;

Filippitzi i sar., 2017).

OdgajivaliSte. PoStovanje principa mera ,,sve unutra - sve napolje* (all in/all out) predstavlja jednu od
najvaznijih biosigurnosnih mera za prekidanje ciklusa Sirenja patogena iz jednog dela proizvodnje u
drugi (Clark 1 sar., 1991). Ova mera podrazumeva da se svinje drze u razliitim grupama u zavisnosti

od starosti 1 mase. Ove razli¢ite grupe ne mogu se mesSati tokom boravka na farmi svinja, a kada se
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grupa svinja prebaci u slede¢u fazu proizvodnje (npr. iz prasiliSta u odgajivaliste), cela proizvodna
jedinica se mora potpuno isprazniti (Maes i sar., 2008b; Hémonic i sar., 2010; Dewulf i Van
Immerseel, 2019; Backhans i sar., 2015). Ovaj princip omogucava da se temeljno ocisti 1 dezinfikuje

svaki odeljak kako bi se izbegla unakrsna kontaminacija izmedu uzastopnih proizvodnih ciklusa

(Dewulf i Van Immerseel, 2019).

Gustina naseljenosti svinja u objektima za smestaj svinja utvrdena je minimalnim uslovima za zastitu

svinja koje propisuje Evropska unija (Council Directive 2008/120/EC).

ToviliSte. Vazno je usvojiti pravila za sprecavanje Sirenja bolesti izmedu razli¢itih starosnih kategorija
svinja. Ta pravila podrazumevaju utvrdivanje kretanja radnika unutar farme. Potrebno je ustanoviti
smerove kretanja posetilaca i radnika na farmi. Tokom obilazaka smestajnih objekata u okviru farme,
treba se strogo pridrzavati utvrdene rute i sve radnje na farmi svinja treba izvoditi po strogim
propisanim redosledom, s tim da nema vracanja u prethodni odeljak (Vangroenweghe i sar., 2009;

Laanen i sar., 2011).

Zivotinje razli¢ite starosti su razli¢ito osetljive na odredene patogene. Zbog toga je presudno drzati
odvojeno razli¢ite starosne kategorije svinja, kako bi se izbegao prenos patogena medu svinjama
razliCite starosti. Pored toga, rad na farmi treba obavljati pocevsi od najmladih kategorija prasadi, pa
nakon toga preci na starije kategorije svinja, kao i po strogo definisanom redosledu prvo rad sa zdravim
zivotinjama, pa nakon toga sa bolesnim (prvo pregledati prasad na sisi, a potom gravidne krmace,
prasad u odgoju, tovne svinje, karantin, bolesne Zivotinje i na kraju skladiSte leSeva). PoStovanjem

ovog redosleda moze se spreciti prenos bolesti na farmi (Filippitzi i sar., 2017).

Mere izmedu odeljaka i koriS¢enje opreme. PrenoSenje patogena moze biti i indirektno preko
opreme koja se koristi na farmi svinja (Laanen i sar., 2011; Gelaude i sar., 2014; Filippitzi i sar., 2017).
Da bi se izbegao prenos bolesti, potrebno je da svaka smestajna jedinica farme ima zasebnu opremu,
koja se ne sme koristiti kod razlic¢itih starosnih kategorija svinja. Zbog toga je preporucljivo koristiti
opremu koja je jasno prepoznatljiva (razli¢ite boje) kako bi se sprecilo njeno premestanje iz jednog
odeljka u drugi (Vangroenweghe i sar., 2009; Laanen i sar., 2011; Gelaude i sar., 2014; Dewulf i Van
Immerseel, 2019). Patogeni se lako mogu uneti preko opreme koja se koristi na farmi. To se narocCito
desava ukoliko se oprema koristila kod razlicitih kategorija svinja ili na razli¢itim farmama (Pritchard 1
sar., 2005; Filippitzi i sar., 2017). Da bi se spre¢io prenos patogena preko opreme sa jedne farme na

drugu, savetuje se da oprema koja se koristi bude predodredena samo za jednu farmu (Lister, 2008;
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Gelaude i sar., 2014). Na primer, svaka farma treba da ima opremu za fiksiranje svinja koju ne bi
trebalo pozajmljivati drugim farmama. Takode, treba podi¢i interne biosigurnosne mere kako bi se
sprecio prenos bolesti izmedu razli€itih osetljivih starosnih grupa svinja, jer se ova oprema moze brzo
kontaminirati pljuvackom i drugim organskim materijalom S$to moze dovesti do Sirenja patogena na
farmi (Vangroenweghe i sar., 2009).
Upotreba Sprica i igle za aplikaciju lekova ili preparata gvozda moze imati znacajnu ulogu u prenosenju
zaraznih bolesti, naro¢ito ukoliko se ne menjaju redovno (Hémonic i sar., 2010; Filippitzi i sar., 2017).
Igle se mogu kontaminirati patogenima sa koze svinje ili preko krvi inficiranih zivotinja, pa na taj nacin
mogu predstavljati rizik za prenoSenje bolesti izmedu svinja (Hémonic i sar., 2010). Preporucljivo je
koristiti nove igle za sve vidove aplikacije medicinskih sredstava (igle za jednokratnu upotrebu), ali na
vecini farmi svinja igla se koristi dok potpuno ne zatupi. Da bi se postigao kompromis, preporucuje se

da se igla menja za svako novo leglo ili na svakih 10 zivotinja (Vangroenweghe i sar., 2009).

Ciséenje i dezinfekcija. Da bi se kontrolisale zarazne bolesti na farmi svinja, veoma je vazno sprovesti
temeljno CiS¢enje i dezinfekciju, jer klinicki zdrave svinje mogu izlucivati patogene putem sekreta i

eksekreta i na taj na¢in mogu kontaminirati svoju okolinu (Amass i Clark, 1999).
Temeljni postupak ¢iséenja i dezinfekcije sastoji se od sedam koraka (Dewulf i Van Immerseel, 2019):

Mehanicko c¢isc¢enje (uklanjanje organske materije),

Natapanje (kvaSenje) svih povrSina deterdZentom,

Pranje prostorija vodom pod pritiskom kako bi se uklonila sva zaostala necistoca,
SuSenje nakvaSenih prostorija kako bi se izbeglo razblaZivanje dezinficijensa,
Dezinfekcija prostorija,

Susenje dezinfikovanih prostorija i

N o a k~ wnh e

Kontrola izvr$enog postupka (higijenogram).

Da bi se sprecilo Sirenje patogena preko obuce, uredaji za pranje Cizama i dezobarijere mogu se
postaviti izmedu razli¢itih odeljaka jednog smeStajnog objekta na farmi ili razli¢itih smeStajnih
objekata u okviru farme. Ako se dezobarijere ne odrzavaju i ne koriste na pravi nafin mogu
predstavljati put Sirenja infektivnih agenasa (Vangroenweghe i sar., 2009). Zbog toga je vazno
odrzavati higijenu smestajnih objekata za uzgoj svinja, jer pored zdravstvenog aspekta, Ciscenje i
dezinfekcija pozitivno utiCu na proizvodne performanse svinja, a narocito na prosecan dnevni prirast
(Laanen i sar., 2013).
17



Pregled literature

2.3. Enteric¢ne bolesti svinja

Poznato je da zdravstveno stanje svinja na podru¢ju Republike Srbije ogranicava uspeSnu i odrzivu
proizvodnju. Konstantan rast ucestalosti pojavljivanja bolesti, njihov tok i nepovoljan ishod razlozi su
ogromnih direktnih i indirektnih gubitaka. U preko 50% slucajeva radi se o enteri¢nim bolestima, medu

¢ijim uzro¢nicima pored E. coli (Gagr¢in i sar., 2002) je i L. intracellularis, koja izaziva proliferativnu

Entericne zarazne bolesti predstavljaju velike probleme u svinjarstvu Sirom sveta. One su od velikog
ekonomskog znacaja za uzgajivace zbog slabijeg napredovanja, manjeg prirasta i ve¢e smrtnosti svinja.
Takode su prisutni i indirektni gubici usled povecane upotrebe antibiotika i promena u samom
upravljanju farme kako bi se kontrolisala bolest (Wood i Lysons, 1988; McOrist i sar., 1997a). Drugi
problemi koji se javljaju usled enteri¢nih bolesti jesu ugrozavanje zdravlja Zivotinja, povecani rizici od
prenoSenja bolesti, zoonoze koje se mogu preneti na ljude (Poppe i sar., 1998) i rezistencija na
antibiotike (Aarestrup i sar., 2000). Mnogi patogeni koji se nadu u crevima izazivaju lezije, poremecaj
u transportu hranljivih materija ili promene u enzimskoj aktivnosti (Holland, 1990). Ishod ovakvih
stanja je Cesto varijabilan i1 zavisi od etiologije entericne bolesti. Tako da u nekim slucajevima dolazi
do visokog morbiditeta, dok u drugim do visokog mortaliteta. Posledice nekih enterickih bolesti
smanjene su primenom vakcina i napretkom u upravljanju farme, odnosno primeni biosigurnosnih mera
(Springer i Selbitz, 1999; Dean-Nistrom i sar., 2002; Laine i sar., 2008; Pejsak i sar., 2010), kao S$to je
postovanje principa mera ,,sve unutra - sve napolje* (all in/all out) (Smith i sar., 1998; Mirko i Bilkei,
2006).

Entericne bolesti mogu biti bakterijske, virusne ili parazitske etiologije. Nace§¢i uzrocnici su L.
intracellularis, E. coli, C. perfringens, Brachyspira spp., Salmonella spp., rotavirus, (PCV2) i Isospora
suis, a prevalenca ovih bolesti varira Sirom sveta (Stege i sar., 2000; Thomson i sat., 2001; Merialdi i
sar., 2003; Suh i Song, 2005; Katsuda i sar., 2006). Od bakterijskih uzro¢nika najéesce se javljaju L.
intracellularis i Brachyspira spp. (Jacobson i sar., 2005), dok se Salmonella spp. rede javljaju kod

svinja (Bogvist i sar., 2003).

Klinic¢ka slika enteri¢nih bolesti. Dijareja je najceSca klinicka manifestacija bolesti digestivnog trakta
kod svinja koja se javlja Sirom sveta. Dijareja se moze definisati kao malapsorpcija vode 1 elektrolita
(Jubb i Kennedy, 1970), ucestale pasaze mekog ili vodenastog fecesa (Liebler-Tenorio i sar., 1999), ili

stanje kada se u fecesu nalazi preko 80% vode (Makinde i sar., 1996). Enteri¢ne bolesti odlikuju
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razli¢iti klinicki simptomi, koji se krecu od meke stolice koja traje nekoliko dana kod zivotinja koje
naizgled deluju zdravo, do obilnog vodenastog fecesa sa dehidratacijom i ubrzanim gubitkom telesne
mase (Svendsen i sar., 1974; Morin i sar., 1983; Johnston i sar., 2001). Crevni sadrzaj moze biti
mukozan, hemoragican ili nekrotican, a bolest se moze brzo pojaviti sa smrtnim ishodom bez

prethodnih klinickih simptoma (Alexander i Taylor, 1969; Svendsen i sar., 1974).

Dijareja se ponekad pojavljuje kod pojedina¢nih zivotinja, ali ¢eS¢e se javlja kao ponovljeni problem u
zapatu i zahvata veci broj zivotinja (Svendsen i sar., 1974; Jestin i sar., 1985; Nabuurs i sar., 1993).
Ekonomski gubici su znacajni zbog povecane stope smrtnosti, slabijeg napredovanja svinja i troSkova
leCenja (McOrist 1 sar., 1997a; Wills, 2000). Slabije napredovanje svinja dovodi do produzavanja
vremena tova i prekovremenog boravka svinja u jednom zapatu. Sve to ima uticaj na sistem uzgoja
dovodec¢i do remecenja biosigurnosnih mera i higijene, ¢ime se povecava rizik od prenosenja bolesti

(Pearce, 1999; Wills, 2000; Morris i sar., 2002).

Dijareja moze prouzrokovati velike ekonomske gubitke (Morris i sar., 2002). Na primer, u Australiji
krajem osamdesetih godina, proizvodni gubici usled kolibaciloze kod odluc¢ene prasadi procenjene su
na oko 80 $ po krmaci godiSnje, a za dizenteriju svinja proizvodni gubici iznosili su 100 $ (Cutler i
Gardner, 1988). U SAD-u za proizvodnju tovljenika od 100 kg utrosi se 32 $ vise na farmama sa
izrazenom dijarejom u poredenju sa farmama sa visokim zdravstvenim statusom, §to jasno ukazuje na
ekonomske gubitke izazvane raznim bolestima (Batista i Pijoan, 2002). Stoga dijareja kod svinja
izaziva znatne ekonomske gubitke, ne samo za pojedina¢nog poljoprivrednog proizvodaca, ve¢ i za

celu zemlju.

Dijareja kod svinja moZe imati i druge uticaje na druStvo (Glossop, 2002; Hayes, 2002). Pre svega,
neke od enteri¢nih bolesti svinja su zoonoze 1 mogu se preneti na ljude direktnim kontaktom sa
zarazenih svinjama ili preko mesa i proizvoda od mesa (Helms i sar., 2001; Nielsen, 2002). Zatim,
postoji sve veca zabrinutost zbog razvoja antibiotske rezistencije i prisustva rezidua antibiotika u hrani
animalnog porekla, s obzirom da je velika upotreba antibiotika i kod zivotinja i kod ljudi (Wills, 2000;
Glossop, 2002). Takode, dobrobit zivotinja je jedno od najvaznijih pitanja u stocarstvu i bolesti se
moraju smatrati vaznim pitanjem dobrobiti zivotinja (Fraser, 2002; Glossop, 2002), kao i prekomerna

emisija azota i fosfata na farmama svinja (Hatfield, 2002).

Patogeneza enteri¢nih bolesti. Dijareja nastaje kao posledica poremecaja izlucivanja te€nosti i

apsorpcije vode, elektrolita i hranljivih materija u crevima. Nezrele epitelne Celije crevnih kripta imaju
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pretezno sekretornu funkciju, dok zrele epitelne ¢elije na povrsini vila tj. crevnih resica imaju pretezno
apsorpcionu funkciju. Ovo je vazno imati u vidu, jer kod nekih enteri¢nih bolesti prvenstveno dolazi do
lezija na povrSinskom epitelu, Sto dovodi do poremecaja apsorpcije te¢nosti i elektrolita, dok sekrecija
u kriptama ostaje nepromenjena ili je Cak povecana. Povecana sekrecija spira sluz u lumenu koji je
potreban za varenje i1 pasazu crevnog sadrzaja kroz gastrointestinalni trakt. Povecana propustljivost

(permeabilnost) creva i povecéano osmotsko opterecenje u lumenu dovodi do dijareje (Moeser i
Blikslager, 2007).

Enterotoksi¢ni soj E. coli je primer patogena koji izaziva sekretornu dijareju. Bakterije stvaraju
enterotoksine, termostabilan toksin, termolabilan toksin i termostabilan enterotoksin-1 koji podsticu
sekreciju u crevima (Soderlind i Mollby, 1979; Savarino i sar., 1993). Atrofija crevnih resica i
malapsorpcija Cesto se javljaju kod virusnih dijareja, kao §to je to slucaj kod rotavirusnih infekcija
(Ward 1 sar., 1996). Rotavirusi se vezuju za zrele enterocite na crevnim resicama. Zatim ulaze u ¢éeliju
gde se razmnozavaju 1 smanjuju apsorpciju glukoze Sto dovodi do razvoja osmotske dijareje (Halaihel 1
sar., 2000). Dijareja izazvana delimi¢no malapsorpcijom je prisutna i kod infekcija izazvanih
Brachyspira spp. Smanjena apsorpcije natrijuma i vode, takode, dovodi do dijareje (Argenzio i sar.,
1980).

lako je B. hyodysenteria uzro¢nik dizenterije svinja, smatra se da prisustvo drugih bakterija (Whipp i
sar., 1979) ili promena ishrane (Durmic 1 sar., 1998) uti¢u na nastanak bolesti. Vecina ostalih bakterija
je nepokretna u viskoznoj sluzi, $to predstavlja odbranbenu barijeru na povrsini epitela, dok B.
hyodysenteriae je jako pokretljiva u sluzi i moze lako do¢i do povrSine enterocita (Kennedy i sar.,
1988). Imunski odgovor domacina takode se smatra vaznim faktorom u razvoju bolesti (Hontecillas i
sar., 2005). Na primer, zapaljenjska oboljenja creva rezultat su poremecaja u regulaciji CD4+ T (CD4+
T helper cells) ¢elijskog odgovora na antigene iz creva od strane regulatornih T ¢elija (Cong i sar.,
2000).

L. intracellularis inficira mlade, nezrele enterocite u crevnim kriptama, i to najcesée u ileumu, gde se
umnozavaju U citoplazmi ¢elija. Inficirane Celije poCinju da se progresivno umnoZzavaju, prenoseci
uzro¢nika na Cerke Celije koje ne uspevaju da se razviju u zrele apsorptivne enterocite (Kroll i sar.,
2005). Smatra se da smanjena sposobnost apsorpcije dovodi do dijareje, ali jo§ uvek nije potpuno jasno

da li L. intracellularis utice i na sekretornu funkciju.
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PCV2 je uzro¢nik multisistemskog slabljenja prasadi nakon odlucenja i dovodi do limfoidne deplecije i
granulomatoznog enteritisa sa infiltracijom epitelnih ¢elija i multijedarnim dzinovskim c¢elijama u
Pajerovim plocama. Intracelijska inkliziona tela Cesto se vide u multijedarnim dzinovskim c¢elijama,
kao i histocitoza (Kim i sar., 2004; Jensen i sar., 2006b). Medutim, uglavnom nisu samo uzroc¢nici
dovoljni da izazovu dijareju, ve¢ najcecSe u sadejstvu sa drugim nespecificnim faktorima, kao Sto su
prenatrpani objekti, meSanje zivotinja, uticaj sredine, transporta i kolebanje temperature, stvaraju se

preduslovi da svinje budu podloznije entericnim infekcijama (Laine i sar., 2008).
2.4. Lawsonia intracellularis uzro¢nik proliferativne enteropatije (PE) svinja

Enteri¢ne bolesti svinja se vrlo Cesto javljaju nakon odlucenja i uglavnom su infektivne prirode
(Ramirez, 2012). Dok virusi igraju glavnu ulogu u pojavljivanju odredenih patoloskih stanja kod
mladih svinja, bakterije 1 protozoe Cesto uzrokuju pojavu dijareje dovodeci do smanjenja prosecnog
dnevnog prirasta svinja. L. intracellularis je rasprostranjena Sirom sveta i dovodi do velikih
ekonomskih gubitaka. Infekcija ovom bakterijom manifestuje se kod svinja u dve klini¢ke forme
(McOrist i sar., 2012):

e Hroni¢na proliferativna forma, opisana kao proliferativna enteropatija (PE) ili proliferativna
enteropatija svinja (PPE), koja se javlja kod odlu¢ene prasadi i tovljenika mladih od Cetiri
meseca. KarakteriSe se smanjenjenim prirastom 1 malim procentom uginuca usled proliferacije i
zadebljanja ileuma i proksimalnog kolona;

e Akutna forma je poznata kao proliferativni hemoragicni enteritis (PHE), i karakteriSe se
intestinalnim krvarenjima i iznenadnom smréu, koja se javlja kod svinja starijih od Cetiri

meseca (McOrist i sar., 2012).

Klinic¢ka slika PE i izolacija bakterije L. intracellularis. Intestinalna adenomatoza kod svinja prvi
put je opisana 1931. godine od strane Beister 1 Schwarte sa Departmana za veterinarska istrazivanja u
Ajovi (Department of Veterinary Investigation, lowa State College, Ames, lowa, USA). Ovi autori su
je definisali kao ,,epitelnu degeneraciju sa formiranjem adenomatoznih izraslina i zamenom peharastih
¢elija nediferenciranim c¢elijama u ileumu 1 kolonu“. Beister i Schwarte su opisali ovu bolest kod 12
svinja koje su inficirali crevnim sadrzajem i skarifikatom sluznice creva zarazenih svinja, §to se
manifestovalo akutnom dizenterijom i proliferativnim epitelnim lezijama u crevima (Biester i
Schwarte, 1931). Ovo istrazivanje je dokazalo infektivnu prirodu ,,intestinalne adenomatoze svinja“

danas poznate kao proliferativna enteropatija. Rowland i sar. sa veterinarskog fakulteta u Edinburgu
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(Royal Dick, School of Veterinary Studies, Edinburgh, UK) su 1973. godine pomocu elektronskog
mikroskopa identifikovali ,,nepravilno zakrivljenu bakteriju“ u inficiranim epitelnim ¢elijama svinja sa
PHE. Bojenje epitelnih ¢elija creva sa serumom obelezenim fluoroforom kod inficiranih svinja otkrilo
je specificne promene u njihovoj apikalnoj citoplazmi (Rowland i sar., 1973, Lawson i sar., 1985). Ista
grupa istrazivaa je 1989. godine uspela da identifikuje kampilobakter - sli¢ne organizme
(Campylobacter-like) u citoplazmi enterocita gnotobioti¢kih svinja eksperimentalno inficiranih
homogenatom crevne mukoze svinja sa PHE (McOrist i sar., 1989). Oni su ukazali da ovi
mikroorganizmi (uzroc¢nici) ulaze u enterocite i umnoZavaju se u njima nakon infekcije. Lawson i sar.,
(1993) su uspesno umnozili bakterije koje su izazivale PE/PHE svinja u ¢elijama tankog creva pacova
(IEC-18; ATCC® CRL1589™) pri smanjenom nivou kiseonika u kulturi na 8%. Tada je uo¢eno da
inficirane ¢elije prenose intracelularne bakterije na svoje ¢erke ¢elije tokom deobe, na Sta nije imao
uticaj neomicin u celijskoj kulturi. Opisani intracelularni organizam je bio 0,3 pm Sirine 1 1,0 pm
duZzine 1 bio je zakrivljen u obliku stapic¢a sa troslojnim spoljaSnjim omotacem (Lawson i sar., 1993).
Celijska kultura sa umnoZenim intracelularnim organizmima, bez drugih bakterija, ukljuéujuéi i
hlamidije, bila je u stanju da izazove PHE kod svinja putem oralne inokulacije (McOrist i sar., 1993).
Ciste IEC-18 ¢elijske kulture sa intracelularnim bakterijama dobijenim od prirodno inficiranih svinja sa
PHE koriS¢ene su za eksperimentalnu infekciju hréaka oralnom inokulacijom. Kod inficiranih hréaka
doslo je do razvoja proliferativnog enteritisa koji je pokazao zajednicku etiologiju proliferativnih lezija
(Jasni 1 sar., 1994). Bakterija, oznacena kao ilealni simbiont intracellularis (IS intracellularis),
pripadala je gram-negativnim bakterijama. Sekvenca 16S rRNK IS intracellularis pokazala je najvecu
slicnost sa Desulfovibrio desulfiricans, bakterijom koja redukuje sulfat i koja se nalazi u anaerobnoj
sredini (Gebhart i sar., 1993). Dalja potvrda fenotipskih i genotipskih karakteristika dovela je 1995.
godine do preimenovanja IS intracellularis u Lawsonia intracellularis u ¢ast Skotskog nau¢nika dr G.
H. K. Lawson, koji je prvi identifikovao intracelularnu bakteriju 1973. godine (McOrist i sar., 1995a).
L. intracellularis je klasifikovana u familia Desulfovibrionacea, phylum Proteobacteria (Vannucci i
Gebhart, 2014). Prvobitno je smatrano da uzro¢nik nema flagelum, medutim kasnija istraZzivanja su
pokazala da L. intracellularis ima monopolarni flagelum koji sluzi za kretanje u ekstracelularnom
prostoru (Lawson i Gebhart, 2000; Vannucci i Gebhart, 2014) (Slika 2.1.) Prirodno ili eksperimentalno
izazvana infekcija ovom bakterijom uocena je kod konja, pacova, zeCeva, lisica, pasa, ovaca, jelena,
ptica trkacica i1 primata koji ne pripadaju nadporodici covekolikih majmuna (Vannucci i Gebhart,

2014). U prirodnim uslovima L. intracellularis se Siri feko-oralnim putem infekcije, i poznato je da
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uzro¢nik moze preziveti u fecesu na temperaturi izmedu 5 °C 1 15 °C do dve nedelje (Collins 1 sar.,
2000).

~ ;-.‘0.‘

Slika 2.1. Cista kultura L. intracellularis slikana elektronskim mikroskopom.

Strelica oznacava polarni flagelum (bic).
(Gebhart i Guedes, 2010)

Patogeneza infekcije uzrokovane bakterijom L. intracellularis. Klini¢ka slika kod svinja se ¢esto
karakteriSe akutnom dijarejom razliitog intenziteta sa povremenim Katranasto crnim fecesom koji
moze prec¢i u vodenastu dijareju sa primesama ciste krvi (McOrist i sar., 2012). Kod proliferativne
enteropatije Cesto se javlja bledilo, slabost i iznenadna smrt. Subklinicka forma bolesti karakteriSe se
neujednaCenoS¢u u masi svinja, pra¢ena sporadicnom dijarejom, smanjenim prirastom i mogucom
anoreksijom i apatijom (McOrist i sar., 2012). Prac¢enjem individualnog prirasta moze pomo¢i u ranom
otkrivanju subklini¢ke infekcije prouzrokovane bakterijom L. intracellularis. Eksperimentalna oralna
inokulacija ovom bakterijom dovodi do nastanka infekcije crevnog epitela nakon tri do pet dana, sa
pojavom vidljivih lezija koje nastaju nakon 11-15 dana i koje ostaju prisutne jo§ 14 dana do oporavka
(Lawson i Gebhart, 2000; Boutrup i sar., 2010; Vannucci i Gebhart, 2014; Guedes i sar., 2017).
Uzro¢nik se izlucuje fecesom oko sedam dana nakon infekcije, a izluCivanje moze trajati i do 12

nedelja (McOrist i sar., 2012) (Sema 2.1).
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| Klinigki simptomi

Inokulacija
Inkubacija Vrhunac bolesti Oporavak
0. dan 7. dan 14. dan 21|. dan 28. dan
Izlu¢ivanje uzro¢nika putem fecesa 12 nedelja
Seropozitivnost 13 nedelja
Celijski posredovan imunski odgovor 13 nedelja

Sema 2.1. Tok proliferativne enteropatije kod eksperimentalno zaraZenih pet nedelja starih prasadi.
Pojava i trajanje klinickih simptoma, izlud¢ivanje uzro¢nika putem fecesa i sistemski humoralni i éelijski posredovan imunski
odgovor prikazani su nakon inokulacije L. intracellularis 0. dana (Gebhart i Guedes, 2010).
Dijareja pocinje, ve¢, devetog dana nakon infekcije i primetna je tokom 21. dana. Antigeni L.
intracellularis prisutni su u epitelnim celijama distalnih partija tankog creva, kao i u proksimalnom
delu debelog creva do 28 dana posle infekcije. Makroskopske promene ogledaju se u zadebljanju zida
creva i primarno se nalaze u terminalnom ileumu, ali se Cesto Sire 60 cm proksimalno od ileocekalne
valvule u gornju tre¢inu proksimalnog kolona (Jensen i sar., 2006a; McOrist i sar., 2012). U crevima je
Cesto prisutan krvav sadrzaj povremeno sa krvnim ugruscima. U tezim slucCajevima lezije mogu biti
prisutne u jejunumu, cekumu i distalnom kolonu, a ponekad lezije mogu biti ograni¢ene samo na
debela creva (Jensen i sar., 2006a). Histoloski lezije se retko mogu naci u rektumu. Smatra se da su
epitelne Celije kripti, a naroCito one epitelne Celije koje se nalaze na prelazu izmedu kripti i crevnih
resica, (Slika 2.2.) prve koje bivaju inficirane (Boutrup i sar., 2010). Inficirane epitelne celije Sire
infekciju dok se dele 1 migriraju. Moze se primetiti 1 hiperplasti¢na proliferacija nezrelih epitelnih celija
crevnih kripti, dok inficirani enterociti nagomilavaju uzro¢nike u apikalnom delu citoplazme. Jako
inficirane ¢elije su uvecane i formiraju protruzije (prosirenja), za koje se smatra da posreduju u Sirenju
infekcije u lumen creva (McOrist i sar., 1996a). Kako infekcija napreduje, bakterije se mogu primetiti u
makrofagima smeStenim u lamina propria, ¢ak i nakon uklanjanja antigena L. intracellularis iz
epitelnih celija. Stoga se smatra da makrofagi imaju ulogu u Sirenju infekcije (Jensen 1 sar., 20064;
Boutrup i sar., 2010). Apoptotske epitelne ¢elije i makrofagi pojavljuju se u fazi izle¢enja PE (McOrist
1 sar., 1996a). Danas se smatra da procesi apoptoze nisu ukljuceni u patogenezi PE, iako su se u

proslosti zastupali suprotni stavovi (Vannucci 1 Gebhart, 2014; Guedes 1 sar., 2017). Nedavna
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istrazivanja ukazuju da kombinacija Notch-1 signalizacije 1 prekid Wnt B-katenin signalnog puta moze
biti povezana sa proliferacijom nezrelih ¢elija kripti. Nemoguénost Celija kripti da se diferenciraju u
peharaste 1 apsorptivne ¢elije dovodi do gubitka glikoproteina MUC2 u zahva¢enom epitelu na vrhuncu
infekcije (Huan 1 sar., 2017). Medu ostalim istrazivanjima koja su se bavila odgovorom ¢elija domacina
na infekciju L. intracellularis, nedavno je izvrSena mikrodisekcija laserom i RNAseq sekvenciranje
(Oh i sar., 2010; Jacobson i sar., 2011; Vannucci i sar., 2013a; Smith i sar., 2014). Ova istrazivanja su
pokazala da inficirani enterociti dodatno reguliSu gene koji ucestuju u G1 fazi Celijskog ciklusa,
dovode¢i do aktivacije transkripcije i sinteze proteina. Sa izuzetkom transportera za unos bakra, geni
koji su odgovorni za unos hranljivih materija bili su inhibirani u inficiranim enterocitima, §to dovodi do
malapsortivne dijareje (Vannucci i sar., 2013a). Faktori odgovorni za prijanjanje, unosSenje i Sirenje L.
intracellularis u ¢elije domacina, ukljucujuci i proliferaciju Celija i kasnije Sirenje bakterija u susedne
¢elije, jo§ uvek nisu poznati. Uocena je ogranicena sposobnost uzro¢nika da izazove oboljenje kod
razli¢itih vrsta domacina (svinje i konji) (Vannucci i sar., 2012). Zanimljivo je da sojevi L.
intracellularis koji dovode do oboljenja kod svinja i konja, mogu inficirati i hrcke i zeCeve, dok
svinjski izolati L. intracellularis nisu patogeni za zeceve, a konjski izolati L. intracellularis nisu

patogeni za hrcke (Sampieri i sar., 2013).
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Slika 2.2. Infekcija bakterijom L. intracellularis.

Mikrobiom creva, ,,korisni* mikrobiom, sloj mukusa i zastitna antitela koji u¢estvuju u borbi protiv L.

intracellularis (Ievo). ,,Disbioza‘“ koju karakterise izmenjeni mikrobiom, nepotpun sloj mukusa i nizak

nivo zastitnih antitela primecen je kod infekcije L. intracellularis (desno) (Karuppannan i Opriessnig,
2018).

Genom bakterije L. intracellularis. Do sada su obavljane dve celokupne genomske sekvence od dva

svinjska izolata bakterije L. intracellularis (Sait i sar., 2013; Mirajkar i sar., 2017). Genom se sastoji od

1,46 Mb hromozoma i tri plazmida od 0,03, 0,04 i 0,19 Mb. Izmedu ova dva genoma zabelezeno je
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osam polimorfizama pojedinac¢nih nukleotida (SNPs) 1 70 insercija/delecija u intronima. Pored toga, 16
SNPs (3 sinonimna i 13 nesinonimna) i 20 insercija/delecija su zabelezena u intergenskim regionima.
Tre¢i objavljeni celokupni genom je konjski izolat L. intracellularis (Mirajkar i sar., 2017).
Uporednom analizom genoma identifikovano je genomsko ostrvo sa 18 kb profaga (Vannucci i sar.,
2013b).

Genom L. intracellularis je prvi put sekvencioniran 2003. godine, ali do sada ima malo dostupnih
informacija o kodiranim proteinima. Dale i sar. su 1998. godine otkrili da groES/EL operon L.
intracellularis kodira 60k Da GroEL protein koji reaguje sa specifi¢cnim antiserumom L. intracellularis
dobijene iz zeCeva. PovrSinski antigen A (LsaA) bakterije L. intracellularis eksprimiran u ¢elijskoj
kulturi i u inficiranom tkivu ileuma identifikovan je upotrebom posebnih prajmera (McCluskey i sar.,
2002). Monoklonska antitela protiv LsaA su bila u stanju da blokiraju in vitro infekciju epitelnih celija
od strane L. intracellularis. Gen za kodiranje ATP/ADP translokaze L. intracellularis, za koji se zna da
je ukljucen za obezbedivanje energije za parazitizam intracelularnim patogenima, identifikovan je na
osnovu homologije, a njegova funkcionalnost je potvrdena heterolognom ekspresijom E. coli (Schmitz-
Esser i sar., 2008). U drugim istrazivanjima pokazano je da se sekrecione komponente N (IscN), IscO, i
IscQ gena L. intracellularis su familija gena za virulenciju pronadena u mnogim bakterijama gde je
zapazeno da poseduju iste gene koji kodiraju sisteme sekrecije tipa 3 i eksprimiraju se u zarazenim
epitelnim c¢elijama creva. Utvrdeno je da rekombinantni LscQwas reaguje sa serumom inficiranih i
vakcinisanih svinja (Alberdi i sar., 2009). Drugi protein L. intracellularis, autotransportni protein A
(LatA), identifikovan je na osnovu masene spektrometrijske analize celijskih kultura ekspresijom
proteina L. intracellularis koji su reagovali sa zarazenim serumom svinja (Watson i sar., 2011). Uo¢eno
je da LatA specifitno reaguje na serume inficiranih svinja. U drugim istraZivanjima masene
spektrofotometrije, koja je Koristila pristup proteomike, identifikovano je pet proteina spoljasnje
membrane L. intracellularis, od kojih su dva antigena koja su reagovala sa zaraZzenim serumom svinja

(Watson i sar., 2014).

Kontrola PE (L. intracellularis) primenom dezinfekcionih sredstava. Dostupni su razli¢iti
komercijalni dezinficijensi na bazi kvaternernih amonijumovih jedinjenja (Roccal-D Plus®, DC&R®,
Synergize™), aldehida (DC&R®, Synergize™), oksidacionih sredstava (Virkon® S), biguanidi
(Nolvasan® Solution), fenola (Tek-Trol®), joda (Cetridine), hlora, kalijum peroksimonosulfata,
fosfatnih jedinjenja (Stalosan® F) i sulfatnih jedinjenja koji efikasno inaktiviraju L. intracellularis. Da

bi se uzrocnik inaktivisao u prisustvu organske materije i vode tvrdo¢e oko 400 ppm neophodno je da
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uzro¢nik bude najmanje 10-30 minuta izloZen dejstvu dezinfeksionog sredstva (Wattanaphansak i sar.,
2009a,b; Wattanaphansak i sar., 2010a; Collins i sar., 2013). Sa povecanjem tvrdoc¢e vode (1000 ppm
kalcijum karbonata) opada efikasnost dezinfekcionog sredstva (Wattanaphansak i sar., 2009a).

Kontrola PE (L. intracellularis) primenom antibiotika. Profilakticka primena antibiotika u hrani se
pokazala kao efikasna mera protiv PE/PHE (Love i Love, 1977). Sa razvojem ¢elijskih kultura za in
vitro uzgajanje L. intracellularis na enterocitima pacova (IEC- 18; ATCC® CRL-1589™), dokazana je
antimikrobna osetljivost na penicilin, eritromicin, difloksacin, virginiamicin i hlortetraciklin, dok je
navecu aktivnost inhibicije razmnoZzavanja bakterija pokazao tiamulin i tilmikozin (McOrist i sar.,
1995b). Mnogi antibiotici, kao $to su tiamulin, tilozin, tetraciklin, linkomicin i neki kvinoksalini,
smatraju se efikasnim sredstvima u kontroli infekcije izazvane L. intracellularis kada se primene u
profilaktickim dozama (McOrist i sar., 1996b; McOrist i sar., 1997b; McOrist i sar., 2000; Kyriakis i
sar., 2002; Alexopoulos i sar., 2006; Guedes i sar., 2009; Wattanaphansak i sar., 2009b; McOrrist i sar.,
2012; Larsen 1 sar., 2016). Istrazivanja su pokazala da su makrolidi i pleuromutilini najefikasnija
profilakticka sredstva u borbi sa PE/PHE (McOrist 1 sar., 2012). Subterapijska doza antibiotika u
stocnoj hrani bila je sastavni deo svinjarske proizvodnje vise od 70 godina (Li, 2017). Medutim sa sve
ve¢om 1 ucestalijom pojavom antimikrobne rezistencije, u zemljama Sirom sveta se promovise
smanjena upotreba ili potpuna zabrana upotrebe antibiotika kao promotera rasta u hrani za Zivotinje.
Tako da je ta zabrana u zemljama Evropske unije (EU) (Regulation 1831/2003 of the European
parliament) stupila na snagu od 2006. godine (Windisch i sar., 2008).

Tokom pojave klinickih simptoma bolesti, obicno se u ve¢im dozama koriste antibiotici koji su efikasni
u terapiji PE kao Sto su tilozin, enrofloksacin, tetraciklini, tiamulin 1 tilmikozin (McOrist 1 sar., 2012). S
druge strane, antimikrobni lekovi za koje se zna da su neefikasni protiv klinickih slu¢ajeva PE/PHE su
penicilin, bacitracin i aminoglikozidi, kao i neomicin, virginiamicin i jonofori. Pored njih, jedinjenja

bakra ili cinka 1 sredstva za zakiSeljavanje hrane takode ne daju Zeljene rezultate (McOrist 1 sar., 2012).

Vakcinacija u kontroli PE (L. intracellularis). Smatra se da prirodna infekcija sa L. intracellularis
daje snazan imunitet (Collins 1 Love, 2007). Dokazano je da su veStacki inficirane svinje sa
homogenatom intestinalne mukoze od prirodno inficiranih svinja, tretirane antibioticima od 21. do 31.
dana nakon infekcije, postale potpuno otporne na reinfekciju 49. dana i izostao je odgovor akutne faze,
Sto je dokaz prirodnog imuniteta nakon primarne infekcije (Riber i sar., 2011; Riber i sar., 2015). Kod
infekcije svinja bakterijom L. intracellularis posredovan je c¢elijski imuni odgovor, a u lumenu
inficiranih creva uocavaju se imunoglobulini A klase (IgA) (Guedes i Gebhart, 2010). Danas su za
28



Pregled literature
preventivhu namenu dostupne komercijalne zive atenuirane 1 inaktivisane vakcine, sa svojim

prednostima i nedostacima.

Ziva atenuirana vakcina prema uputstvu proizvodada primenjuje se oralno preko vode za pice ili preko
hrane te¢ne konzistencije. Antibiotici se ne smeju davati tri dana pre i tri dana posle vakcinacije Zivom
atenuiranom vakcinom. Za razliku od ovih vakcina, antibiotici ne ometaju dejstvo inaktivisane vakcine,
ali je neophodna parenterna primena vakcine. Maternalna antitela protiv L. intracellularis obi¢no
opadaju nakon tri nedelje, ali mogu biti prisutna i do pet nedelja (Guedes i sar., 2002a). Prisustvo
maternalnih antitela nakon odlucenja ne ometa imunski odgovor na dejstvo zive atenuirane vakcine. Da
bi se razvio imunitet potrebno je od tri do Cetiri nedelje nakon primene zive atenuirane vakcine (Walter
i sar., 2004). Zbog duze komercijalne dostupnosti zive atenuirane vakcine u literaturi je dostupno
mnogo viSe podataka o ovim vakcinama. Na primer, imunitet indukovan zivom atenuiranom vakcinom
L. intracellularis manje je efikasan od imuniteta koji je indukovan prirodnom infekcijom usled brze
indukcije specificnog IFNg-T ¢elijskog odgovora na L. intracellularis (Cordes i sar., 2012). Na osnovu
korelacije izmedu nivoa imunoglobulina kod oralno ili intramuskularno vakcinisanih svinja sa
postinfektivnim lezijama ileuma i koli¢inom izlucivanja L. intracellularis, pokazano je da je
neutralizacija glavni nacin delovanja atenuiranih vakcina (Nogueira 1 sar., 2013). Oralna,
intramusklularna ili intraperitonealna vakcinacija sa zivom atenuiranom vakcinom daje slican odgovor
imunoglobilinima G klase (IgG). Medutim, oralna ili intraperitonealna primena Zive atenuirane vakcine
indukuje znacajno veci odgovor imunoglobilinima A klase (IgA) nego intramuskularna primena
vakcine (Nogueira i sar., 2015). Pored antitela, smatra se da i drugi mehanizmi, kao $to je celijski
posredovani imunski odgovor, se takode aktivira dejstvom Zive atenuirane vakcine (Nogueira i sar.,
2013; Nogueira i sar., 2015). Humoralni imunski odgovor moze biti kljuéni mehanizam imuniteta
izazvan inaktivisanim vakcinama. Humoralni 1 Celijski posredovani imunski odgovor su ukljuceni u
zastiti protiv infekcije L. intracellularis, a kvalitet imunskog odgovora indukovan je vakcinalnim sojem
L. intracellularis koji se razlikuje od onog koji indukuju patogeni izolati sa terena (Karuppannan i
Opriessnig, 2018).

Uprkos nekim nedostacima, dokazano je da su zive atenuirane i inaktivisane vakcine L. intracellularis
korisne u mnogim slu€ajevima i poznato je da smanjuju lezije i izlu€ivanje bakterija preko fecesa
(Guedes i Gebhart, 2003; Kroll i sar., 2004; Almond i Bilkei, 2006; McOrist i Smits 2007; Leite i sar.,
2018a; Roerink i sar., 2018). Osim toga, vakcinacija takode smanjuje upotrebu antibiotika koji se

koriste u kontroli infekcije izazvane L. intracellularis (Holyoake i sar., 2009; Bak i Rathkjen, 2009).
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Medutim, vakcine ne daju potpunu zastitu protiv L. intracellularis, pa mogu biti potrebne i dodatne
intervencije za kontrolu PE/PHE (Riber i sar., 2015; Kruse i sar., 2017).

Alternativna sredstva u kontroli PE. Dodaci ishrani kao $to su fitogeni aditivi, etarska ulja i drugi
dodaci, sve viSe se koriste u kontroli mnogih bolesti zivotinja (Windisch i sar., 2008). Mnoga
alternativna sredstva, kao Sto su prebiotici, probiotici, acidifikatori creva i manan oligosaharidi se danas
koriste za kontrolu nekroti¢nog enteritisa koji moze posluziti kao model za kontrolu L. intracellularis
(Caly i1 sar., 2015; M'Sadeq i sar., 2015). Antimikrobni promoteri rasta, kao $to je tilozin, ¢esto su
koriS¢eni u kontroli L. intracellularis. Poznati su po tome da favorizuju rast pozeljnih bakterija u
crevima (Kim i sar., 2012; Kim i sar., 2016). Stoga, direktna manipulacija mikrobiomom creva sa
suplementima, a ne antimikrobnim promotorima rasta, moze biti odrziv pristup u kontroli L.

intracellularis.
2.5. Mikrobiom crevai L. intracellularis

Mikrobiom creva ljudi je dobro proucen i poznato je da se sastoji od 150 do 400 razli¢itih vrsta
bakterija, uglavnom iz tipa (phyilum) Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria i Proteobacteria
(Davenport i sar., 2017; Costea i sar., 2018). Poznato je da bakterijska raznolikost mikrobioma creva
kod ljudi zavisi od starosti, uticaja okoline, sastava hrane, vlakana, genetike domacina i drugih faktora.
Uzorci mikrobioma creva ljudi se svrstavaju u tri ,.enterotipa™ bazirana na taksonomskom statusu
(Costea i sar., 2018). Enterotip 1 (ili B) je opisan kao dominantan Bacteroides, enterotip 2 (ili P) kojim
dominira Prevotella i enterotip 3 (ili F) gde dominiraju Firmicutes, od kojih su najznacajnije

Ruminococcus (Costea i sar., 2018).

Pored toga §to svinje imaju drugaciji tip ishrane od ljudi, ipak u fizioloskom smislu creva svinja su
veoma sli¢na crevima ljudi 1 imaju slicne obrasce razvoja 1 odrzavanja mikrobioma creva. Ispitivanja su
pokazala da se mikrobiom creva razlikuje od jejunuma do rektuma, pri ¢emu tip Firmicutes ima
predominantnu zastupljenost u ileumu (Isaacson i Kim, 2012; Frese i sar., 2015; Kim i Isaacson, 2015;
Mach i sar., 2015; Gresse i sar., 2017). U cekumu i kolonu najdominantnije su bakterije iz tipova
Firmicutes i Bacteriodetes (Kim i Isaacson, 2015). Istrazivanja takode pokazuju da se mikrobiom creva
menja sa staro$¢u svinja 1 da odlucenje prasadi ima snaZan uticaj na mikrobiom creva, ¢ine¢i ih
podloznijim za crevne infekcije (Kim i Isaacson, 2015; Gresse i sar., 2017). U savremenom nacinu

uzgoja svinja, prasad se odbija od majke u uzrastu od tri ili Cetiri nedelje, medutim u prirodnim
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uslovima odlucenje se deSava sa 17 nedelja, pa se iz tog razloga smatra da je period odlucenja glavni

stresor za gastrointestinalni trakt (Jensen, 1986; Gresse i sar., 2017).

U istrazivanjima sprovedenim 2004. godine u Danskoj utvrdeno je da se L. intracellularis izlucuje
putem fecesa dve do tri nedelje nakon odlucenja prasadi, ¢ime je potvrdeno da stres usled promene
ishrane i odlucenja potencijalno ima znacajnu ulogu u nastanku i razvoju infekcije ovom bakterijom
(Stege i sar., 2004). Poznato je da je infekcija L. intracellularis Cesta kod odlu¢enih prasadi (McOrist i
sar., 2012). Takode je poznato da infekcija L. intracellularis dovodi do promena crevnog mikrobioma,
Sto ukazuje na slozenu povezanost izmedu uzro¢nika i mikrobioma creva (Leite i sar., 2018a; Mglbak i
sar., 2008; Borewicz i sar., 2015). Istrazivanja su pokazala da eksperimentalna infekcija sa ¢istim
kulturama L. intracellularis ne izaziva bolest kod gnotobioti¢kih svinja, dok isti inokulum izaziva
infekciju kod konvencionalnih svinja (McOrist i sar., 1993). Osim toga, gnotobioticke svinje inficirane
mukozom od prirodno inficiranih svinja tretiranom neomicinom imale su kolonizaciju L. intracellularis
1 infekciju ograni¢enu samo na tanka creva, $to ukazuje da je za nastanak opSte infekcije potrebno 1

prisustvo drugih anaeroba (McOrist i sar., 1989; Lawson i Gebhart, 2000).

Infekcija L .intracellularis povezana je sa smanjenjem broja peharastih ¢elija, koje lu¢e sluz u tankom
crevu, 1 odsustvom glikoproteina MUC2 na vrhuncu infekcije (Huan 1 sar., 2017). Modeli miSeva bez
ekspresije MUC2 su bili podlozniji intestinalnoj disbiozi i infekcijama, dok MUC2 misevi hranjeni
probioticima su pokazali otpornost prema neuravnotezenoj mikrobioti digestivnog trakta i infekcijama
(Kumar i sar., 2017). Iz navedenog se moze zakljuciti da primena razli¢itih dodataka hrani za zivotinje,
kao $to su npr. fitogeni aditivi na bazi etarskih ulja koji menjaju sastav mikrobiote digestivnog trakta,
moze biti jedan od efikasnih nafina za spreCavanje infekcija izazvanih L. intracellularis, kao i

ublazavanje klinickih simptoma bolesti.

Uticaj ishrane i fitogenih aditivi na pojavu i kontrolu PE (L. intracellularis). Poslednjih godina,
velika paZnja je posvecena nutritivnim suplementima koji potencijalno mogu pomo¢i u kontroli
intestinalne infekcije uzrokovane bakterijom L. intracellularis. Probiotici se definiSu kao ,korisne*
bakterije koje doprinose zdravlju domacina. S druge strane, prebiotici su sastojci hrane koji indukuju
rast ili aktivnost probiotika. Medutim, treba voditi racuna koji su to ,,korisni* mikroorganizmi, jer su
¢esto u literaturi opre¢na misljenja u vezi ovih informacija. Nutritivne promene mogu potencijalno biti

korisne u kontroli infekcije prouzrokovane L. intracellularis (Barba-Vidal i sar., 2018).
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Prebiotici su jedinjenja koja se ne vare u precekalnim segmentima digestivnog trakta 1 mogu biti ve¢
prisutni u hrani, kao sastavni deo nekih hraniva, ili se u vidu suplemenata dodaju hrani za Zivotinje.
Prebiotici su supstrat za odredene intestinalne mikroorganizme, one koje proizvode metabolite (npr.
kratkolanCane masne kiseline) 1 bakteriocine, koji zatim uticu na mikrobiotu creva, morfologiju creva,
imunski sistem, i ostvaruju mnoge druge povoljne efekte u organizmu Zivotinja (Pourabedin i Zhao,
2015; Holscher, 2017; Umu i sar., 2017). Pored toga, smatra se da nesvarljiva vlakna fizicki spre¢avaju
adheziju patogena na ¢elijama domacina, pa ovaj mehanizam potencijalno moze spreciti i adheziju L.
intracellularis na enterocite. Frukto-oligosaharidi, inulin i manan-oligosaharidi su samo neki od dobro
definisahih prebiotickih aditiva hrani za Zivotinje (Pourabedin i Zhao, 2015). Pored njih rezistentni
skrob i kompleks polisaharida kao §to su celuloza, hemiceluloza i pektin su poznati po prebiotickom
dejstvu (Holscher, 2017; Umu i sar., 2017). Ispitivanja hrane za svinje pokazuju da nerastvorljivi b-
glukani, prisutni u je¢mu, pogoduju povecanju broja bakterija Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp.
u crevima, koji se smatraju korisnim, probiotskim bakterijama u intestinalnom traktu (Murphy i sar.,
2012). Struktura hraniva i smesa za ishranu utice na sadrzaj i sastav mikrobiote creva kod svinja. Gruba
nepeletirana hrana smanjuje prevalencu L. intracellularis i pogoduje korisnim mikroorganizmima kod
prirodno i eksperimentalno inficiranih svinja (Stege i sar., 2001; Mglbak i sar., 2008). Pokazano je da
dodavanjem zrna Zzitarica koja su nusproizvod procesa destilacije (dried distiller's grain with solubles -
DDGS) i sojinih ljuski u hrani svinja smanjuje intenzitet infekcije L. intracellularis eksperimentalno
izazvane (Whitney i sar., 2006).

Dodavanje suplemenata kao §to su kratkolancani fruktooligosaharidi (short-chain fructooligosaccharide
- scFOS) u hrani za krmace tokom poslednje treine graviditeta i tokom laktacije doprinosi poboljSanim
ops$tim imunoloskim parametrima creva i specificnom imunskom odgovoru legla na infekciju L.
intracellularis. Zapazeno je takode da prasad od krmaca koje su u hrani dobijale suplement scFOS ima
veci broj peharastih ¢elija 1 zdraviju morfologiju creva u poredenju sa kontrolnim leglima gde krmace
nisu dobijale ovaj suplement putem hrane. Smatra se da hrana za krmace sa scFOS moze povecati broj
korisnih bakterija u crevima koje se zatim prenose i na prasad, pa posledi¢no je kod prasadi veca
proizvodnja kratkolanc¢anih masnih kiselina od strane ovih mikroorganizama u digestivnom traktu (Le
Bourgot i1 sar., 2017). Druga istrazivanja su pokazala da sastav hrane moze da uti¢e na infekciju L.
intracellularis kod svinja koje se uzgajaju na farmama (Visscher i sar., 2018). lako je nekoliko
istrazivanja sprovedeno primenom prebiotika u kontroli L. intracellularis, ¢ini se da ovaj pristup deluje
obecavajuce, s obzirom da menja sastav mikrobiote u crevima. U drugim sli¢nim istraZivanjima,
primena prirodnih suplemenata sa antimikrobnim svojstvima, kao $to su ekstrakti Origanum vulgaris
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(origano) i Allium sativum (beli luk), u hrani za svinje dovodi do smanjenja broja L. intracellularis u
crevima i ublazavanja klinickih simptoma bolesti uz poboljSanje proizvodnih parametara u zapatima
svinja (Papatsiros i sar., 2009). Sli¢ni rezultati su uoceni i u eksperimentu sa komercijalnim fitogenim
aditivom na bazi etarskih ulja pri terenskom istrazivanju u zapatu prirodno inficiranim bakterijom L.
intracellularis (Draskovic i sar., 2018). Maksimalni nivo neresorptivnih sastojaka hrane, kao i prisustvo
razlicitih fitogenih bioloski aktivnih jedinjenja u hrani za zivotinje je vazno istraziti kako bi se izbegao

potencijalni negativni efekti sastava hrane na unos i potpunu iskoristivost hrane.

Poznato je da fermentisani proizvodi, sa ili bez zivih mikroorganizama, u ljudskoj ishrani kontrolisu
enteri¢ne patogene i povoljno uti¢u na zdravlje creva (Fuller, 1989; Fuller, 1991). Jo§ od 1920. godine
se zna za korisne efekte, koje bakterije Lactobacillus spp., imaju na zdravlje ljudi (Cheplin i Rettger,
1920). Dokazano je da Enterococcus faecium suzbija dijareju i moguéu smrt svinja usled patogenog
dejstva E. coli (Underdahl, 1983). Dodavanje mle¢ne kiseline u hrani i primena fermentisane te¢ne
hrane delimi¢no ublazava patogenezu i izluéivanje L. intracellularis kod svinja (Boesen i sar., 2004).
Probiotici koji se primenjuju u ishrani su otporni na zeluda¢nu kiselinu i Zu¢ i proizvode jedinjenja koja
inhibiraju patogene, izazivaju imunski odgovor i menjaju sastav i aktivnost mikrobioma creva
(Patterson i Burkholder, 2003). E. coli Nissle, smatra se probiotickim mikroorganizmom, koji pojacava
barijeru crevnog epitela i poboljSava zastitu protiv rotavirusa kod svinja. Smatra se da ovaj mehanizam
bi potencijalno mogao biti ukljucen i u slucaju infekcije sa L. intracellularis (Kandasamy i sar., 2017).
Poznato je da neki mikrobi mogu direktno inhibirati ,,patogenu“ mikrobiotu sekrecijom razli¢itih
inhibitornih molekula, enzimima i metabolitima, Sto pretstavlja mehanizam koji moze biti ukljucen u
kontroli infekcije izazvane L. intracellularis (Chiu i sar., 2017; Lebeer i sar., 2018). Takode, poznato je
da razliCite korisne bakterije u crevima formiraju biofilmove koji onemogucavaju kolonizaciju
patogena (Chiu i sar., 2017). Kada se govori o infekciji bakterijom L. intracellularis, jo$ uvek nema
dovoljno podataka u literaturi o uticaju razliCitih suplemenata u hrani svinja i1 njihovoj efikasnosti u

kontroli ove bolesti.

Fitogeni aditivi, poznati kao fitobiotici, definiSu se kao biljni proizvodi koji se dodaju sto¢noj hrani u
cilju poboljSanja proizvodnih performansi Zivotinja, zbog efekata koji oni ostvaruju na zdravstveno
stanje 1 prirast, a kako bi se istovremeno dobili i §to kvalitetniji proizvodi animalnog porekla. Oni
predstavljaju meSavinu biljaka, zacina, etarskih ulja i1 uljanih smola. Ove komponente imaju Sirok
spektar dejstva i godinama unazad se koriste u medicini. Fitogene komponente uti¢u na organolepticka

svojstva stocne hrane, $to ¢ini hranu pimamljivijom Zivotinjama, a samim tim se povecava i njena
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konzumacija (Windisch i sar., 2008). Ove komponente stimuliSu lucenje pankreasnih enzima (Platel i

Srinavasan, 2004) i poboljSavaju varenje (Amad i sar., 2011).

Fitogeni aditivi su proizvodi koje uzgajivaci zivotinja primenjuju u ishrani tokom celog perioda uzgoja
zivotinja, za razliku od veterinarskih lekova koji se primenjuju u preventivne i terapijske svrhe
odredenih patoloskih stanja pod kontrolom veterinara i u ograni¢enom vremenskom periodu, nakon

koga je odreden i period karence (Windisch 1 sar., 2008).

Antibiotici kao promotori rasta koriS¢eni su za kontrolu gastrointestinalne disfunkcije i za bolje
napredovanje zivotinja. Kako je posledi¢no doSlo do poveéane otpornosti mikrooranizama na
antibiotike, odnosno razvoja antimikrobne rezistencije, i zabrane njihove upotrebe u profilakticke svrhe
od 2006. godine u Evropskoj uniji, tako su fitogeni aditivi privukli sve vecu paznju u stocarskoj
proizvodnji (Windisch i sar., 2008). Mnoga istrazivanja su dokazala korisne efekte fitogenih aditiva na
prirast i konverziju hrane kod svinja i zivine (Hashemi i Davoodi, 2011). Pretpostavlja se da fitogeni
aditivi ostvaruju dejstvo tako $to moduliraju imunski odgovor creva i Celijski antioksidativni kapacitet
(Mueller i sar., 2012; Liu i sar., 2014).

Antibiotici kao promotori rasta koriS¢eni su u mnogim zemljama za kontrolu subklinicke infekcije
izazvane bakerijom L. intracellularis, medutim u Danskoj je upotreba antibiotika kao promotora rasta
ukinuta 1999. godine, i od tada je doslo do povecane upotrebe antibiotika u terapijske svrhe, posebno

antibiotika efikasnih u kontroli infekcije izazvane L. intracellularis (WHO Report, 2003).

Zdravlje gastrointestinalnog trakta kod svinja direktno je povezano sa produktivnoS¢u Zivotinja i to
predstavlja glavni problem u modernom svinjarstvu. IzloZenost svinja raznim stresorima (npr. rano
odlucenje, prelazak na drugi tip ishrane ili patogeni) povezano je sa poremecajem oksidativne
ravnoteze 1 oslobadanjem imunolo$kih agenasa u crevima koji doprinose gastrointestinalnim
poremecajima i loSem zdravstvenom stanju (Pi€ 1 sar., 2004; Dong, 2007; Yin i sar., 2014). Smatra se
da dobra primena biosigurnosnth mera na farmama povoljno utie na zdravlje 1 proizvodne
performanse zivotinja, Sto za rezultat ima smanjenu upotrebu antibiotika, Cime se stvaraju svi

neophodni  preduslovi za odrzivu stoCarsku  proizvodnju  (Ribbens 1 sar., 2008).
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je da se ispita uticaj fitogenog aditiva (Patente
Herba® Plus) u kontroli PE i njegov uticaj na proizvodne rezultate odlucene prasadi prirodno inficirane
bakterijom L. intracellularis na farmama sa razli¢itim biosigurnosnim nivoima, kao i da se uspostave i
optimizuju protokoli za molekularnogeneticku identifikaciju bakterije L. intracellularis i da se
kvantifikuje stepen infekcije kod prasadi putem real-time gPCR metode i imunohistohemijske IHC
metode. Takode, nakon odredivanja biosigurnosnog nivoa svake od Cetiri ispitivane farme, uporedno je
ispitivan uticaj biosigurnosnih nivoa i fitogenog aditiva na proizvodne rezultate (telesnu masu, prirast,
konzumaciju i konverziju hrane), broj izlu¢enih bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi, kao i na

mikroskopske promene i histomorfometrijske parametre creva prasadi.

Za ostvarenje ovih ciljeva, realizovani su slede¢i zadaci:

e Utvrdivanje biosigurnosnih nivoa na Cetiri farme svinja u Srbiji;

e Ispitivanje uticaja razliCitih biosigurnosnih nivoa na proizvodne rezultate odluc¢ene prasadi
(telesna masa, prirast, konzumacija i konverzija hrane) na ispitivanim farmama;

e Uspostavljanje i optimizacija molekularnogenetickog protokola real-time qPCR za preciznu
dijagnostiku PE i kvantifikaciju njenog uzro¢nika;

e Ispitivanje uticaja fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) na proizvodne rezultate prirodno
inficirane odlucene prasadi bakterijom L. intracellularis;

e Uspostavljanje i optimizacija protokola za utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva u kontroli L.
intracellularis pracenjem stepena infekcije pre i posle tretmana;

e Uspostavljanje 1 optimizacija imunohistohemijskog protokola za preciznu dijagnostiku 1
semikvantitativnu procenu nivoa infekcije bakterijom L. intracellularis;

e Utvrdivanje uticaja fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) na mikroskopske promene i

histomorfometrijske parametare creva.

35



Materijal i metode
4. MATERIJAL | METODE

4.1. Materijal
4.1.1. Formiranje grupa i postavka terenskog eksperimenta

Sprovodenje ogleda, kao i svih procedura koje su izvedene na zivotinjama odobrene su od
strane Eticke komisije za zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu, kao i od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede —

Uprava za veterinu (Resenje br. 323-07-4087/2016-05/1, od 09.05.2016. godine u Beogradu).

Terenski eksperiment u cilju utvrdivanja efikasnosti fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u
kontroli PE, procene njegovog uticaja na proizvodne rezultate prirodno inficirane odluc¢ene prasadi
bakterijom L. intracellularis, kao i uticaja biosigurnosnih nivoa farmi na prethodno navedene
parametre, izveden je na ukupno Cetiri farme (Institut za stocarstvo - Zemun, Napredak - Stara Pazova,
Halovo - Zajecar, Neoplanta - Cenej) na teritoriji Republike Srbije, koje su na osnovu rezultata

biosigurnosnih nivoa rangirane na slede¢i nacin:

1. Farma svinja biosigunosnog nivoa 1 (BS 1) kapaciteta 1000 krmaca;
2. Farma svinja biosigunosnog nivoa 2 (BS 2) kapaciteta 250 krmaca;

3. Farma svinja biosigunosnog nivoa 3 (BS 3) kapaciteta 1400 krmaca;
4

. Farma svinja biosigunosnog nivoa 4 (BS 4) kapacitetal 600 krmaca.

Na farmama svinja biosigunosnog nivoa 1 (BS 1) i biosigunosnog nivoa 4 (BS 4) rasni sastav prasadi
¢inio je danski jorksir/danski landras/danski durok, na farmi svinja biosigunosnog nivoa 2 (BS 2) rasni
sastav prasadi ¢inio je Svedski landras/jorksir, dok na farmi svinja sa biosigunosnim nivoom 3 (BS 3)

rasni sastav prasadi bio je landras/jorksir.

Podaci 0 zdravstvenom stanju prasadi na farmama dobijeni su kontinuiranim klinickim posmatranjima i
rutinskim laboratorijskim testovima. Kod prasadi nisu uoceni klini¢ki simptomi infekcija bakterijama

Escherichia coli, Salmonella spp., Brachyspira hyodysenteriae i B. pilosicoli.

Eksperimentalne grupe na cetiri razliCite farme bile su formirane na osnovu rezultata PCR metode
kojom je prethodno potvrdeno prisustvo DNK bakterije L. intracellularis u fecesu odlu¢ene prasadi.
Prasad sedam nedelja stara, ujednacenih telesnih masa, je bila raspodeljena u kontrolne grupe (grupe

koje u hrani nisu dobijale preparat Patente Herba® Plus) i tretman grupe (grupe koje su u hrani dobijale
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preparat Patente Herba® Plus) na svakoj ispitivanoj farmi. Kontrolna grupa na farmi sa biosigurnosnim
nivoom 1 (K-BS1); Kontrolna grupa na farmi sa biosigurnosnim nivoom 2 (K-BS2); Kontrolna grupa
na farmi sa biosigurnosnim nivoom 3 (K-BS3); Kontrolna grupa na farmi sa biosigurnosnim nivoom 4
(K-BS4); Tretman grupa na farmi sa biosigurnosnim nivoom 1 (T-BS1); Tretman grupa na farmi sa
biosigurnosnim nivoom 2 (T-BS2); Tretman grupa na farmi sa biosigurnosnim nivoom 3 (T-BS3) i
Tretman grupa na farmi sa biosigurnosnim nivoom 4 (T-BS4). Nazivi i skracenice eksperimentalnih

grupa, kao i dani uzorkovanja fecesa prikazani su u Tabeli 4.1.

Tabela4.1.  Nazivi i skracenice eksperimentalnih grupa i dani uzorkovanja fecesa

Kontrolna grupa - Grupa koja dobijala samo
kompletnu krmnu smesu

Tretman grupa - Grupa koja je sa kompletnom
krmnom smeSom dobijala i1 fitogeni aditiv (Patente | 0. 14. 28.
Herba® Plus) u koncentraciji od 2 kg/t

Svaka grupa prasadi se sastojala od 72 jedinke muskog pola. Na farmama BS 1, BS 2, BS 3 i BS 4,
kontrolna i tretman grupa sastojala se od po osam prasadi rasporedenih u devet bokseva. Na svakoj od
Cetiri farme, kontrolne (K-BS1, K-BS2, K-BS3 i K-BS4) i tretman grupe prasadi (T-BS1, T-BS2, T-
BS3 i T-BS4) bile su smestene u odvojene bokseve, tako da je fizicki bio onemoguéen kontakt izmedu
bokseva, odnosno bio je onemoguéen kontakt izmedu prasadi drzanih u razli¢itim boksevima (Sema
4.1.). Sve kontrolne i tretman grupe prasadi su dobijale potpunu krmnu smesu istog sirovinskog i
hemijskog sastava koja je zadovoljavala potrebe u ishrani za ispitivanu kategoriju svinja (NRC, 2012).
Tretman grupa prasadi je u hrani dobijala preparat Patente Herba® Plus u koncentraciji od 2 kg/t tokom

Cetiri nedelje eksperimenta.

Sakupljanje uzoraka fecesa. Uzorci fecesa za molekularnogeneticke analize sakupljani su prilikom
formiranja grupa, na dan pocetka eksperimenta, odnosno neposredno pre prvog davanja ispitivanog
fitogenog aditiva (0. dan), kao i 14. i 28. dana od pocetka primene Patente Herba® Plus u hrani prasadi.
Od zivotinja drzanih u grupnim boksevima (po 0osam prasadi) uzimani su zbirni uzorci fecesa (200 g
fecesa po eksperimentalnom boksu). Devet bokseva ¢inilo je kontrolnu grupu i isto toliko bokseva
Cinilo je tretman grupu na svakoj od farmi (devet zbirnih kontrolnih uzoraka fecesa + devet zbirnih
tretman uzoraka fecesa) x tri uzorkovanja (0., 14. i 28. dan), na svakoj od Cetiri farme razli¢itih

biosigurnosnih nivoa. Od Zivotinja drzanih u individualnim boksevima uzimani SU pojedinacni uzorci
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fecesa, direktno iz rektuma od svake zivotinje, u koli¢ini od 30 g. Pri uzimanju svakog uzorka
korisc¢ene su sterilne rukavice, a uzorci fecesa su pakovani u sterilne boc¢ice. Uzorci su transportovani u

ru¢nom frizideru na 4 °C do laboratorije gde su odmah analizirani.

KONTROLNA GRUPA SACINJENA n=144 TRETMAN GRUPA SACINJENA
OD 9 BOKSEVA SA PO 8 PRASADI OD 9 BOKSEVA SA PO 8 PRASADI
NA SVAKOJ OD 4 FARME (4x) NASVAKOJ OD 4 FARME
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Sema 4.1. Protokol za utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva putem real-time qPCR metode
A 1 - Formiranje kontrolnih grupa prasadi (devet bokseva sa po osam prasadi ukupno 72 praseta po
farmi) na Cetiri farme razli¢itih biosigurnosnih nivoa, A 2 — Sakupljanje zbirnih uzoraka fecesa od
prasadi iz kontrolnih grupa (devet zbirnih uzoraka fecesa x tri uzorkovanja (0., 14. i 28. dan) ukupno
27 uzoraka po farmi x Cetiri farme (27 % 4=108 uzoraka), A 3 - Ekstrakcija dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK) L. intracellularis od prasadi iz kontrolnih grupa, A 4 - Amplifikacija i kvantifikacija
DNK bakterije L. intracellularis od prasadi iz kontrolnih grupa, A 5 - Vizuelizacija dobijenih rezultata.
B 1 - Formiranje tretman grupa prasadi (devet bokseva sa po osam prasadi ukupno 72 praseta po farmi)
na Cetiri farme razli¢itih biosigurnosnih nivoa, B 2 - Sakupljanje zbirnih uzoraka fecesa od prasadi iz
tretman grupa (devet zbirnih uzoraka fecesa x tri uzorkovanja (0., 14. i 28. dan) ukupno 27 uzoraka po
farmi x Cetiri farme (27 % 4=108 uzoraka), B 3 - Ekstrakcija DNK L. intracellularis od prasadi iz
tretman grupa, B 4 - Amplifikacija i kvantifikacija DNK bakterije L. intracellularis od prasadi iz

tretman grupa, B 5 - Vizuelizacija dobijenih rezultata.

38



Materijal i metode
Za potrebe histoloskih i imunohistohemijskih (IHC) analiza organizovan je odvojeni eksperiment koji
je trajao 28 dana i koji se sastojao od individualno drzanih prasadi (jedno prase po boksu). Sest prasadi
je sa¢injavalo kontrolnu grupu i $est prasadi je sa¢injavalo tretman grupu (Sema 4.2.). Pre pocetka
eksperimenta kod prasadi ovih grupa, takode je PCR metodom potvrdeno prisustvo bakterije L.
intracellularis u fecesu. Prasad kontrolne i tretman grupe su dobijala potpunu krmnu smesu istog
sirovinskog i hemijskog sastava kao i prasad drzana na farmama razli¢itih biosigurnosnih nivoa, s tim

da je prasad iz tretman grupe dobijala u hrani preparat Patente Herba® Plus u koncentraciji od 2 kg/t.

KONTROLNA GRUPA n=12 TRETMAN GRUPA
6 INDIVIDUALNO GAJENIH PRASADI U 6 INDIVIDUALNO GAJENIH PRASADI U
POJEDINACNIM BOKSEVIMA POJEDINACNIM BOKSEVIMA
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Sema 4.2. Protokol za utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva putem histoloskih analiza

Uzorkovanje ileuma. Uzorci ileuma za histoloska ispitivanja uzeti su od Sest kontrolnih i Sest
tretiranih Zivotinja drzanth u individualnim boksevima, nakon klanja 29. dana od pocetka
eksperimenta. Uzorci ileuma veli¢ine 10 cm su fiksirani u 10% neutralnom puferizovanom formalinu i

transportovani do laboratorije gde su odmah analizirani.

Fitogeni aditiv i nacin njegove primene. Fitogeni aditiv Patente Herba® Plus (Patent Co. DOO,
Misi¢evo, Srbija), dodat je u potpunu krmnu smesu za ishranu prasadi u tretman grupama u skladu sa
preporukama proizvodaca u koncentraciji od 2 kg/t hrane tokom c¢etvoronedeljnog trajanja
eksperimenta, odnosno od 1. do 28. dana ekseprimenta. Preparat Patente Herba® Plus je mesavina
etarskih ulja bogatih razli¢itim aktivnim supstancama (timol, karvakrol, eukaliptol, p-cimen, mentol i

eugenol) poreklom iz biljaka Rosmarinus officinalis (ruzmarin), Thymus vulgaris (timijan), Origanum
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vulgare (origano), Allium sativum (beli luk), Coriandrum sativum (korijander) i Eucalyptus globules
(eukaliptus), sa dodatkom ekstrakta biljke Castanea sativa (pitomi kesten), lizozima, klinoptilolita i

nikotinamida.
4.2. Metode
4.2.1. Procena biosigurnosnih mera na farmama svinja

Za procenu biosigurnosnih mera koriS¢en je unapred uspostavljen sistem bodovanja biosigurnosnih
mera  pomocu  validovanog  upitnika  BioCheck.UGent™  dostupnog na  adresi
https://biocheck.ugent.be/sites/default/files/2020-02/Pigs EN_1.pdf (Prilog A). Biocheck.UGent™

sistem bodovanja formiran je na Univerzitetu u Gentu i njime se procenjuje bioloska sigurnost na
osnovu procene rizika, a ve¢ vise godina se uspe$no primenjuje u nekoliko zemalja EU (Postma i sar.,
2016; Filippitzi i sar., 2017; Kruse i sar., 2018; Rodrigues da Costa i sar., 2019). BioCheck.UGent™
upitnik sastoji se od ukupno 109 pitanja grupisanih u 12 potkategorija, od toga Sest potkategorija se
odnosi na eksterne (spoljasnje) i Sest potkategorija na interne (unutrasnje) biosigurnosne mere (Laanen
i sar.,, 2013; Backhans i sar., 2015). Za izraGunavanje eksternih i internih biosigurnosnih mera
koriS¢éene su ocene za svaku od potkategorija koje su bile izmedu ,,0“ (potpuno odsustvo
biosigurnosnih mera) i ,,100“ (maksimalna primena biosigurnosnih mera). Procena spoljasnjih i
unutrasnjih biosigurnosnih mera na farmama izrazena je kao prose¢na vrednost rezultata dobijenih po
odgovaraju¢im potkategorijama, a ukupna biosigurnost farme izracunata je kao srednja vrednost
unutrasnje i spoljasnje biosigurnosti (Laanen et al., 2010). Pored toga, baza BioCheck.UGent™
omogucavala prikaz prose¢nih vrednosti svih eksternih i internih potkategorija, kao i ukupnih vrednosti
biosigurnosnih mera u Srbiji i svetu. Prikupljanje podataka je izv§eno na taj nacin $to se papirna kopija
upitnika Biocheck.UGent ™ (https://biocheck.ugent.be/sites/default/files/2020-02/Pigs_EN_1.pdf)

popunjavala na svakoj farmi, a nakon posete farmi, ti odgovori sa svake farme su unoSeni direktno u

online  Biocheck.UGent™ upitnik  (https://biocheck.ugent.be/en/questionnaires/pigs/start-

questionnaire?language=en). Rezultati Cetiri razli¢ite farme predstavljeni su u programu Microsoft
Office Excel.

4.2.2. Molekularnogeneticka identifikacija i kvantifikacija DNK L. intracellularis

Molekularna identifikacija i kvantifikacija L. intracellularis izvrSena je u Laboratoriji za genetiku
domacih Zivotinja, divljaci 1 p¢ela na Katedri za biologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta

u Beogradu.
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4.2.2.1. Ekstrakcija DNK L. intracellularis iz fecesa

Ekstrakcija bakterijske DNK L. intracellularis uradena je primenom komercijalnog seta — ZR Fecal

DNA Kit™ (Zymo Research, USA) prema uputstvu proizvodaca na slede¢i nacin:

1.

10.

11.

12.

Izmereno je 150 mg uzorka fecesa i stavljeno u epruvetu ZR BashingBead™ Lysis Tube 0,5 mm i
dodato 750 pl Lysis Solution u ZR BashingBead™ Lysis Tube.

Sadrzaj ZR BashingBead™ Lysis Tube je dobro homogenizovan na vorteks aparatu na
maskimalnoj brzini u trajanju > 5 minuta.

Nakon toga je sadrzaj ZR BashingBead™ Lysis Tube centrifugiran 1 minut na > 10 000 X g.

400 pl supernatanta je prebaceno u kolonicu Zymo-Spin™ IV Spin Filter postavljenu u sabirnu
epruvetu i centrifugiran je 1 minut na 7 000 x g.

Zatim je dodato 1200 ul Genomic Lysis Buffer u filtrat iz sabirne epruvete iz prethodnog koraka.
Potom je 800 ul meSavine prebaceno iz sabirne epruvete u kolonicu Zymo-Spin™ IIC Column
postavljenu u novu sabirnu epruvetu i centrifugirano 1 minut na 10 000 x g.

Zatim se odbacuje iscedak (flow-through) iz sabirne epruvete iz prethodnog koraka.

Nakon toga je dodato 200 pul DNA Pre-Wash Buffer u kolonicu Zymo-Spin™ IIC Column
postavljenu u novu sabirnu epruvetu i centrifugirano 1 minut na 10 000 x g.

Potom je dodato 500 pl Fecal DNA Wash Buffer u kolonicu Zymo-Spin™ IIC Column i
centrifugirano 1 minut na 10 000 x g.

Zatim je prebacena kolonica Zymo-Spin™ IIC Column u ¢istu epruvetu (od 1,5 ml) i dodato 100
ul DNA Elution Buffer direktno na matriks kolonicu koja se centrifugira 30 sekundi na 10 000 x g.
Nakon toga, kolonica Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filter je prebacena u Cistu sabirnu epruvetu i
dodato 600 pl Prep Solution i centrifugirano 3 minuta na 8 000 x g.

Na kraju je elucirana DNK prebacena u Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filter kolonicu koja je

postavljena u Cistu epruvetu (od 1,5 ml) i centrifugirana tacno 1 minut na 8 000xg.

Nakon ekstrakcije, koncentracija izolovane DNK izmerena je na aparatu BioSpec-nano

Spectrophotometer (BioSpec-nano, Shimadzu, Kyoto, Japan) i izolati su ¢uvani na -20 °C do daljih

analiza.
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4.2.2.2. Real-time gPCR analiza

Amplifikacija i kvantifikacija bakterijske DNK obavljena je primenom real-time g°PCR metode. Za
Real-time qPCR kvantifikaciju DNK L. intracellularis koris¢en je komercijalni set ,,KAPA PROBE
FAST gPCR Kit Master Mix (2X) Universal” (KAPA Biosystems, USA) uz upotrebu specificnog para
prajmera i TagMan probe koji omogucavaju detekciju 16S ribozomalnog RNK (rRNK) gena L.

intracellularis.

Tabela 4.2.  Korisc¢eni prajmeri i proba za amplifikaciju DNK L. intracellularis u real-time gPCR

GTTCCCGGGCCTTGTACAC
CCGGCTTTGGGTAAAACCA 16S
FAM-CCGCCCGTCACACCACGAAA- L. intracellularis (rRNK) 61
TAMRA gena

Prajmeri i proba, dizajnirani od strane Richter i sar. (2010), daju proizvod amplifikacije veli¢ine 61
bazni par (Tabela 4.2.). Za potrebe kvantifikacije bakterija u uzorku, koris¢en je metod apsolutne
kvantifikacije. U svakoj reakciji su koris¢ena serijska razblazenja standardne pozitivne kontrole (Law
DNA LC standard) koja je sadrzala 2,8 x 107 gen-kopija (donirana od strane Danskog Tehni¢kog
Univerziteta - Nacionalnog Veterinarskog Instituta - Technical University of Denmark — National
Veterinary Institute) na osnovu kojih je formirana standardna kriva i vrSen proracun kopija za
ispitivane uzorke (Slika 4.1.). Real-time qPCR reakcija izvedena je na aparatu ,,Rotor-Gene Q 5plex*
(Qiagen, Valencia, CA). Efikasnost amplifikacije (E) je izracunata pomocu nagiba standardne krive
primenom jednagine: E = 10°Y51%°¢ -1 (Rasmussen, 2001). Kao negativna kontrola koriiéena je voda

(Nuclease free water) koja je dodata u pripremljenu PCR smesu umesto ispitivane DNK.

42



Materijal i metode
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Negativna kontrola

Slika 4.1. Real-time gPCR fluorescentnih kriva standarda za L. intracellularis. Serijska razblazenja

standarda od 2,8x10” do 2,8x10%, pozitivni uzorci i negativna kontrola.

Za izvodenje real-time qPCR amplifikacije koris¢en je komercijalni set hemikalija KAPA PROBE
FAST PCR Kit Master Mix (2X) Universal (KAPA Biosystems, USA). Reakciona smesa bila je
zapremine 20 pl i sadrzala je: 3 ul PCR-grade water, 10 ul KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix
(2X) Universal, 1 pl F prajmera, 1 pl R prajmera, 1 ul TagMan proba i 4 pl izolovane DNK.

Vizuelizacija umnozenih produkata ostvarena je beleZenjem nivoa fluorescencije u vidu specifi¢nih
dijagrama a zatim je uz pomo¢ softvera (Rotor-Gene Q Series Software), koji je obezbeden od strane
proizvodaca aparata ,,Rotor-Gene Q 5plex“ i rezultata amplifikacije standardnih razblazenja pozitivne
kontrole izvrSena 1 kvantifikacija DNK u ispitivanim uzorcima.

Kompletna metodologija za molekularnogeneticke analize u ovom eksperimentu (identifikacija i
kvantifikacija uzro¢nika) obavljena je u skladu sa protokolom Richter i sar. (2010), a efikasnost
amplifikacije real-time qPCR produkata prema Rasmussen, (2001) i sve optimizovao prema nasim

eksperimentalnim uslovima Draskovic i sar., (2018), Tabela 4.3.

Tabela4.3.  Temperaturni protokol real-time gPCR reakcije (Richter i sar., 2010, optimizovano po
Draskovic i sar., 2018).
1.150°C 2 min Inicijalni korak
2.195°C 10 min Aktivacija DNK polimeraze
3.195°C 15 sec Denaturacija
4.160°C 1min = 45 ciklusa | Hibridizacija
5.172°C 30 sec DNK ekstenzija
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4.2.3. HistoloSka ispitivanja

Nakon klanja, evisceracije organa i detaljnog makroskopskog pregleda izvrSeno je uzorkovanje iseCaka
creva za histomorfometrijska i imunohistohemijska ispitivanja. Histoloska ispitivanja uzoraka tkiva
izvrSena su na Katedri za patolosku morfologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu. Isecci tkiva distalnog ileuma (nedaleko od ileocekalne valvule) veli¢ine 10 cm su fiksirani u
10% neutralnom puferizovanom formalinu u trajanju od 48 casova. Nakon fiksacije izvrSeno je
modeliranje tkiva posle kojeg je tkivo dehidrirano kroz niz razblazenja alkohola, i to 70%, 96% i
apsolutni alkohol, u automatskom tkivnom procesoru za tkiva “Leica TP 1020, a nakon toga su uzorci
prosvetljavani u ksilolu i impregnirani parafinom. Tkivo je uklopljeno u parafinske kalupe u
parafinatoru “Leica EG 1120”. Parafinski kalupi su seceni na isecke debljine 4 um na mikrotomu
“Leica RM 2235, zatim deparafinizovani u ksilolu, rehidrirani kroz niz razblazenja etanola (apsolutni
alkohol, 96% i 70%,) i isprani destilovanom vodom, a potom su uzorci obojeni tehnikom hematoksilin-

eozin za histomorfometrijsku analizu (Smirnov i sar., 2005).
4.2.3.1. Histomorfometrijska analiza

Na ovako pripremljenim histoloskim preparatima opisane su mikroskopske promene uzoraka ileuma, a
nakon toga su izvrSena sledeca morfometrijska merenja (izrazena u pum): visina resice, §irina resice,
dubina kripti i broj peharastih ¢elija/100 enterocita. Ovi parametri su odredivani na preparatima svake
zivotinje, na deset nasumi¢no odabranih, dobro orjentisanih crevnih resica koriS¢enjem svetlosnog
mikroskopa sa objektivom uveli¢anjem 10%. Visina resice dobijena je merenjem od mesta spajanja
resice sa kriptom do vrha resice, a dubina kripti merenjem rastojanja od baze kripte do mesta spajanja
kripte sa resicom. Sirina crevne resice merena je na sredini visine resice kao rastojanje od njenih
bo¢nih krajeva. Na osnovu dobijenih merenja deljenjem izracunat je odnos visina resice/dubina kripte
(Aptekmann i sar., 2001), dok je povrSina resica izracunata iz podataka visine i $irine resica (Van
Zuidewijn i sar., 1992). Data merenja su izvedena i digitalne fotografije napravljene pomocu optickog
mikroskopa Olympus BX51 sa digitalnom kamerom CCD (Color Viev 1, Olympus) koja je povezana

kompjuterskim softverom za analizu slike (Olympus Cell B, Olympus, Japan).
4.2.3.2. Imunohistohemijska (IHC) metoda

Imunohistohemijska analiza izvrSena je sa monoklonskim antitelima specificnim za L. intracellularis
(Lawl- DK, 21 kDa molekula L. intracellularis, Danski Tehnic¢ki Univerzitet - Nacionalni veterinarski
institut - Technical University of Denmark — National Veterinary Institute) (Boesen i sar., 2005).
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Prvo je izvedeno demaskiranje antigena, tj. razotkrivanje antigena u iseccima creva kuvanjem ise¢aka u
citratnom puferu (pH 6,0) u mikrotalasnoj peénici na 560 W tokom 21 minuta. Endogena peroksidaza
blokirana je u 0,6 % rastvoru H2O2 u TBS puferu (Tris-buffered saline) (50 mM Tris, 150 mM NacCl,
pH 7,6) u trajanju od 20 minuta. Nakon toga isecci su isprani u TBS puferu u trajanju od pet minuta i
inkubirani sa primarnim antitelima (razredenja 1:100 u TBS puferu) (Lawl- DK, 21 kDa molekula L.
intracellularis, Danski Tehnicki Univerzitet - Nacionalni veterinarski institut - Technical University of
Denmark — National Veterinary Institute) na sobnoj temperaturi (22 = 3 °C) tokom 60 minuta. Nakon
toga je sledilo ispiranje tri puta po pet minuta u TBS puferu. Zatim su isecci inkubirani 30 minuta sa
sekundarnim antitelima. Potom je vrSeno ispiranje tri puta po pet minuta u TBS puferu, a reakcija je
vizuelizovana sa DAB + (3,3'-diaminobenzidin tetrahidrohlorid, DAKO, K3468) u trajanju od 15
minuta. Kontrastiranje je obavljeno koncentrovanim hematoksilinom (Majerovim (Mayer)
hematoksilinom) u periodu od 15 sekundi. Na kraju, nakon bojenja izvrSeno je montiranje iseCaka
pomoéu Glycergela (Dako, C563). Vizuelizacija je bila obavljena primenom kita Novolink™ Min
Polymer Detection System (reference RE7290-K; Leica Microsystems, Milton Keynes, UK) prema
uputstvu proizvodaca. Negativnom kontrolom smatrali su se isecci ileuma koji su tretirani na isti nacin,
sa tom razlikom §to su isecci umesto primarnog antitela inkubirani fosfatnim puferom (PBS). Isecci
ileuma u kojima je proliferativna enteropatija prethodno potvrdena smatrani su za pozitivnu kontrolu.
Pozitivna reakcija ocitavala se pojavom precipitata smede boje, dok je kod negativne reakcije izostala

pojava precipitata smede boje.
4.2.3.3. Semikvantitativna analiza

Dobijeni rezultati IHC kvantifikovani su na osnovu semikvantitativne analize intenziteta ekspresije
antigena L. intracellularis. Kriterijum primenjen za semikvantitativnu analizu bio je slican onima koje
su prethodno usvojili drugi autori (Boesen i sar., 2004; Riber i sar., 2011; Vannucci i sar., 2012), a u
uslovima naSeg eksperimenta optimizovali Draskovic i sar. (2018). Na osnovu IHC nalaza uzorci

ilealnog tkiva su ocenjeni u skladu sa kriterijumima datim u Tabeli 4.4.
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Tabela4.4.  Kriterijum za ocenu uzoraka ileuma primenom IHC metode (optimizovano po
Draskovic i sar., 2018).

Gradus 0 | U uzorcima ileuma se ne uocava ekspresija antigena L. intracellularis.

Gradus 1 Ekspresija antigena je ustanovljena u pojedinacnim makrofagima koji su grupisani u
manje fokuse koji su lokalizovani u lamini propriji.

Ekspresija antigena L. intracellularis se uo¢ava u citoplazmi makrofaga u vidu depozita
Gradus 2 | smede boje, imunopozitivni makrofagi se uocavaju u multifokalnim podrucijima lamine
proprije ileuma.

Ekspresija antigena je vidljiva u citoplazmi velikog broja makrofaga koji su difuzno

Gradus 3 . . -
rasporedeni po celoj lamini propriji ileuma.

4.2.4. Praéenje proizvodnih rezultata

Na svakoj od ¢etiri ispitivanih farmi zoohigijenski uslovi smestaja bili su isti, kako za tretman grupu,
tako i za kontrolnu grupu prasadi i Zivotinje nisu bile izloZzene nepotrebnom stresu koji moze nagativno
uticati na stepen rasta (Tan and Shackleton, 1990; Hessing and Tielen, 1994) tokom trajanja
eksperimenta. Obavljeno je grupno merenje prasadi iz svakog boksa (9 po grupi) na pocetku ogleda (O.
dana) i na kraju ogleda (28. dana). Na osnovu podataka o telesnoj masi na pocetku i kraju eksperimenta
izraCunat je ukupan i dnevni prirast prasadi. Svakodnevno je merena koli¢ina utroSene hrane i rastur
hrane po boksu i na osnovu dobijenih podataka izracunata je ukupna i dnevna konzumacija hrane za
period trajanja eksperimenta. Na osnovu podataka o utroSku hrane i prirastu izraunata je konverzija
hrane prasadi (tj. utroSak hrane po kilogramu prirasta) za period od cCetiri nedelje koliko je trajao
eksperiment. Kompletna procedura prac¢enja proizvodnih rezultata obavljena je u skladu sa protokolom

Draskovic i sar. (2018).
4.3. Statisticka analiza

U statistickoj analizi dobijenih rezultata koriS¢ene su osnovne statistiCke metode 1 deskriptivni
statisticki parametri (aritmeti¢ka sredina, standardna devijacija, minimalna, maksimalna vrednost i
koeficijent varijacije). Normalna distribucija dobijenih rezultata odredena je preko vrednosti
koeficijenata asimetri¢nosti (skewness) i spljostenosti (kurtosis), i Shapiro-Wilk normality testom. Za
utvrdivanje znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti dve ispitivane grupe koris¢en je t-test, a za
ispitivanje signifikantnih razlika izmedu tri 1 viSe posmatranih grupa, univarijatna analiza varijanse
(ANOVA), uz Tukey post-hoc test. Dvofaktorijalnom analizom varijanse (two-way ANOVA) utvrden
je efekat tretmana fitogenim aditivom (T) i biosigurnosnog nivoa (BS), i njihove interakcije (TxBS) na

proizvodne rezultate prasadi (ukupni prirast, dnevni prirast, ukupna konzumacija, dnevna konzumacija,
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konverzija). Zavisnost broja fecesom izluc¢enih bakterija L. intracellularis, biosigurnosnih nivoa farme,
tretmana fitogenim aditivom i duzine tretmana izrazena je Spearman-ovim koeficijentom korelacije (r),
gde se smatra da kod vrednosti r=0,0 - nema linearne zavisnosti; r=0,1-0,3 - slaba linearna zavisnost;
r=0,4-0,6 - umerena linearna zavisnost; r=0,7-0,90 - jaka linearna zavisnost i r=1 - perfektna linearna
zavisnost (Akoglu, 2018). Rezultati imunohistohemijskih analiza izraZzeni su procentualno, a znacajnost
razlika ispitivana je Fisher’s exact testom. Signifikantnost razlika utvrdena je na nivoima znacajnosti
od 5%. Svi dobijeni rezultati prikazani su tabelarno i graficki. Statisticka analiza dobijenih rezultata
izvrSena je u statistickim paketima PrismaPad 6.00 1 IBM SPSS 20 (IBM, Chicago, IL, USA).
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5. REZULTATI ISPITIVANJA
5.1. Procena biosigurnosnih mera na farmi BS 1

Eksterne biosigurnosne mere na farmi BS 1. Rezultati procene eksternih biosigurnosnih mera na
farmi BS 1 po potkategorijama prikazani su na dva grafikona (Grafikon 5.1, Grafikon 5.2.) i jednoj
tabeli (Tabela 5.1.). Iz prikazanih rezultata na grafikonima i tabeli se vidi da najvecu ocenu u okviru
eksternih biosigurnosnih mera farma BS 1 imala je u potkategoriji koja se odnosila na zaposlene i
posetioce (94%), Sto je bilo viSe u poredenju sa proseénim vrednostima u Srbiji (66%) i svetu (69%).
Sve ostale potkategorije (kupovina Zivotinja 1 semena; transport zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih
zivotinja; hrana, voda i oprema; kontrola Stetocina 1 ptica; lokacija farme) bile su loSije ocenjene u
odnosu na prose¢ne vrednosti u Srbiji i svetu, izuzev potkategorije vezane za snadbevanje hrane, vode 1
opreme (40%), koja je imala najnizu ocenu u ovoj kategoriji. Medutim to je bila veca vrednost od
prosene vrednosti u Srbiji (33%), a niza u poredenju sa proseCnim vrednostima u svetu (50%).
Ukupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera na farmi BS 1 bila je 64%, $to je bilo niZze u poredenju

sa prosecnim vrednostima u Srbiji (69%) i svetu (70%).

External biosecurity Internal biosecurity

F / B F B
E s E .
-
Grafikon 5.1.

Originalan prikaz rezultata obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 1.
Brojevi predstavljaju skalu bodovanja biosigurnosnih mera; plava boja oznacava biosigurnosne
vrednosti na farmi BS 1, dok ljubicasta boja oznacava prosecne biosigurnosne vrednosti u Srbiji;
oznake A, B, C, D, E i F predstavljaju potkategorije eksternih i internih biosigurnosnih mera
prikazane na grafikonima (Grafikon 5.2. i Grafikon 5.3.).
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Tabela 5.1.

i

GHENT BIOCHECK.UGENT

UNIVERSITY

ID:  218EEEIT6I3A2_1F

Rezultati ispitivanja

Originalan prikaz rezulta obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 1

PIG

MNr Description Score Country average Global average

External biosecurity
A Purchase of animals and semen TG % 88 % 88 %
B Transport of animals, remowval of manure and dead animals 52 % 71 % 70 %
C  Feed, water and eguipment supply 40 % 33 % 50 %
O Personnel and visitors o4 % 66 % B0 %
E Vermin and bird control 50 % 70 % 87 %
F  Environment and region 60 % B8 % G5 %
Subtotal External biosecurity: 64 % 69 % 7O %

Internal biosecurity
A Disease management 60 % 41 % 86 %
B  Farmowing and suckling period T1% 45 % 55 %
C  Nursery unit 57 % 44 % 85 %
O Fattening unit a7 % 33 % 67 %
E Measures between compartments and the use of squipment 64 % 50 % 48 %
F  Cleaning and disinfection 30 % 52 % 50 %
Subtotal Internal biosecurity: 56 % 46 % 58 %
KA = Not applicabie Total: 60 % 58 % 64 %
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Grafikon 5.2.

Komparativni prikaz vrednosti eksterinih biosigurnosnih mera na farmi BS 1 u odnosu na prose¢ne
vrednosti eksternih biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji i svetu: A - Kupovina zivotinja i
semena; B - Transport zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih zivotinja; C - Hrana, voda i
oprema; D - Zaposleni i posetioci; E - Kontrola $teto¢ina i ptica; F - Lokacija
farme; X -kupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera.

Interne biosigurnosne mere na farmi BS 1. Rezultati internih biosigurnosnih mera na farmi BS 1 po
potkategorijama prikazani su na dva grafikona (Grafikon 5.1, Grafikon 5.3.) i jednoj tabeli (Tabela
5.1.). U okviru internih biosigurnosnih mera najve¢u ocenu dobila je potkategorija koja se odnosila na
mere sprovedene u prasiliStu i tokom perioda dojenja (71%), Sto je bolje ocenjeno od prose¢nih
vrednosti u Srbiji (45%) i svetu (55%). Bolje od prose¢nih vrednosti u Srbiji i svetu na farmi BS 1 bila
je ocenjena i potkategorija vezana za mere izmedu odeljaka i koris¢enje opreme (64%). Potkategorije
koje se odnose na kontrolu bolesti (60%), mere u odgajivalistu (57%) i tovilistu imale su bolje ocene
(57%) u poredenju sa prosecnim vrednostima u Srbiji, a loSije u odnosu na svet. Potkategorija sa
najnizom ocenom odnosila se na ¢iS¢enje 1 dezinfekciju (30%), Sto je bilo nize od prosecnih vrednosti
kako u Srbiji (52%), tako i u svetu (59%). Ukupna vrednost internih biosigurnosnih mera za farmu BS1
iznosila je 56%, 1 prema ovom parametru bila je bolje ocenjena u poredenju sa prose€nim vrednostima

u Srbiji (46%), a losije u odnosu na svet (58%).
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Rezultati ispitivanja
Ukupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera na farmi BS 1 iznosila je 64% (Grafikon 5.2, Tabela
5.1.), i ova kategorija je bila bolje ocenjena od kategorije internih biosigurnosnih mera na datoj farmi
56% (Grafikon 5.3, Tabela 5.1.)
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Grafikon 5.3.

Komparativni prikaz vrednosti internih biosigurnosnih mera na farmi BS 1 u odnosu na prose¢ne
vrednosti internih biosigurnosnih mera farmi u Srbiji i svetu: A - Kontrola bolesti ; B - Prasiliste
i period dojenja; C - Odgajivaliste; D - Toviliste; E - Mere izmedu odeljaka i
koris¢enje opreme; F - Cis¢enje i dezinfekcija; X - Ukupna vrednost
internih biosigurnosnih mera.

5.2. Procena biosigurnosnih mera na farmi BS 2

Eksterne biosigurnosne mere na farmi BS 2. Rezultati ocena potkategorija eksternih biosigurnosnih
mera na farmi BS 2 pokazali su izraZeniju varijabilnost u odnosu na ocene internih biosigurnosnih mera
(Grafikon 5.4, Grafikon 5.5. i Tabela 5.2.). Maksimalnu ocenu eksternih biosigurnosnih mera imala je
potkategorija koja se odnosila na kupovinu zivotinja i semena (100%), $to je bilo vise u odnosu na
proseéne vrednosti u Srbiji (88%) i svetu (89%). Ocene za potkategorije zaposleni i posetioci, kontrola
StetoCina 1 ptica i lokacija farme bile su bliske srednjim vrednostima ocena za ove potkategorije
eksternih biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji i svetu. Najnizu vrednost imala je potkategorija

vezana za snadbevanje hrane, vode i opreme (10%), i1 bila je loSije ocenjena u odnosu na prosecne
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Rezultati ispitivanja
vrednosti u Srbiji (33%) i svetu (50%). Dodatno, potkategorija vezana za transport Zivotinja, uklanjanje
dubriva 1 uginulih zivotinja sa ocenom od 35% takode je bila ispod prose¢ne vrednosti u Srbiji (71%) i
svetu (70%) za ovaj parametar. Ukupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera na farmi BS 2 iznosila
je 62%, i prema ovom rezultatu nalazila se ispod proseka za farme u Srbiji (69%) i svetu (70%).

External biosecurity Internal biosecurity

Grafikon 5.4.
Originalan prikaz rezultata obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 2.
Brojevi predstavljaju skalu bodovanja biosigurnosnih mera; plava boja oznacava biosigurnosne
vrednosti na farmi BS 2, dok ljubicasta boja oznacava prosec¢ne biosigurnosne vrednosti u Srbiji;
oznake A, B, C, D, E i F predstavljaju potkategorije eksternih i internih biosigurnosnih mera
prikazane na grafikonima (Grafikon 5.5. i Grafikon 5.6.).
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Tabela 5.2.

GHENT

BIOCHECK.UGENT

Rezultati ispitivanja

Originalan prikaz rezulta obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 2

LUNIVERSITY
ID:  M870%831653M2_1F
PIG
Nr Description Score Country average Global average
External biosecurity
A Purchase of animals and semen 100 % 88 % 20 %
B  Transport of animals, removal of manure and dead animals 35 % 71 % 70 %
C  Feed, water and eguipment supply 10 % 33 % 50 %
O  Personnel and visitors 1% 05 % 68 %
E Memin and bird control 70 % 78 % 87 %
F  Environment and region B0 % B8 % B85 %
Subtotal External biosecurity: 62 % 69 % 70 %
Internal biosecurity
A Disease management 100 % 41 % 66 %
B Famowing and suckling period 1% 45 % 55 %
C  Nursery wnit T1% 44 % 85 %
D Fattening wnit A7 % 13 % 87 %
E Measures between compartments and the use of eguipment G4 % 50 % 48 %
F Cleaning and disinfection 50 % 52 % 58 %
Subtotal Internal biosecurity: 66 % 46 % 58 %
NYA = Not applicabie Total: 64 % 58 % 64 %
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Rezultati ispitivanja
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Grafikon 5.5.

Komparativni prikaz vrednosti eksterinih biosigurnosnih mera na farmi BS 2 u odnosu na prose¢ne
vrednosti eksternih biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji i svetu: A - Kupovina zivotinja i
semena; B - Transport zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih Zivotinja; C - Hrana, voda i
oprema; D - Zaposleni i posetioci; E - Kontrola $teto¢ina i ptica; F - Lokacija
farme; X -kupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera.

Interne biosigurnosne mere na farmi BS 2. Rezultati internih biosigurnosnih mera na farmi BS 2
prikazani su na dva grafikona (Grafikon 5.4, Grafikon 5.6.) i jednoj tabeli (Tabela 5.2.). Najvecu
vrednost u okviru internih biosigurnosnih mera imala je potkategorija kontrola bolesti (100%), koja je
bila za 59% viSe ocenjena u poredenju sa prosekom u Srbiji, i za 34% u poredenju sa prosekom u svetu.
Ostale potkategorije internih biosigurnosnih mera na farmi BS 2 imale su viSe vrednosti od prose¢nih
vrednosti za farme u Srbiji, izuzev ¢iS€enja 1 dezinfekcije sa ocenom od 50%, koja je bila niza od
proseénih vrednosti za ovaj parametar u Srbiji (52%) i svetu (59%), pa je ova potkategorija ujedno bila
i najloSije ocenjena interna biosigurnosna mera na farmi BS 2. Ukupna vrednost internih
biosigurnosnih mera bila je 66%, Sto je bilo bolje ocenjeno u poredenju sa prose¢nim vrednostima u

Srbiji (46%) i svetu (58%).

Naime, na farmi BS 2 ukupne interne biosigurnosne mere su bile bolje sprovedene (66%, Grafikon 5.6.
i Tabela 5.2.) u odnosu na ukupne eksterne biosigurnosne mere (62%, Grafikon 5.5. i Tabela 5.2.).
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Grafikon 5.6.

Komparativni prikaz vrednosti internih biosigurnosnih mera na farmi BS 2 u odnosu na prose¢ne
vrednosti internih biosigurnosnih mera farmi u Srbiji i svetu: A - Kontrola bolesti ; B - Prasiliste

I period dojenja; C - Odgajivaliste; D - Toviliste; E - Mere izmedu odeljaka i
koriéenje opreme; F - Cis¢enje i dezinfekcija; T - Ukupna vrednost
internih biosigurnosnih mera.

5.3. Procena biosigurnosnih mera na farmi BS 3

Eksterne biosigurnosne mere na farmi BS 3. Na grafikonima (Grafikon 5.7, Grafikon 5.8.) i tabeli

(Tabela 5.3.) prikazani su rezultati eksternih biosigurnosnih mera na farmi BS 3. Na farmi BS 3

najvecu, a ujedno i maksimalnu vrednost (100%) u okviru eksternih biosigurnosnih mera imala je

potkategorija kupovina Zivotinja i semena, i ocena ove potkategorije bila je visa od prosecne vrednosti

u Srbiji (88%) 1 svetu (89%). Bolje ocene u odnosu na prosecne vrednosti u Srbiji 1 svetu dobile su 1

potkategorije transport zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih zivotinja (78%) i zaposleni i posetioci

(82%). Najnizu vrednost imala je potkategorija koja se odnosila na snadbevanje hrane, vode i opreme

(47%), koja je bila iznad prose¢ne vrednosti u Srbiji (33%), ali loSije ocenjena u poredenju sa

proseénom vredno$c¢u za ovaj parametar na farmama u svetu (50%). Na farmi BS 3 ukupne eksterne

biosigurnosne mere su bile bolje ocenjene (77%) u odnosu na prosecne vrednosti ukupnih eksternih

biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji (69%) i svetu (70%).
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Rezultati ispitivanja

External biosecurity Internal biosecurity

Grafikon 5.7.
Originalan prikaz rezultata obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 3.
Brojevi predstavljaju skalu bodovanja biosigurnosnih mera; plava boja oznacava biosigurnosne
vrednosti na farmi BS 2, dok ljubi¢asta boja oznacava prose¢ne biosigurnosne vrednosti u Srbiji;
oznake A, B, C, D, E i F predstavljaju potkategorije eksternih i internih biosigurnosnih mera
prikazane na grafikonima (Grafikon 5.8. i Grafikon 5.9.).

56



Tabela 5.3.

GHENT

BIOCHECK.UGENT

Rezultati ispitivanja

Originalan prikaz rezulta obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 3

UNIVERSITY
ID: 21867/63165342_1R
PIG
Nr Description Score Country average Global average

External biosecurity
A Purchase of animals and semen 100 % 88 % 88 %
B  Transport of animals, removal of manure and dead animals TH % 71 % 70 %
C  Feed water and eguipment supply 4T % 3% 50 %
D Personnel and visitors B2 % 85 % 88 %
E Vermin and bird control TO % 78 % 87 %
F Environment and region 80 % B8 % B85 %
Subtotal External biosecurity: 77 % 69 % 70 %

Internal biosecurity
A Disease management 100 % 41 % B85 %
B Famowing and suckling period T1% 45 % 55 %
C  Nursery unit 50 % 44 % B85 %
D Fattening unit TH % 33 % 87 %
E Measures between compartments and the use of eguipment T1% 50 % 48 %
F  Cleaning and disinfection BB % F2 % 50 %
Subtotal Internal biosecurity: 76 % 46 % 58 %
NA = Not applicable Total: 7% 58 % 64 %
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Grafikon 5.8.

Komparativni prikaz vrednosti eksterinih biosigurnosnih mera na farmi BS 3 u odnosu na prose¢ne
vrednosti eksternih biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji i svetu: A - Kupovina zivotinja i
semena; B - Transport zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih Zivotinja; C - Hrana, voda i
oprema; D - Zaposleni i posetioci; E - Kontrola $teto¢ina i ptica; F - Lokacija
farme; X -kupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera.

Interne biosigurnosne mere na farmi BS 3. Na grafikonima (Grafikon 5.7, Grafikon 5.9.) i tabeli
(Tabela 5.3.) prikazani su rezultati internih biosigurnosnih mera na farmi BS 3 moze se uociti da su pet
od Sest potkategorija internih biosigurnosnih mera bile bolje ocenjene u odnosu na prosecne vrednosti
farmi u Srbiji 1 svetu. Najveéu vrednost je imala potkategorija koja se odnosila na kontrolu bolesti
(100%), a za njom slede c¢is¢enje i dezinfekcija (88%), mere koje se primenjuju u tovilistu (79%), pa
zatim prasiliSte i period dojenja (71%) i mere izmedu odeljaka i koris¢enje opreme (71%).
Potkategorija vezana za mere koje se primenjuju u odgajivaliStu prasadi je bila najlosije ocenjena na
farmi BS 3 (50%), i prema ovoj vrednosti farma BS 3 je bila ispod proseka farmi u svetu (65%), ali i
iznad proseka u odnosu na farme u Srbiji (44%). Ukupna vrednost internih biosigurnosnih mera

iznosila je 76%, §to je bilo bolje ocenjeno u poredenju sa prose¢nim vrednostima u Srbiji (46%) i svetu
(58%).
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Rezultati ispitivanja
Poredenjem rezultata, ukupne eksterne biosigurnosne mere (77%, Grafikon 5.8. i Tabela 5.3.) bile su
bolje ocenjene za 1% u odnosu na interne biosigurnosne mere na farmi BS 3 (76%, Grafikon 5.9. i
Tabela 5.3.).
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Grafikon 5.9.

Komparativni prikaz vrednosti internih biosigurnosnih mera na farmi BS 3 u odnosu na prose¢ne
vrednosti internih biosigurnosnih mera farmi u Srbiji i svetu: A - Kontrola bolesti ; B — Prasiliste
i period dojenja; C - Odgajivaliste; D - Toviliste; E - Mere izmedu odeljaka i
koris¢enje opreme; F - Cis¢enje i dezinfekcija; X - Ukupna vrednost
internih biosigurnosnih mera.

5.4. Procena biosigurnosnih mera na farmi BS 4

Eksterne biosigurnosne mere na farmi BS 4. Rezultati procene eksternih biosigurnosnih mera na
farmi BS 4 po potkategorijama prikazani su na grafikonima (Grafikon 5.10. i Grafikon 5.11.) i tabeli
(Tabela 5.4.). Na farmi BS 4 svih Sest potkategorija eksternih biosigurnosnih mera imale su ocene
>80%, $to su ujedno bile 1 viSe vrednosti od prose¢nih vrednosti svih navedenih parametara na
farmama u Srbiji 1 svetu. Najbolje je bila ocenjena potkategorija kupovina zivotinja i semena (100%),
dok potkategorija zaposleni 1 posetioci sa vrednoS¢u od 94% bila je za 28%, odnosno za 25%, visa u
odnosu na prosecne vrednosti u Srbiji i svetu. NajniZze ocene u ovoj kategoriji na farmi BS 4 dobile su

mere vezane za hranu, vodu i opremu (80%) i lokaciju farme (80%), s tim da ocena za potkategoriju
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Rezultati ispitivanja
hrana, voda i oprema se najvise razlikovala od prose¢nih vrednosti za ovaj parametar u Srbiji (33%) i
svetu (50%). Ukupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera bila je 89%, Sto je bilo znatno vise u

poredenju sa prose¢nim vrednostima u Srbiji (69%) 1 svetu (70%).

External biosecurity Internal biosecurity

Grafikon 5.10.
Originalan prikaz rezultata obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 4.
Brojevi predstavljaju skalu bodovanja biosigurnosnih mera; plava boja oznacava biosigurnosne
vrednosti na farmi BS 2, dok ljubicasta boja oznacava proseéne biosigurnosne vrednosti u Srbiji;
oznake A, B, C, D, E i F predstavljaju potkategorije eksternih i internih biosigurnosnih mera
prikazane na grafikonima (Grafikon 5.11. i Grafikon 5.12.).
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Rezultati ispitivanja

Tabela5.4.  Originalan prikaz rezulta obradene ankete prema BioCheck.UGent™ na farmi BS 4

—
LTI
GHENT BIOCHECK.UGENT
UNIVERSITY
ID: 2186963 1653M2_1F
PIG
Nr Description Score Country average Global average

External biosecurity

A Purchase of animals and semen 100 % 88 % 80 %
B  Transport of animals, remowval of manure and dead animals 83 % 71 % 70 %
C  Feed, water and equipment supply B0 % 33 % 50 %
O Persomnel and visitors o4 % B85 % B0 %
E Vemin and bird control 20 % 78 % 67 %
F Environment and region B0 % B8 % B85 %

Subtotal External biosecurity: 89 % 69 % 70 %

Internal biosecurity

A Disease management 100 % 41 % 64 %
B  Farmowing and suckling period 86 % 45 % 55 %
C  Mursery unit 1% 44 % B5 %
O Fattening wnit o3 % 33 % 67 %
E Measures between compariments and the use of equipment 1% 50 % 48 %
F  Cleaning and disinfection a0 % 52 % 50 %
Subtotal intermal biosecurity: 83 % 46 % 58 %

KA = Not applicabie Total: 86 % 58 % 64 %
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Rezultati ispitivanja
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Grafikon 5.11.

Komparativni prikaz vrednosti eksterinih biosigurnosnih mera na farmi BS 4 u odnosu na prose¢ne
vrednosti eksternih biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji i svetu: A - Kupovina zivotinja i
semena; B - Transport zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih zivotinja; C - Hrana, voda i
oprema; D - Zaposleni i posetioci; E - Kontrola $teto¢ina i ptica; F - Lokacija
farme; X -kupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera.

M Vrednost eksternih biosigurnosnih mera na farmama svinja u Srbiji

B Vrednost eksternih biosigurnosnih mera na farmama svinja u svetu

Interne biosigurnosne mere na farmi BS 4. Visoke ocene, sa jo$ izrazenijim razlikama u odnosu na
prosecne vrednosti na farmama u Srbiji 1 svetu, farma BS 4 je dobila za potkategorije internih
biosigurnosnih mera (Grafikon 5.10, Grafikon 5.12. Tabela 5.4.). U okviru kategorije internih mera
najveéu ocenu dobila je potkategorija koja se odnosila na mere sprovedene u kontroli bolesti (100%),
Sto je bilo bolje ocenjeno od prosecnih vrednosti u Srbiji (41%) 1 svetu (66%). Najizrazenija razlika
uocena je za mere koje se primenjuju u toviliStu izmedu ocena BS 4 farme (93%) i prose¢nih vrednosti
farmi u Srbiji (33%), dok se ocena za potkategoriju ¢is¢enje i dezinfekcija (90%) najvise razlikovala od
prose¢nih vrednosti farmi u svetu (59%). Potkategorije sa najnizim ocenama bile su vezane za
odgajivaliste (71%) i mere sprovedene izmedu odeljaka farme i kori§¢enje opreme (71%), a ovaj
rezultat je bio visi od prose¢nih vrednosti na farmama u Srbiji za potkategoriju odgajivaliste (44%) i
mere sprovedene izmedu odeljaka farme 1 koriS¢enje opreme (50%) 1 svetu (65% 1 48%, pojedinacno).
Ukupna vrednost internih biosigurnosnih mera farme BS 4 bila je 83%, Sto je bilo bolje ocenjeno u

poredenju sa prose¢nim vrednostima u Srbiji (46%) 1 svetu (58%).
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Rezultati ispitivanja
Na osnovu dobijenih rezultata moZe se uociti da su eksterne biosigurnosne mere na farmi BS 4 (89%,
Grafikon 5.11. i Tabela 5.4.) bile bolje sprovedene u odnosu na interne biosigurnosne mere (83%,
Grafikon 5.12. i Tabela 5.4.).
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Grafikon 5.12.

Komparativni prikaz vrednosti internih biosigurnosnih mera na farmi BS 4 u odnosu na prose¢ne
vrednosti internih biosigurnosnih mera farmi u Srbiji i svetu: A - Kontrola bolesti ; B — Prasiliste
i period dojenja; C - Odgajivaliste; D - Toviliste; E - Mere izmedu odeljaka i
koris¢enje opreme; F - Cis¢enje i dezinfekcija; X - Ukupna vrednost
internih biosigurnosnih mera.

5.5. Uporedni prikaz eksternih biosigurnosnih nivoa na Cetiri farme

Vrednosti eksternih biosigurnosnih mera analiziranih farmi prikazane su na grafikonu (Grafikon 5.13.).
Na sve cetiri farme najbolje su bile ocenjene potkategorije kupovina Zivotinja i semena i zaposleni 1
posetioci, a najnize ocene posmatrane Cetiri farme su dobile za biosigurnosne mere koje se odnose na
hranu, vodu i opremu. U okviru potkategorije kupovina Zivotinja i semena farme BS 2, BS 3 i BS 4
imale su maksimalne vrednosti (100%), dok je farma BS 1 imala znatno nizu vrednost (76%).
Potkategorija koja se odnosila na zaposlene i posetioce ocenjena je sa 92% na farmi BS 1 i BS 4, dok je
na farmi BS 3 ocenjena sa 82%, a na farmi BS 2 sa 71%. Potkategorija snadbevanje hrane, vode i

opreme ocenjena je najve¢om ocenom na farmi BS 4 (80%), dok su znatno nize vrednosti zabeleZene

63



Rezultati ispitivanja

na farmama BS 3 (47%), BS 1 (40%) i BS 2 (10%). Najvecéu varijabilnost u rezultatima primenjenih

biosigurnosnih mera imala je farma BS 2. Na ovoj farmi uocene su znatno niZe ocene za potkategorije

hrana, voda i oprema (10%) i transport zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih zivotinja (35%) u

odnosu na ostale ispitivane farme. Ocene svih Sest razli¢itih potkategorija eksternih biosigurnosnih

mera na farmi BS 4 bile su najviSe, 1 date vrednosti su bile ili viSe (tri potkategorije) ili jednake (tr1

potkategorije) ocenama za iste parametre na farmama BS 1, BS 2 i BS 3. Posledi¢no, farma BS 4 imala

je 1 najvecu vrednost eksternih biosigurnosnih mera (89%), dok je najnizu vrednost eksternih

biosigurnosnih mera imala farma BS 2 (62%).
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Grafikon 5.13.

Komparativni prikaz eksternih biosigurnosnih mera na ispitivanim farmama (BS 1, BS 2, BS 3, BS 4)
A - Kupovina Zivotinja i semena; B - Transport Zivotinja, uklanjanje dubriva 1 uginulih Zivotinja;

C - Hrana, voda i oprema; D - Zaposleni i posetioci; E - Kontrola Steto¢ina i ptica;
F - Lokacija farme; X - Ukupna vrednost eksternih biosigurnosnih mera.

5.6. Uporedni prikaz internih biosigurnosnih nivoa na cetiri farme

Vrednosti internih biosigurnosnih mera Cetiri razli¢ite farme prikazane su na Grafikon 5.14. Moze se

uociti da su ispitivane farme bile viSe ujednacene u ocenama internih biosigurnosnih mera u odnosu na

cksterne. Potkategorije kontrola bolesti i prasiliSte i period dojenja su bile najbolje ocenjene na
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farmama, gde su za prvu potkategoriju farme BS 2, BS 3 i BS 4 imale maksimalne vrednosti (100%), a
farma BS 1 ocenu 60%, dok za drugu potkategoriju farme BS 1, BS 2 i BS 3 ocenjene su sa 71%, a
farma BS 4 sa 86%. Najvece razlike izmedu farmi uocene su u ocenama za potkategoriju cis¢enje i
dezinfekcija. Ova interna biosigurnosna mera je dobro primenjivana na farmama BS 3 i BS 4, sa
ocenama 88% 1 90%, dok je farma BS 2 bila znatno lo$ije ocenjena za ovaj parametar (50%). Farma BS
1 je za ovu potkategoriju bila najlosije ocenjena sa 30%, Sto je ujedno bila i najniza ocena za sve
interne biosigurnosne mere na posmatranim farmama. Kao i kod ocena eksternih biosigurnosnih mera,
farma BS 4 je za tri potkategorije: prasiliste i period dojenja, toviliste i ¢iS¢enje i dezinfekcija imala
najbolje ocene (86%, 93% 1 90%, pojedinacno), dok je u ostale tri potkategorije: kontrola bolesti,
odgajivaliste i mere izmedu odeljaka i koriS¢enje opreme imala ocene koje se nisu razlikovale od farme
BS 2 i BS 3 (100%), farme BS 2 (71%) i farme BS 3 (71%), pojedinac¢no. Takode, i ukupna vrednost
internih biosigurnosnih mera na farmi BS 4 (83%) bila je viSa u odnosu na ostale ispitivane farme, dok

je najnizu vrednost internih biosigurnosnih mera imala farma BS 1 (56%).
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Grafikon 5.14.
Komparativni prikaz internih biosigurnosnih mera na ispitivanim farmama (BS 1, BS 2, BS 3, BS 4)
A - Kontrola bolesti ; B - Prasiliste i period dojenja; C - Odgajivaliste; D - Toviliste;
E - Mere izmedu odeljaka i kori$éenje opreme; F - Cidéenje i dezinfekcija;
¥ - Ukupna vrednost internih biosigurnosnih mera.
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5.7. Ukupne vrednosti biosigurnosnih mera

Ukupne vrednosti biosigurnosnih mera na sve Cetiri farme koje su analizirane u ovoj doktorskoj
disertaciji bile su vise od prosec¢nih vrednosti biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji (58%) i svetu
(64%), izuzev farme BS 1 ¢ija ocena ukupnih biosigurnosnih mera je bila niza u poredenju sa
prosecnim vrednostima u svetu (Grafikon 5.15.). Najvecu vrednost biosigurnosnih mera imala je farma
BS 4 (86%), a najnizu vrednost biosigurnosnih mera imala je farma BS 1 (60%). Ocena ukupnih
biosigurnosnih mera na farmi BS 2 iznosila je 64% 1 bila je jednaka prosecnoj vrednosti na farmama

svinja u svetu, dok vrednost ukupnih biosigurnosnih mera na farmi BS 3 je iznosila 77%.
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Grafikon 5.15.

Komparativni prikaz ukupnih vrednosti biosigurnosnih mera na ispitivanim farmam
(BS 1, BS 2, BS 3 i BS 4) medusobno i u odnosu na ukupne biosigurnosne
vrednosti na farmama svinja u Srbiji i svetu.

5.8. Utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u kontroli PE

Rezultati statistiCke analize broja L. intracellularis logio bakterija/g fecesa primenom t-testa i ANOVA
uz Tukey post-hoc testa prikazani su u tabelama (Tabela 5.5, Tabela 5.6, Tabela 5.7. i Tabela 5.8.). Na
osnovu vrednosti koeficijenta varijacije, prikazanih u prethodno navedenim tabelama, za tri posmatrana

perioda na svakoj od farmi dobijeni rezultati svih grupa prasadi imali su normalnu distribuciju.

Utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u kontroli PE na farmi BS 1.

Poredenjem kontrolne i tretman grupe prasadi t-testom nakon uzorkovanja tokom cetiri nedelje ogleda
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na farmi BS 1 uocen je znacajno manji broj bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi tretman grupe
14. dana 5,17 logio bakterija/g u odnosu na kontrolnu grupu 6,41 logio bakterija/g (P=0,0080) i 28.
dana gde je kod grupe prasadi T-BS1 koja je u hrani dobijala ispitivani preparat Patente Herba® Plus
broj bakterija bio 5,23 logio bakterija/g u poredenju sa kontrolnom grupom (K-BS1), gde je broj
bakterija bio 6,72 logio bakterija/g (P=0,0015), dok znacajnih razlika nije bilo 0. dana eksperimenta
izmedu poredenih grupa (P=0,0995).
Pra¢enjem broja bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi kontrolne i tretman grupe tokom vremena
primenom ANOVA uz Tukey post-hoc testa utvrdeno je da je dodavanje preparata u hrani imalo
pozitivni efekat, odnosno znacajno je smanjilo broj bakterija u fecesu prasadi T-BS1 grupe tokom 14.
dana (5,17 logio bakterija/g) i 28 dana (5,23 logio bakterija/g) u odnosu na 0. dan eksperimenta, gde je
broj bakterija bio 7,03 logio bakterija/g (P<0,0001). U kontrolnoj grupi prasadi broj bakterija u fecesu
bio je ujednacen tokom eksperimenta (P=0,7605) u opsegu od 6,41 (14. dan) do 6,72 (28. dan)
logio bakterija/g.

Tabela5.5.  Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen gPCR
kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi ispitivanim
aditiva na farmi BS 1.

Aritmeti¢ka Standardna - . Koeficijent
Grupa . o Minimum Maksimum o
sredina devijacija varijacije cv (%)

0. dan

K-BS1 6,49 A 0,59 5,67 7,33 9,04

T-BS1 7,034 0,73 6,03 8,19 10,37
14. dan

K-BS1 6,414 1,09 4,22 7,83 16,93

T -BS1 517"8 0,58 4,08 5,98 11,28
28. dan

K-BS1 6,72 3A 1,01 4,61 8,09 14,94

T-BS1 5,238 0,60 4,12 6,09 11,49

Za isti period ispitivanja, u istoj koloni razli¢ita slova (* ®) ukazuju na stepen znacajnosti P<0,05 (t-test); U istoj koloni
razli¢ita slova (* B) ukazuju na stepen znac¢ajnosti P<0,05 (ANOVA uz Tukey post-hoc test).

Utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u kontroli PE na farmi BS 2. Broj
baterija L. intracellularis u fecesu prasadi tokom 28 dana eksperimenta na farmi BS 2 prikazan je u
Tabeli 5.6. Rezultati t-testa pokazali su da je na farmi sa biosigurnosnim nivoom 2 broj bakterija L.
intracellularis 14. dana (5,50 logio bakterija/g fecesa) i 28. dana (5,51 logio bakterija/g fecesa) ogleda
kod tretman grupe prasadi koja je putem hrane dobijala ispitivani preparat bio znacajno nizi u odnosu
na kontrolnu grupu prasadi koja nije dobijala preparat u hrani tokom 14. dana sa 6,60 log:o bakterija/g
fecesa (P=0,0470) i 28. dana ogleda gde je broj bakterija bio 6,86 logio bakterija/g fecesa (P=0,0176).
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Koris¢enjem ANOVA uz Tukey post-hoc test nije uofen efekat duZine trajanja tretmana na broj
bakterija L. intracellularis u fecesu tretman grupe prasadi (P=0,6174) i kontrolne grupe prasadi
(P=0,2117).

Tabela 5.6.  Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen gqPCR
kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi
ispitivanim aditiva na farmi BS 2.

G Aritmeti¢ka Standardna - . Koeficijent
rupa . o Minimum Maksimum L
sredina devijacija varijacije cv (%)

0. dan

K-BS2 6,14 0,81 4,83 7,20 13,19

T-BS2 5,98 0,83 4,67 7,05 13,91
14. dan

K-BS2 6,60 ® 0,61 5,63 7,30 9,31

T -BS2 5,50 1,03 4,00 6,71 18,69
28. dan

K-BS2 6,86 ¢ 0,58 5,87 7,60 8,45

T-BS2 551° 1,01 4,43 7,22 18,25

Za isti period ispitivanja, u istoj koloni razli¢ita slova (*®) ukazuju na stepen zna¢ajnosti P<0,05 (t-test).

Utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u kontroli PE na farmi BS 3. Broj
baterija L. intracellularis u fecesu prasadi tokom vremena na farmi BS 3 prikazan je u Tabeli 5.7.
Tokom trajanja ogleda za svaki period uzorkovanja fecesa nije bilo zna¢ajnih razlika u broju bakterija
izmedu kontrolne i tretman grupe prasadi, odnosno 0., (P=0,6184), 14. (P=0,7225) i 28. dana
eksperimenta (P=0,2489). Takode, poredenjem tokom tri faze uzrokovanja nije uocena razlika u broju

bakterija L. intracellularis u fecesu tretman grupe (P=0,3029) i kontrolne grupe prasadi (P=0,4187).

Tabela 5.7.  Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen gqPCR
kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi ispitivanim
aditiva na farmi BS 3.

Aritmeti¢ka Standardna . . Koeficijent
Grupa . o Minimum Maksimum s
sredina devijacija varijacije cv (%)

0. dan

K-BS3 5,22 1,17 3,22 6,61 22,36

T-BS3 5,50 0,90 3,78 6,48 16,30
14. dan

K-BS3 4,71 0,41 4,24 5,39 8,65

T-BS3 4,81 0,56 4,24 5,82 11,66
28. dan

K-BS3 4,63 0,74 3,44 5,49 16,08

T-BS3 5,18 0,81 4,27 6,35 15,56
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Utvrdivanje efikasnosti fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u kontroli PE na farmi BS 4.
Poredenjem grupe prasadi koja je dobijala preparat Patente Herba® Plus i kontrolne grupe prasadi
farme BS 4 utvrdeno je odsustvo znac¢ajnih razlika u broju bakterija L. intracellularis u fecesu 0., 14. i
28. dana ogleda (P=0,5845; P=0,5142 i P=0,9506, pojedina¢no). Koris¢enjem ANOVA uz Tukey post-
hoc testa, tokom ogleda takode nije uocena razlika u broju L. intracellularis u fecesu prasadi kod

kontrolne grupe (P=0,7811), kao ni kod tretman grupe (P=0,0942), prikazano u Tabeli 5.8.

Tabela 5.8.  Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen gqPCR
kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi ispitivanim
aditiva na farmi BS 4.

Aritmeti¢ka Standardna . . Koeficijent
Grupa : P Minimum Maksimum .
sredina devijacija varijacije cy (%)

0. dan

K-BS4 4,14 0,92 3,08 5,48 22,26

T-BS4 4,38 0,49 3,73 4,97 11,08
14. dan

K-BS4 3,92 0,35 3,44 4,34 9,01

T-BS4 3,77 0,43 3,17 4,29 11,37
28. dan

K-BS4 391 0,41 3,48 4,35 10,49

T-BS4 3,90 0,50 3,36 4,71 12,71

5.9. Korelaciona zavisnost broja bakterija L. intracellularis u fecesu, biosigurnosnog nivoa farme,

tretmana i duzine tretmana

U Tabeli 5.9. prikazani su rezultati dobijeni primenom Spearman-ovog testa korelacije. Ispitivanjem
korelacione zavisnosti izmedu broja bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi, biosigurnosnog nivoa
farme, tretmana i duzine tretmana utvrdeno je da je Spearman-ov koeficijent korelacije izmedu broja
bakterija L. intracellularis u fecesu i biosigurnosnog nivoa farme bio (r=-0,664), odnosno da je izmedu
ova dva parametra postojala znacajna umerena negativna linearna korelacija (P<0,01), odnosno da je sa
ve¢om vredno$éu biosigurnosnog nivoa farme broj bakterija u fecesu prasadi bio manji. Nije uocena
znacajna korelaciona zavisnost izmedu ostalih ispitivanih parametara (broj bakterija i tretman P=0,065;
broj bakterija i duzina tretmana P=0,061; biosigurnosni nivo i tretman P=1,000; biosigurnosni nivo i

duzina tretmana P=0,991 i, na kraju, tretman i duzina tretmana P=1,000).
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Tabela5.9.  Spearman-ov koeficijent korelacije izmedu broja bakterija L. intracellularis u fecesu
(logio bakterija/g fecesa) dobijen putem (qPCR) metode, biosigurnosnog nivoa farme,
tretmana i duzine tretmana

logo fbakterlj alg Biosigurnosni nivo Tretman Duzina tretmana
ecesa
logio bakterija/g 1 -0,664** -0,144 -0,147
fecesa
Biosigurnosni nivo - 1 0,001 -0,009
Tretman - - 1 0,001
Duzina tretmana - - - 1

** P<0,01; r=0,0 - nema linearne zavisnosti; r=0,1-0,3 - slaba linearna zavisnost; r=0,4-0,6 - umerena linearna zavisnost;
r=0,7-0,90 - jaka linearna zavisnost i r=1 - perfektna linearna zavisnost.
5.10. Mikroskopske promene, histomorfometrijska i imunohistohemijska analiza ileuma prasadi

tretiranih fitogenim aditivom Patente Herba® Plus

Mikroskopske promene. Na Slici 5.1. prikazane su mikroskopske promene na ileumu prasadi iz
kontrolne grupe. U uzorcima ileuma kontrolne grupe zapaza se da je sluznica creva pravilno
organizovana u crevne kripte i1 vile. Na povrsini je prisutan eksudat sa manjom koli¢inom sluzi i
deskvamisanim c¢elijama (Slika 5.1. a). U sluznici se primeCuje umnoZzavanje peharastih celija
umerenog intenziteta, kao i proliferacija epitelnih ¢elija Liberkinijevih kripti uz izrazene mitoze (Slika
5.1. b). Prisutna je hiperplazija limfati¢nog tkiva Pajerovih plo¢a umerenog intenziteta (Slika 5.1. c).
Lamina propria je mestimi¢no edematozna, a njeni krvni sudovi hiperemi¢ni. Kod dva praseta lamina

propria je bila blago infiltrovana limfocitima i eozionofilnim granulocitima (Slika 5.1. d).
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Slika 5.1. Mikroskopske promene na ileumu svinja iz kontrolne grupe, HE. a) lzgled crevnih resica i

kripti, na povrSini suznice eksudat bogat sluzi i deskvamisanim celijama; b) Proliferacija ¢elija
Liberkinijevih kripti sa vidljivim mitozama (strelica); c) Hiperplazija limfati¢nog tkiva Pajerovih ploca

(zvezdica); d) Lamina propria infiltrovana limfocitima i eozionofilnim granulocitima.

Na Slici 5.2. prikazane su mikroskopske promene na ileumu tretman grupe prasadi. Na histoloskim
preparatima iz uzoraka poreklom od prasadi koja je tretirana fitogenim aditivom uocava se blaga
hiperplazija limfati¢nog tkiva Pajerovih ploca, pri cemu su pojedini limfociti zahvaceni apoptoti¢énim
procesima (Slika 5.2. a). Lamina propria je obilno infiltrovana limfocitima i manjim brojem
eozinofilnih granulocita (Slika 5.2. b). Umnozavanje peharastih Celija (Slika 5.2. ¢) i proliferacija
epitelnih celija Liberkinijevih kripti (Slika 5.2. d) su blaZeg intenziteta u poredenju sa kontrolnom

grupom prasadi.
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Slika 5.2. Mikroskopske promene na ileumu svinja tretiranih fitogenim aditivom, HE. a) Hiperplazija

limfaticnog tkiva Pajerovih plo¢a sa izrazenim halo-om oko pojedinih apoptoti¢nih limfocita; b)
Infiltracija lamina propria limfocitima i eozinofilnim granulocitima; ¢) Umnozavanje peharastih ¢elija

u sluznici creva; d) Proliferacija epitelnih ¢elija Liberkinijevih kripti (zvezdica).

Histomorfometrijska analiza. Rezultati histomorfometrijskih parametara ileuma prasadi kontrolne i
tretman grupe prikazani su u Tabeli 5.10. Histomorfometrijska analiza pokazala je da u tretiranoj grupi
prasadi su kripte bile znacajno plice 192,10 um (P=0,0284), a odnos visina resica/dubina Kripti
znacajno veci 3,16 (P=0,0040) nego u kontrolnoj grupi 216,20 um i 2,72. Nije uocen efekat dodavanja
fitogenog aditiva u hrani prasadi tokom 28 dana eksperimenta na ostale histomorfometrijske parametre:
visina resice (P=0,0607), Sirina resice (P=0,0728), povrsina resica (P=0,7676) i broj peharastih
¢elija/100 enterocita (P=0,0575).
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Tabela 5.10. Rezultati ispitivanja uticaja fitogenog aditiva Patente Herba® Plus na morfometrijske
parametre crevne eksperimentalnih zivotinja.

Eksperimentalne grupe

Parametari Kontrolna grupa Tretman grupa P vrednost
(X £+ Sd)

Yisina resice (um) 529,30+115,20 571,20+127,20 0,0607
Sirina resice (um) 187,80+48,69 172,60+42,56 0,0728
Dubina kripti (um) 216,20+68,95 @ 192,10+47,80° 0,0284
E)r(ijggs visina resica/dubina 2724084 ° 3,16+079 " 0,0040
Povrsina resica (mm?) 0,099+0,034 0,098+0,030 0,7676
Peharaste celije/100 19,17+3,19 23,60+3,93 0,0575
enterocita

Razligita slova (*®) u istom redu ukazuju na stepen znacajnosti (P <0,05) pra¢enih parametara medu eksperimentalnim
grupama.

Semikavantitativna i imunohistohemijska analiza. Rezultati semikvantitativne analize
imunohistohemijskih preparata dati su u Tabeli 5.11. U tretman grupi 2/6 (2 od 6) uzoraka (33,33%)
ocenjeno je ocenom 0, a preostalin 4/6 uzoraka (66,67%) ocenom 1, dok je u kontrolnoj grupi 3/6
uzoraka (50%) ocenjeno ocenom 1, a 2/6 uzoraka (33,33%) ocenjeno sa ocenom 2 i 1/6 uzoraka
(16,67%) ocenjeno 3. Ekspresija antigena L. intracellularis u ileumu svinje prikazana je na slikama
(Slika 5.3. i Slika 5.4.). najintenzivnija ekspresija antigena primecena je u makrofazima u obliku

citoplazmatskih reakcija (Slika 5.4.).

Tabela5.11. Rezultati semikvantitativne analiza tkiva ileuma nakon primene fitogenog aditiva
Patente Herba® Plus ispitivanih Zivotinjama.

Eksperimentalne grupe

Stepen ekspresije antigena L.

. : Tretman grupa Kontrolna grupa
intracellularis (n:6g)1 P (n:6)g| P
0 2/6 (33.33%) 0/6 (0%)
1 4/6 (66.67%) 3/6 (50%)
2 0/6 (0%) 2/6 (33.33%)
3 0/6 (0%) 1/6 (16.67%)
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- &

Slika 5.3. Stepen ekspresije antigena L. intracellularis u ileumu prasadi: a) Gradus 0, b) Gradus 1, c)
Gradus 2, d) Gradus 3. Strelice oznac¢avaju depozite smedih, imunopozitivnih makrofaga u lamini

propriji; LSAB2.

"
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Slika 5.4. Ekspresija antigena L. intracellularis u ileumu prasadi; LSAB2.

5.11. Uticaj fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) na proizvodne rezultate prirodno inficirane

odlucene prasadi na farmama sa razli¢itim biosigurnosnim nivoima tokom 28 dana eksperimenta

Efekat fitogenog aditiva na telesnu masu prasadi. Telesna masa prasadi na pocetku (sedam nedelja
stara prasad) i na kraju eksperimenta (jedanaest nedelja stara prasad) prikazana je u Tabeli 5.12. Moze
se videti da su grupe bile homogene sa koeficijentom varijacije od 10,49% (T-BS4) do 16,26% (T-
BS2), ¢ime je pokazano da su grupe na pocetku ogleda bile dobro formirane. Telesne mase prasadi 0.
dana eksperimenta bile su u opsegu od 10,49 kg (T-BS1) do 15,31 kg (K-BS4), a Student t-testom nije
uocena znacajna razlika izmedu kontrolne i tretman grupe na svakoj farmi BS 1 (P=0,2570); BS2
(P=0,7676); BS 3 (P=0,5765) i BS 4 (P=0,5130). Istim statistickim testom utvrdeno je da dodavanje
preparata Patente Herba® Plus u hrani tokom 28 dana eksperimenta nije dovelo do razlika u telesnoj
masi prasadi kontrolne i tretman grupe na svakoj od Cetiri ispitivanih farmi BS 1 (P=0,4582); BS 2
(P=0,3221); BS 3 (P=0,4057) i BS 4 (P=0,5063).
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Tabela 5.12. Telesne mase prasadi tretiranih fitogenim aditivom Patente Herba® Plus 0. dana i 28.
dana ogleda na ispitivanim farmam razli¢itih biosigurnosnih nivoa.

Grupa Aritmgtiéka Stanq_ar(_j_na Minimum Maksimum Iﬁoef_i_cijent
sredina devijacija varijacije cv (%)
0. dan (kg)
Farma BS 1
K-BS1 11,32 1,59 9,38 14,00 14,04
T-BS1 10,49 1,41 8,63 13,13 13,39
Farma BS 2
K-BS2 12,93 1,99 10,63 16,10 15,36
T-BS2 13,23 2,15 10,02 16,78 16,26
Farma BS 3
K-BS3 14,30 1,89 11,56 16,65 13,14
T-BS3 14,86 2,31 11,45 18,02 15,53
Farma BS 4
K-BS4 15,31 1,89 12,76 17,75 12,33
T-BS4 14,76 1,55 12,74 16,73 10,49
28. dan (kg)
Farma BS 1
K-BS1 19,35 3,35 14,88 24,88 17,30
T-BS1 20,79 4,61 15,50 31,00 22,19
Farma BS 2
K-BS2 20,48 1,86 18,38 24,13 9,09
T-BS2 21,46 2,22 18,43 24,70 10,33
Farma BS 3
K-BS3 24,16 3,48 18,44 29,16 14,42
T-BS3 25,57 3,53 20,45 31,25 13,81
Farma BS 4
K-BS4 26,07 4,09 19,56 32,74 15,67
T-BS4 27,29 3,52 20,17 31,28 12,90

Efekat fitogenog aditiva na prirast prasadi. Prosecan ukupan i dnevni prirast prasadi tokom celog
perioda ogleda prikazan je u Tabela 5.13. Poredenjem kontrolne i tretman grupe t-testom u okviru iste
farme uocen je znacajno bolji ukupni prirast 8,23 kg (P=0,0349) i dnevni prirast 0,294 kg (P=0,0345) u
grupi T-BS2 u odnosu na grupu K-BS2 gde je ukupni prirast bio 7,54 kg, a dnevni prirast 0,269 kg, dok
na drugim farmama razli¢itih biosigurnosnih nivoa nisu utvrdene razlike u ukupnom i dnevnom

prirastu kontrolne i tretman grupe prasadi za farme BS 1 (P=0,099); BS 3 (P=0,259); i BS 4 (P=0,193).

Analizom varijanse (One-way ANOVA uz Tukey post-hoc test) parametra prirasta kontrolnih i tretman
grupa prasadi na svim farmama sa razli¢itim biosigurnosnim nivoima nakon Cetiri nedelje eksperimenta
utvrdeno je da je najmanji ukupni priras (7,54 kg) i dnevni prirast (0,269 kg) imala kontrolna grupa

prasadi farme sa biosigurnosnim nivoom 2 (K-BS2), koja se znacajno razlikovala od obe grupe prasadi
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na farmi BS4 i tretman grupe prasadi na farmi BS 3 (P<0,0001). Grupa koja je u hrani dobijala preparat
Patente Herba® Plus na farmi BS 4 postigla je najbolji ukupni (12,53 kg) i dnevni prirast (0,447 kg),
koji je bio znacajno visi u poredenju sa K-BS1, K-BS2 i T-BS2 grupom prasadi (P<0,0001).

Tabela 5.13. Rezultati ukupnog i dnevnog prirasta prasadi tretiranih fitogenim aditivom Patente
Herba® Plus tokom ogleda na farmama razli¢itih biosigurnosnih nivoa.

Aritmeticka Standardna - . Koeficijent
Grupa . S Minimum Maksimum o
sredina devijacija varijacije cy (%)
Ukupni prirast (kg)
FarmaBS 1
K-BS1 8,03 A€ 1,92 5,50 10,88 23,94
T-BS1 10,31 ABC 3,40 6,25 17,88 32,93
Farma BS 2
K-BS2 7,54 24 0,55 6,59 8,130 7,28
T-BS2 8,23 PAC 0,71 7,40 9,830 8,65
Farma BS 3
K-BS3 9,86 ABC 1,71 6,88 12,51 17,37
T-BS3 10,71 B¢ 1,34 9,00 13,23 12,47
Farma BS 4
K-BS4 10,76 B¢ 2,88 6,13 16,90 26,72
T-BS4 12,538 2,64 6,41 15,39 21,06
Dnevni prirast (kg)
FarmaBS 1
K-BS1 0,287 A€ 0,368 0,196 0,388 23,97
T-BS1 0,368 ABC 0,121 0,223 0,638 32,91
Farma BS 2
K-BS2 0,269 24 0,020 0,235 0,290 7,33
T-BS2 0,294 PAC 0,025 0,264 0,351 8,65
Farma BS 3
K-BS3 0,352 ABC 0,061 0,246 0,447 17,37
T-BS3 0,382 B 0,048 0,321 0,473 12,47
Farma BS 4
K-BS4 0,384 ¢B 0,103 0,219 0,604 26,72
T-BS4 0,4478 0,094 0,229 0,550 21,06

U okviru iste farme u istoj koloni razli¢ita slova (*?) ukazuju na stepen znacajnosti P<0,05 (t-test); U istoj koloni razli¢ita
slova (" B ©) ukazuju na stepen znacajnosti P<0,05 (ANOVA uz Tukey post-hoc test).

Efekat fitogenog aditiva na konzumaciju i konverziju hrane. Ukupna i dnevna konzumacija hrane
prikazana je u Tabeli 5.14. Nakon 28 dana eksperimenta nije uocena razlika u ukupnoj i dnevnoj
konzumaciji hrane izmedu kontrolne i tretman grupe prasadi u okviru svake farme BS 1(P=0,5214); BS
2 (P=0,4577); BS3 (P=0,7882) i BS 4 (P=0,1177). Medutim, analiziraju¢i sve grupe na farmama sa
razliCitim biosigurnosnim nivoima pokazano je da je najmanju ukupnu (16,71 kg) i dnevnu
konzumaciju (0,597 kg) imala grupa K-BS1, koja se znacajno razlikovala samo od T-BS4 grupe
prasadi koja je imala najvisu ukupnu konzumaciju hrane 21,05 kg (P=0,1133) i dnevnu konzumaciju

hrane 0,752 kg (P=0,1128) tokom ogleda.
77



Rezultati ispitivanja

Tabela 5.14. Rezultati ukupne i dnevne konzumacije hrane prasadi tretiranih fitogenim aditivom
Patente Herba® Plus tokom ogleda na farmama razli¢itih biosigurnosnih nivoa.

Aritmeti¢ka Standardna i . Koeficijent
Grupa . o Minimum Maksimum o
sredina devijacija varijacije cy (%)
Ukupna konzumacija (kg)
FarmaBS 1
K-BS1 16,714 3,59 13,18 23,25 21,48
T-BS1 17,77 "8 3,27 13,29 22,91 18,40
Farma BS 2
K-BS2 17,56 A8 2,75 14,44 22,35 15,67
T-BS2 18,48 "B 2,36 15,65 22,55 12,74
Farma BS 3
K-BS3 18,51 A8 3,08 15,27 23,33 16,66
T-BS3 18,86 /B 2,29 15,29 22,11 12,16
Farma BS 4
K-BS4 18,88 A8 2,58 15,29 22,78 13,65
T-BS4 21,058 2,98 16,13 24,84 14,13
Dnevna konzumacija (kg)
FarmaBS 1
K-BS1 0,597 A 0,128 0,471 0,830 21,46
T-BS1 0,635 A8 0,117 0,475 0,818 18,36
Farma BS 2
K-BS2 0,627 A8 0,098 0,516 0,798 15,65
T-BS2 0,660 A8 0,084 0,559 0,805 12,74
Farma BS 3
K-BS3 0,661 A8 0,110 0,545 0,833 16,66
T-BS3 0,673 48 0,082 0,546 0,790 12,16
Farma BS 4
K-BS4 0,674 A8 0,092 0,546 0,814 13,65
T-BS4 0,752 8 0,106 0,576 0,887 14,13

U istoj koloni razli¢ita slova (* B) ukazuju na stepen znacajnosti P<0,05 (ANOVA uz Tukey post-hoc test).

Konverzija hrane prasadi tokom ogleda prikazana je u Tabeli 5.15. Poredenjem grupa prasadi pomoc¢u
t-testa u okviru iste farme utvrdena je znacajno bolja konverzija tretman grupe prasadi na farmi BS 1
1,791 kg/kg u odnosu na kontrolnu grupu 2,108 kg/kg (P=0,0121), dok na drugim farmama sa
razli¢itim biosigurnosnim nivoima nije uocena razlika u konverziji hrane prasadi BS2 (P=0,1997); BS

3 (P=0,0730) i BS 4 (P=0,5659).

Posmatrajuéi sve kontrolne grupe i grupe prasadi koje su putem hrane dobijale preparat Patente Herba®
Plus tokom cetiri nedelje eksperimenta, uoceno je da su tretman grupe na farmama BS 3 1 BS 4 postigle
najbolju konverziju (1,764 kg/kg i 1,732 kg/kg) koja se znacajno razlikovala od kontrolne grupe
prasadi na farmi BS 1 gde je zabelezena konverzija 2,108 kg/kg (P=0,0169). Razlike nisu utvrdene u

konverziji hrane ostalih ispitivanih grupa prasadi (P>0,05).
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Tabela 5.15. Rezultati konverzije hrane prasadi tretiranih fitogenim aditivom Patente Herba® Plus
tokom ogleda na farmama razli¢itih biosigurnosnih nivoa.

Aritmeti¢ka Standardna i . Koeficijent
Grupa . S Minimum Maksimum o
sredina devijacija varijacije cy (%)
Konverzija (kg/kg)
FarmaBS 1
K-BS1 2,108 24 0,219 1,840 2,500 10,38
T-BS1 1,791 048 0,255 1,270 2,130 14,22
Farma BS 2
K-BS2 1,949 AB 0,079 1,863 2,124 4,04
T-BS2 1,865 A 0,171 1,580 2,077 9,15
Farma BS 3
K-BS3 1,887 A8 0,165 1,642 2,219 8,73
T-BS3 1,764 B 0,099 1,621 1,921 5,61
Farma BS 4
K-BS4 1,821 48 0,320 1,348 2,494 17,60
T-BS4 1,7328 0,321 1,437 2,516 18,54

U okviru iste farme u istoj koloni razli¢ita slova (*®) ukazuju na stepen zna¢ajnosti P<0,05 (t-test); U istoj koloni razlicita
slova (* B) P<0,05 (ANOVA uz Tukey post-hoc test).

5.12. Uticaj tretmana i biosigurnosnih nivoa na proizvodne rezultate prasadi

Uticaj tretmana i biosigurnosnih nivoa na proizvodne rezultate prasadi nakon 28 dana ogleda prikazani
su u Tabeli 5.16. Two-way ANOVA analizom utvden je znacajan efekat primene preparata Patente
Herba® Plus na ukupan i dnevni prirast prasadi (P=0,0068), a isti efekat je uocen i sa primenjenim
biosigurnosnim nivoima na ukupan (P=0,0075) i dnevni prirast prasadi (P=0,0074). Nije uocen efekat
tretmana na ukupnu (P=0,1039) i dnevnu konzumaciju (P=0,1036), dok su primenjeni biosigurnosni
nivoi na farmama imali znaCajan uticaj na ukupnu (P=0,0435) i dnevnu konzumaciju hrane
(P=0,0434). Uocen je i znacajan efekat preparata na konverziju hrane (P=0,0046), dok biosigunosni
nivoi nisu imali znaajan uticaj na ovaj parametar (P=0,0906). Interakcijom biosigurnosnih nivoa i
tretmana nisu znaajno promenjeni praceni parametri za ukupni prirast (P=0,7498), dnevni prirast
(P=0,7488), ukupnu konzumaciju (P=0,8169), dnevnu konzumaciju (P=0,8166) i konverziju hrane
(P=0,3457).

Tabela5.16. Rezultati uticaja tretmana (Patente Herba® Plus), biosigurnosnih nivoa i njihovih
interakcije na proizvodne rezultate prasadi tokom 28 dana ogleda.

Parametar Tretman (T) Biosigurnosni nivo (BS) Interakcija (TxBS)
Ukupni prirast il *x ns
Dnevni prirast ** ** ns
Ukupna konzumacija ns * ns
Dnevna konzumacija ns * ns
Konverzija ** ns ns

*P<0,05; **P<0,01; ns-nije znacajno (Two-way ANOVA)
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6. DISKUSIJA

6.1. Biosigurnosne mere na farmama

Prevencija nastanka bolesti kod Zivotinja je izuzetno znacajna imaju¢i u vidu sve vece potrebe za
efikasnom 1 odrzivom proizvodnjom i globalnog porasta zabrinutosti potrosaca zbog velike i ucestale
upotrebe antibiotika u stocarskoj proizvodnji. Kada je prevencija u pitanju, biosigurnosne mere su
veoma vazne preventivne mere, jer sprecavaju ulazak patogena na farmu i njegovo Sirenje unutar farme
(Amass i Clark, 1999; Laanen i sar., 2014). Nivo bioloske sigurnosti na farmama svinja u eksperimentu
ove doktorske disertacije procenjen je prethodno validovanim sistemom bodovanja biosigurnosnih
mera BioCheck.UGent™. BioCheck.UGent™ upitnik obuhvatao je Sest potkategorija za eksternu i Sest
potkategorija za internu biolosku sigurnost (Laanen i sar., 2010). Ovim sistemom bodovanja vrsi se
kvantifikacija eksternih, internih 1 ukupnih biosigurnosnih mera na farmama svinja, pa se na taj nacin
omogucava poredenje statusa biosigurnosnih nivoa. U sistemu bodovanja svaki odgovor ima odredenu
vaznost, tako da je broj poena svakog odgovora u vezi sa njegovom znacajnosc¢u u prevenciji bolesti u
zapatu. SpreCavanje unoSenja patogenih uzro¢nika na farme svinja predstavlja veliki izazov, kako za
uzgajivace svinja, tako i za veterinare. Biosigurnosne mere predstavljaju vazne mere koje doprinose

odrzavanju zdravstvenog stanja zapata svinja (Amass i Clark, 1999).

U ovoj doktorskoj disertaciji utvrdene su vrednosti razlicitih kategorija internih, eksternih i ukupnih
biosigurnosnih mera u okviru Cetiri razli¢ite farme na teritoriji Srbije. Dobijene vrednosti su
posmatrane u odnosu na prosec¢ne vrednosti za date parametre u Srbiji 1 svetu, 1 najzad, komentarisane
su i razlike u dobijenim rezultatima izmedu datih farmi. Vrednost ukupnih biosigurnosnih mera je
zatim kori$¢ena za utvrdivanje linearne korelacione zavisnosti sa brojem bakterija L. intracellularis u
facesu prasadi. Dodatno, ispitivan je 1 uticaj kvantitativno izrazene vrednosti ukupnih biosigurnosnih

mera na farmi na proizvodne rezultate prasadi nakon 28 dana ogleda.

Odnos izmedu eksternih i internih biosigurnosnih mera na ispitivanim famama. Poredenjem
vrednosti eksternih biosigurnosnih mera (mere koje se odnose na spre¢avanje unosenja patogena na
farmu) 1 vrednosti internih biosigurnosnih mera (mere koje se odnose na sprecavanje Sirenja patogena
unutar farme), u ovoj doktorskoj disertaciji je utvrdeno da su na svim farmama, izuzev farme BS 2,
vrednosti eksternih biosigurnosnih mera bile vise od vrednosti internih biosigurnosnih mera, §to je u
saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivaca (Laanen i sar., 2013; Backhans i sar., 2015; Rodrigues da

Costa 1 sar., 2019). Jedan od razloga kojim se moZe objasniti ovaj rezultat je taj da je uzgajivacima
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lakSe postaviti pravila posetiocima farme, nego menjati sopstvene nevike. Drugi razlog moze biti da su
uzgajivaci svesniji rizika unoSenja patogena sa drugih farmi i samim tim obracaju viSe paznje na

eksterne biosigurnosne mere (Postma i sar., 2016).

Odstupanje od navedenih rezultata na farmi BS 2, gde su vrednosti internih biosigurnosnih mera bile
viSe od eskternih, moze se objasniti ¢injenicom da je farma BS 2 bila najmanjeg kapaciteta (250
krmaca), Sto je u skladu sa istrazivanjem Laanen i sar. (2013) gde je uoceno da veci zapati svinja imaju
vece vrednosti eksternih biosigurnosnih mera. Takode, u istrazivanju Backhans i sar. (2015) pokazano
je da je visi nivo obrazovanja osobe odgovorne za zivotinje povezan sa znatno viSom ocenom internih
biosigurnosnih mera, $to je u saglasnosti sa naSim istrazivanjem gde je utvrden najviSi stepen

obrazovanja upravnika i radnika na farmi BS 2 (rezultati nisu prikazani).

Ukupne vrednosti biosigurnosnih mera na ispitivanim farmama. Rezultati ove doktorske
disertacije pokazali su da je najviSu vrednost biosigurnosnih mera imala farma BS 4 (86%), koja je
ujedno bila i najveca farma (kapacitet 1600 krmaca), dok je nesto nizu vrednost imala farma BS 3
(77%), koja je bila malo manjeg kapaciteta (1400 krmaca), Sto je u skladu sa rezultatima drugih autora
kod kojih je, kao S§to je prethodno pomenuto, uoceno da postoji direktna proporcionalnost izmedu
biosigurnosnih nivoa i veliine zapata, ukazujuci da se viSe paznje posvecuje biosigurnosnim merama
na ve¢im farmama (Boklund i sar., 2004; Laanen i sar., 2013). Prema Laanen i sar. (2013) na ve¢im

farmama je lakSe primeniti veci stepen eksternih 1 internih biosigurnosnih mera.

6.2. Efikasnosti fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) u kontroli PE na farmama razlicitih

biosigurnosnih nivoa

Proliferativna enteropatija (PE) prouzrokovana bakterijom L. intracellularis smatra se jednom od
vaznih bolesti svinja na farmama Sirom sveta, koje dovode do znacajnih finansijskih gubitaka u
svinjarskoj proizvodnji. PogreSno postavljena dijagnoza moZe dovesti do prekomerne upotrebe
antibiotika $to se dalje odrazava neefikasnom i skupom terapijom, kao i antimikrobnom rezistencijom
mikroorganizama na farmama (Szczotka 1 sar., 2011). Subklini¢ka forma bolesti je Cesta, ali relativno
je teSko potvrditi mikrobioloskim testovima (McOrist, 2005). IHC analiza se smatra najboljim
dijagnostickim testom za potvrdu PE u crevima svinja (Guedes i sar., 2002b), dok se real-time PCR
uspesno primenjuje u rutinskoj dijagnostici, kao i u otkrivanju subklini¢kih infekcija L. intracellularis
(Lindecrona i sar., 2002; Wattanaphansa i sar., 2010b). Razvojem kvantitativne PCR (qgPCR) metode
poslednjih godina omoguceno je rutinski utvrdivanje broja bakterija L. intracellularis u fecesu, a
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dodatno ova metoda se moze koristiti i za odredivanje tezine klini¢ke slike inficiranih svinja (Pedersen

i sar., 2012; Collins i Barchia, 2014).

Primenom gqPCR metode tokom 28 dana ogleda na farmama BS 1 i BS 2, koje su ujedno imale i
najmanju ukupnu vrednost biosigurnosnih mera (60% i 64%, pojedinacno), uocen je znacajno manji
broj L. intracellularis u fecesu prasadi 14. i 28. dana ogleda kod grupa T-BS 1 i T-BS 2, koje su putem
hrane dobijale preparat Patente Herba® Plus, u poredenju sa kontrolnim grupama (K-BS1 i K-BS2),
koje su dobijale potpunu krmnu smeSu bez dodataka. Takode, pradenjem broja bakterija L.
intracellularis u fecesu prasadi kontrolne i tretman grupe tokom vremena na farmi BS 1 utvrdeno je da
je dodavanje preparata u hrani imalo pozitivni efekat 14. i 28. dana, odnosno da je kod tretman grupe
prasadi broj bakterija u fecesu bio znacajno nizi nakon dve i Cetiri nedelje suplementacije u odnosu na

0. dan eksperimenta (Grafikon 6.1. i Grafikon 6.2.).

*

log bakterija/g fecesa
?

*P<0,05
3 [ T I I T T
K-BS1 0.dan T-BS10.dan K-BS114.dan T-BS114.dan K-BS128dan T-BS128.dan

Grupe

Grafikon 6.1. Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen gPCR
kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi
ispitivanim aditiva na farmi BS 1.
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K-BS20.dan T-BS20.dan K-BS214.dan T-BS2 14.dan K-BS228.dan T-BS2 28. dan

Grupe

Grafikon 6.2. Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen g°PCR
kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi

ispitivanim aditiva na farmi BS 2.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuditi da je fitogeni aditiv Patente Herba® Plus, kao
mesavina etarskih ulja (Thymus vulgaris, Origanum vulgare i Coriandrum sp.), biljnog ekstrakta
Castanea sativa, lizozima i nikotinamida uticao na redukciju broja bakterija u fecesu, $to je u
saglasnosti sa ranije publikovanim rezultatima Draskovic i sar. (2018). Ove rezultate potvrduje i studija
Papatsiros i sar. (2009) u kojoj je utvrdeno da suplementacija fitogenog aditiva na bazi biljnih
ekstrakata O. vulgaris i Alium sativum smanjuje ucestalost pojave dijareje i procenat pozitivnih uzoraka

fecesa na L. intracelularis kod prasadi.
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Mehanizam dejstva vecine fitogenih aditiva jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen, ali je Siroko poznat i
potvrden njihov antimikrobni i antioksidativni efekat, i njihova uloga kao promotora rasta, s obzirom
da ostvaruju pozitivni efekat na proizvodne rezultate svinja (Windisch i sar., 2008). Etarska ulja su
kompleksne meSavine razli¢itih fenolnih jedinjenja, od kojih su najviSe zastupljeni karvakrol i timol.
Imajucéi to u vidu, njihova antimikrobna aktivnost koja se ogleda u inhibiranju rasta gram pozitivnih 1
gram negativnih bakterija, ne zasniva na jednom, specificnom mehanizmu, ve¢ oni interferiraju sa vise
¢elijskih puteva (Palaniappan i Holley, 2010). Hidrofobna priroda etarskih ulja omogucava im da se
integrisu u lipide ¢elijske membrane ¢ime povecavaju njenu permeabilnost. Promena u permeabilnosti
membrane nastaje kao posledica gubitka jona i smanjenja membranskog potencijala, kolapsa protonske
pumpe i gubitka ATP-a, koji dalje dovodi do curenja intracelularnih konstituenata, koagulacije

intracelularnog sadrzaja, lize i ¢elijske smrti (Burt, 2004).

Malo je podataka u literaturi koji se odnose na L. intracellularis kod svinja i mogucnosti njenog
suzbijanja u zapatu. Jedan od pokusaja bio je da se razvije ziva atenuirana vakcina, pa su tako Nogueira
i sar., (2013) pokazali da svinje koje su primile Enterisol® lleitis (Boehringer Ingelheim) vakcinu su
izlu¢ivale znac¢ajno manji broj bakterija L. intracelularis u poredenju sa nevakcinisanim svinjama.
Zatim, u novijoj studiji Opriessnig i sar., (2019) pracden je efekat probiotoka na prisustvo L.
intracellularis u fecesu svinja. Oni su utvrdili da je kod vestacki inficiranih svinja koje su putem hrane
dobijale probiotske bakterije Bacillus licheniformis i B. pumilus doslo do kasnijeg izlucivanja L.
intracellularis, kao i da su bakterije B. pumilus davane putem hrane znacajno smanjile broj bakterija L.
intracellularis u fecesu u poredenju sa vakcinisanim svinjama i svinjama koje su bile pozitivna
kontrola. Autori su ovaj nalaz objasnili ¢injenicom da probiotici koji sadrze Bacillus spp. proizvode
materije koje mogu imati direktno dejstvo na L. intracellularis, tako $to inhibiraju adheziju ili ulazak

patogena u ¢elije domacina.

Prema naSim saznanjima, malo je istraZivanja koja su se bavila moguéno$¢u kontrole prirodne infekcije
L. intracellularis prasadi koris¢enjem fitogenog aditiva na bazi etarskih ulja. Dodatno, u eksperimentu
ove doktroske disertacije pracen je i1 uticaj razliCitih biosigurnosnih nivoa na farmi na efikasnost
ispitivanog preparata. Na farmama BS 3 1 BS 4, koje su imale 1 najveée vrednosti biosigurnosnih mera
(77% 1 86%, pojedinacno), za svaki period uzorkovanja fecesa (0., 14. i 28. dan) nije bilo znacajnih
razlika u broju izlu¢enih bakterija L. intracellularis izmedu kontrolne i tretman grupe prasadi (Grafikon
6.3. i Grafikon 6.4.). Uzimajuci prethodno navedeno u obzir moze se zakljuciti da je preventivna mera

koja podrazumeva primenu fitogenih aditiva u ishrani svinja efikasnija na farmama koje imaju nizak
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nivo biosigurnosnih mera, odnosno da se na taj nac¢in moze efikasno smanjiti broj izlu¢enih bakterija L.

intracellularis u fecesu svinja.

log bakterija/g fecesa
i

T T T T T T
K-BS30.dan T-BS30.dan K-BS3 14.dan T-BS3 14.dan K-BS328.dan T-BS3 28.dan

Grupe
Grafikon 6.3. Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen gPCR

kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi

ispitivanim aditiva na farmi BS 3.
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Grafik 6.4. Broj baterija L. intracellularis u fecesu (logio bakterija/g fecesa) dobijen g°PCR
kvantifikacijom 0., 14. i 28. dana uzorkovanja fecesa nakon tretmana prasadi

ispitivanim aditiva na farmi BS 4.

6.3. Korelaciona zavisnost broja bakterija L. intracellularis u fecesu, biosigurnosnog nivoa farme,

tretmana i duzine tretmana

Nasi rezultati ispitivanja korelacione zavisnosti izmedu broja bakterija L. intracellularis u fecesu
prasadi i biosigurnosnih novoa na farmama pokazali su da je sa ve¢om vrednosc¢u biosigurnosnih mera
broj bakterija u fecesu prasadi bio manji (Grafikon 6.5.). Ovaj nalaz implicira znaaj primene
biosigurnosnih mera na prevalencu infekcije bakterijom L. intracellularis kod svinja. U prilog ovome
govore i rezultati Laanen i sar. (2013) koji su ukazali da pobolj$anje biosigurnosnih mera dovodi do
boljeg zdravstvenog statusa zapata, a time i do smanjene potrebe za antibioticima. Dodatno, Postma i
sar. (2015) su takode pokazali da se poboljSanje internih biosigurnosnih mera na farmama, kao Sto su

npr. stroziji higijenski protokoli i1 poStovanje principa mera ,,sve unutra - sve napolje* (all in/all out),
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moze smatrati prilicno jednostavnim resenjem kojim se smanjuje potreba za koris¢enjem antibiotika u
terapiji svinja. Obrnuta proporcionalnost izmedu zdravstvenog statusa zapata i nivoa biosigurnosti,
ranije potvrdena od strane vise autora (Amass i Clark, 1999; Postma i sar., 2015; Postma i sar., 2017,
Collineau i sar., 2017), sugeriSe da je manja prevalenca bolesti u zapatima sa boljim biosigurnosnim

merama, odnosno da bi se na biosigurnosne indikatore moglo gledati kao na mere za prevenciju bolesti.

R2 Linear = 0,484
9,00

5,00

7,00

5,007

log_bakterija

5,00

4,00

o
o

3,00

T | I T T I I
£0,00 £5,00 70,00 75,00 50,00 85,00 90,00

Biosigurnosni_Nivo

Grafikon 6.5. Korelaciona zavisnost biosigurnosnih nivoa i broja bakterija L. intracellularis u fecesu

(logzo bakterija/g fecesa) na ispitivanim farmama

Sli¢no pokazuju 1 rezultati ove doktorske disertacije, gde je ustanovljeno da primena fitogenog aditiva
nije imala znaCajni uticaj na broj izlu¢enih bakterija L. intracellularis na farmama sa visim
biosigurnosnim nivoima (farma BS 3 i farma BS 4). Naime, broj izlu¢enih bakterija po gramu fecesa
kod prasadi gajenih na ovim farmama tokom cetiri nedelje eksperimenta bio je manji u poredenju sa
ostalim farmama (farma BS 1 i farma BS 2). Ovakav nalaz se moze objasniti time da su farme sa ve¢im

biosigurnosnim merama imale bolji zdravstveni statusa zapata, pa je izostao efekat primene
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suplementa, koji je takode preventivna mera za odredena patoloska stanja digestivnog trakta (Grafikon
6.6.). Ovaj nas stav je u saglasnosti sa ranijim rezultatima Laanen i sar. (2013) i Postma i sar. (2015),
koji isticu da sa povecanjem nivoa biosigurnosnih mera dolazi do smanjene potrebe za upotrebom

antibiotika u odrzavanju dobrog zdravstvenog statusa svinja.

log bakterija/g fecesa
»
1
_| *

L l - . —|—

i
*P<0,05
1 1 I I I I } I
K-BS1 T-BS1 K-BS2 T-BS2 K-BS3 T-BS3 K-BS4 T-BS4

Grupe
Grafik 6.6. Uporedni prikaz broja bakterija L. intracellularis fecesu (logio bakterija/g fecesa)

prasadi kontrolne i tretman grupe na farmama sa razli¢itim

biosigurnosnim nivoima 28. dana ispitivanja.
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6.4. Mikroskopske promene, histomorfometrijska i imunohistohemijska analiza ileuma prasadi
tretiranih fitogenim aditivom Patente Herba® Plus

Odlucenje se smatra izuzetno stresnim periodom za prasad koji podrazumeva odbijenost od krmace,
promenu ishrane i promenu ambijentalnih uslova (Pluske i sar., 1997). Tokom ovog perioda prasad je
viSe izloZena razliCitim patogenima, bakterijama izazivaCima crevnih infekcija, medu kojima je L.

intracellularis koja dovodi do pojave PE (Kroll i sar., 2004).

Rezultati ove doktorske disertacije ukazali su da suplementacija fitogenim aditivom Patente Herba®
Plus uti¢e na morfologiju ileuma odlucene prasadi prirodno inficirane bakterijom L. intracellularis.
Naime, uoceno je da je prose¢na dubina crevnih kripti u ileumu bila znacajno manja, a odnos visina
resica/dubina kripti znacajno veéi kod prasadi koja je putem hrane dobijala ispitivani preparat. Proces
varenja 1 apsorpcije hranljivih materija u velikoj meri zavisi od histomorfoloskih karakteristika creva
(Pluske 1 sar., 1997), odnosno pokazano je da povoljan odnos visine resica/dubina kripti povecava
svarljivost hranljivih sastojaka (Shen i sar., 2009). Kako su plitke crevne kripte i visoke resice
pokazatelji zdravlja creva (Qaisrani i sar., 2014; Peng i sar., 2016), ovaj pozitivni efekat fitogenog
aditiva u hrani prasadi u saglasnosti je sa ranije objavljenim studijama (Manzanilla i sar., 2006; Oetting
i sar., 2006; Nofrarias i sar., 2006). Pokazano je da antibiotici, kao i drugi dodaci hrani (prebiotici i
probiotici) povecavaju visinu resica uz istovremeno smanjenje dubine kripte. Pored mnogih znacajnih
funkcija koje kripte imaju, one su 1 izvor multipotentnih mati¢nih ¢elija koje u€estvuju u izgradn;ji
¢elija crevnih resica. Ubrzana zamena enterocita zahteva energiju i proteine, koji mogu usporiti rast i
razvoj drugih tkiva i sistema organa, tako da smanjena dubina kripti se moze dovesti u korelaciju sa
boljim prirastom Zivotinja (Markovi¢ 1 sar., 2009). U naSem eksperimentu, visina crevnih resica nije se
razlikovala izmedu kontrolne 1 tretman grupe prasadi. U saglasnosti sa ovim rezultatima, Namkung i
sar. (2004) takode nisu uocili efekat meSavine kiselina 1 biljnog ekstrakta koji sadrzi cimet, timijan 1
origano na visinu resica u digestivnom traktu prasadi. Slicne nalaze su dobili i Nofrarias 1 sar. (2006)
dodavanjem kombinacije biljnih ekstrakata koji sadrze 5% karvakrola (Origanum spp.), 3%
cinamaldehida (Cinnamonum spp.) i 2% uljanog ekstrakta paprike (Capsicum annum). S druge strane,
Kroismayr 1 sar. (2008) su pokazali da dodavanje etarskih ulja u hrani prasadi moze da dovede ¢ak do
tendencije skracivanja crevnih resica u jejunumu i ileumu. Povrsina vilusa takode je bila nepromenjena
nakon suplementacije preparata Patente Herba® Plus tokom &etiri nedelje eksperimenta. Sliéno

prethodno navedenom, Bili¢-Sobot i sar. (2016) nisu uoéili efekat dodavanja razli¢itih koli¢ina

89



Diskusija
hidrosolubilnog ekstakta bogatog taninima na povrsinu resica tankog i debelog creva veprova nakon 70

dana eksperimenta.

Broj peharastih celija procenjen u odnosu na 100 epitelnih ¢elija nije se znacajno razlikovao izmedu
tretman 1 kontrolne grupe prasadi, i bio je sliCan onome koji su prijavili Nofrarias i sar. (2006). Za
razliku od ovih nalaza, kod uznapredovalih stadijuma proliferativne enteropatije karakteristi¢no je da

postoji smanjenje broja, pa ¢ak i potpuno odsustvo peharastih ¢elija (McOrist i sar., 2006).

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da fitogeni aditivi mogu biti dobro alternativno sredstvo za
kontrolu bakterijske infekcije svinja izazvane L. intracellularis, $to je u saglasnosti sa rezultatima
Papatsiros i sar. (2009) i Draskovic i sar., (2018). Imaju¢i u vidu sve opasnosti koje izaziva
antimikrobna rezistencija, blagotvorni efekti ispitivanog fitogenog aditiva u ovoj doktorskoj disertaciji
pokazuje nam da preparat Patente Herba® Plus ima potencijal kao zamena za antibiotike kod terapije
subklinickih formi PE. Pored toga, rezultati ove doktorske disertacije, sugeriSu da bi dodaci ishrani koji
sadrze meSavinu razliCitih biljnih ekstrakata i etarskih ulja mogli poboljsati histomorfometrijske
parametre ileuma i posledi¢no povecati apsorpciju i rast prasadi $to, takode isticu Draskovi¢ i sar.

(2020) u svom prethodnom radu.

U ovoj doktorskoj disertaciji IHC semikvantitativno bodovanje (semikvantitativna anliza) pokazalo je
da je ekspresija antigena L. intracellularis bila niza u uzorcima ileuma prasadi tretiranih fitogenim
aditivom u odnosu na kontrolnu grupu, $to vodi zaklju¢ku da primenjeni Patente Herba® Plus
uslovljava smanjenje koli¢ine patogena u ileumu prasadi. Do sli¢nih rezultata, odnosno manju
antigensku ekspresiju L. intracellularis, prethodno su u nezavisnim eksperimentima utvrdili Guedes i
sar. (2009) i Franca i sar. (2010), primenom medicirane hrana sa 50 ppm tilvalozina (tylvalosin) i sa

180 ppm leukomicina (Leucomag 30% PR) u ishrani prasadi.

6.5. Uticaj fitogenog aditiva (Patente Herba® Plus) na proizvodne rezultate prirodno inficirane
odlucene prasadi na farmama sa razlic¢itim biosigurnosnim nivoima

tokom 28 dana ekpserimenta

Ispitivanjem proizvodnih rezultata u okviru eksperimenta ove doktorske disertacije moze se uociti da
dodavanje fitogenog aditiva Patente Herba® Plus u hranu tretman grupe odluéene pasadi tokom &etiri
nedelje nije dovelo do razlika u telesnoj masi i konzumaciji hrane u odnosu na kontrolnu grupu na

svakoj od Cetiri farme sa razli¢itim biosigurnosnim nivoima (Grafikon 6.7. i Grafikon 6.8.).
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Grafikon 6.7. Uticaj fitogenog aditiva Patente Herba® Plus na telesnu mase prasadi tretiranih 28 dana

na farmam sa razli¢itim nivoima biosigurnosti.
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Grafikon 6.8. Rezultati ukupne konzumacije hrane prasadi tretiranih fitogenim
aditivom Patente Herba® Plus tokom ogleda na farmama

razlicitih biosigurnosnih nivoa.

S druge strane, pozitivni efekat fitogenog preparata utvrden je na ukupni i dnevni prirast prasadi
(Grafikon 6.9. i Grafikon 6.10.), kao i na konverziju (Grafikon 6.11.). Naime, uocene su vece vrednosti
dnevnog i ukupnog prirasta u svim tretman grupama u poredenju sa kontrolnim grupama prasadi,
medutim, statisticki znacajna razlika je zabeleZena samo na farmi BS 2. Sli¢an trend kod tretman grupa
uocen je 1 kod konverzije, s tim da je znacajno niza vrednost u poredenju sa kontrolnom grupom

utvrdena samo na farmi BS1.
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Grafik 6.9. Uticaj fitogenog aditiva Patente Herba® Plus na ukupni prirast tretiranih prasadi

na farmama razlicitih biosigurnosnih nivoa.
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Grafikon 6.10. Rezultati dnevnog prirasta prasadi tretiranih fitogenim aditivom Patente Herba® Plus

tokom ogleda na farmama razli¢itih biosigurnosnih nivoa.

Dodatno, primeceno je da je prasad na farmama sa bolje ocenjenim biosigurnosnim nivoima (farme BS
31 BS 4) imala bolji prirast (Grafikon 6.9. i Grafikon 6.10.), konzumaciju (Grafikon 6.8.) i konverziju
(Grafikon 6.11.) u odnosu na prasad koja je gajena na farmama sa nizim biosigurnosnim nivoima
(farme BS 1 i BS 2). Takode je uoceno postojanje znacajne statistiCke razlike za sva tri posmatrana
parametra (prirast, konzumacija i konverzija) izmedu kontrolne grupe (farma sa najnizim
biosigurnonim nivoom; K-BS1) i tretman grupe prasadi (farma sa najvisim biosigurnosnim nivoom; T-
BS4).
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Grafikon 6.11. Rezultati konverzije hrane prasadi tretiranih fitogenim aditivom Patente Herba® Plus

tokom ogleda na farmama razli¢itih biosigurnosnih nivoa.

Za razliku od na$ih rezultata, Papatsiros i sar. (2009) su pokazali da je primena fitogenog aditiva na
bazi biljnih ekstrakata O. vulgaris i A. sativum u hrani odlucene prasadi prirodno inficirane L.
intracellularis znacajno povecala telesnu masu prasadi. Medutim, u studiji istih autora uocen je
znacajno visi dnevni prirast, bez razlika u konzumaciji, kod prasadi koji su putem hrane dobijali
prethodno navedeni preparat, §to je u saglasnosti sa rezultatima ove doktorske disertacije. Fitogeni
aditivi, a pre svega etarska ulja, deluju kao pojacivaci ukusa i mirisa i generalno pospeSuju rast
zivotinja poveéanim unosom hrane (Kroismayr i sar., 2008; Franki¢ i sar., 2009). Medutim,
nepromenjeni unos hrane nakon suplementacije Patente Herba® Plus u nagem eskperimentu moze se
delimi¢no objasniti i time da su u ogled bila ukljuc¢ena prirodno inficirana prasad, koja nisu ispoljavala
simptome, ili su bila sa blagim nespecificnim simptomima bolesti, odnosno kod kojih je klinicka forma
bolesti izostala. Bolja telesna masa prasadi hranjenih fitogenim aditivom u istrazivanju Papatsiros i sar.

(2009) moze se objasniti time da je procenat inficiranih prasadi bakterijom L. intracellularis od pocetka
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do kraja ogleda u kontrolnoj grupi bio od 18,8% do 50%, a grupi koja je dobijala fitogeni aditiv od
18,8% do 12,5%, dok u nasem eksperimentu L. intracelularis je detektovana kod svih prasadi tokom
svih dana trajanja eksperimenta. Suplementacijom fitogenih aditiva Patente Herba® i Patente Herba®
Plus na ve¢i dnevni prirast prasadi prirodno inficiranih bakterijom B. hyodysenteriae utvrdili su i Deli¢
i sar. (2019).

Postoji nekoliko studija koje su se bavile ispitivanjem proizvodnih rezultata kod prasadi vesStacki
inficiranih L. intracelularis. U jednoj od njih se pratio uticaj razli¢itih tipova ishrane gde je pokazano
da ni jedna od pet razli¢itih smesa (fino mlevena i peletirana standardna smesa na bazi pSenice, je¢ma i
soje; standardna smesa u obliku fermentisane te¢ne hrane; standardna smesa sa dodatkom 1,8% mravlje
kiseline; standardna smeSa sa dodatkom 2,4% mlecne kiseline 1 grubo usitnjena standardna smesa) nije
uticala na telesnu masu prasadi eksperimentalno inficiranih bakterijom L. intracellularis, koja je ujedno
bila niza od mase prasadi u negativnoj kontrolnoj grupi (Boesen i sar., 2004). Leite i sar. (2018b) su
pokazali da suplementacija preparata, koji je kompleks cinka 1 aminokiselina, nije uticala na prosecni
dnevni prirast L. intracellularis vestacki inficiranih prasadi. Takode, razlike u dnevnom prirastu nisu
uoCene ni kod prasadi koja je nakon veStacke infekcije L. intracellularis putem hrane dobijala
probiotske bakterije Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis i B. pumilus (Opriessnig i sar., 2019).
S druge strane, Guedes i sar. (2009) i Franca i sar. (2010) su utvrdili pozitivni efekat antibiotika
tilvalozina (tylvalosin) u hrani u dozi od 50 ppm i leukomicina (Leucomag 30% PR) u dozi od 180 ppm
kod odlucene prasadi stare 35 dana vestacki inficirane L. intracellularis. Naime, prasad koja je dobijala
mediciranu hranu je imala zna¢ajno bolju konverziju. Poznato je da se tilozin primenjuje u kontroli PE,

ali da, takode, uti¢e i na proizvodne performanse svinja (Pommier i sar., 2008).

Upotreba antibiotika kao stimulatora rasta delimi¢no je zabranjena u Evropskoj uniji 1999. godine, dok
je potpuna zabrana sprovedena 2006. godine. Stoga su fitogeni aditivi dobili viSe paZnje kao moguca
zamena za antibiotike, posebno u uzgoju prezivara, Zivine, svinja, ali i u pcelarstvu (Jouany i Morgavi,
2007; Windisch i sar., 2008; Stanimirovi¢ i sar., 2017). Iako nacin delovanja fitogenih aditiva treba tek
potpuno razjasniti, dokazana je njihova antimikrobna in vitro aktivnost protiv nekoliko patogena i
gljivica (Adam i sar., 1998; Baratta i sar., 1998; Dorman i Deans, 2000; Jugl-Chizzola i sar., 2004;
Burt, 2004), njihova antioksidativna aktivnost (Aeschbach i sar., 1994; Cuppett i Hall, 1998; Jimenez-
Alvarez i sar., 2008), kao i efekat na proizvodne rezultate svinja (Kroismayr i sar., 2008; Franki¢ i sar.,
2009).
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6.6. Uticaj tretmana i biosigurnosnih nivoa na proizvodne rezultate prasadi

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da su vrednosti biosigurnosnih nivoa na farmama imale
znaajan uticaj na sledece proizvodne parametre: ukupni i dnevni prirast i ukupna i dnevna
konzumacija hrane (Tabela 5.16.). U studiji Ribbens i sar. (2008) pokazano je da visi biosigurnosni
nivoi, pored toga §to mogu pomoci poboljSanju zdravlja svinja, mogu uticati i na proizvodne rezultate.
Povezanost biosigurnosnih mera i proizvodnih rezultata potvrdili su 1 Laanen i sar. (2013), u ¢ijoj
studiji je zabelezen znacajan efekat biosigurnosnih mera (internih i eksternih) na dnevni prirast svinja.
Odnosno, pozitivna povezanost je utvrdena izmedu biosigurnosnih mera koje se odnose na transport

Zivotinja, uklanjanje dubriva i uginulih Zivotinja, kao i ¢is¢enje i dezinfekciju i dnevnog prirasta svinja.

Prema rezultatima Rodrigues da Costa i sar. (2019), u istrazivanju sprovedenom na 58 farmi u Irskoj,
ustanovljeno je da na dnevni prirast znacajan uticaj imaju biosigurnosne mere koje se odnose na
veli¢inu farme (broj krmaca), iskustvo upravnika farme i mere kontrole bolesti. Naime, utvrdili su da
na farmama manjeg kapaciteta i sa manjim iskustvom upravnika dnevni prirast svinja je bio ve¢i, kao i
da sto je veca kontrola bolesti utoliko je veéi i dnevni prirast svinja. Medutim ove biosigurnosne mere
nisu uticale na stepen konverzije hrane. U datom istraZivanju, znacajan uticaj biosigurnosnih mera na
dnevni prirast svinja utvrden je samo na farmama koje su imale visoke i srednje prosecne vrednosti
internih (61,4% i 66,3%, pojedina¢no) i eksternih (74,4% i 86,1%, pojedinacno) biosigurnosnih mera,
dok na farmama sa niskim vrednostima internih (38,4%), a viSim vrednostima eksternih (73,2%)
biosigurnosnih mera ovakav efekat nije uocen. Rezultati naseg eksperimenta su u saglasnosti s ovom
studijom, s obzirom da smo mi utvrdili zna¢ajan pozitivan efekat biosigurnosnih nivoa farmi na prirast
i konzumaciju hrane, dok ove mere nisu imale uticaja na konverziju hrane. Dobijeni rezultati se mogu
objasniti sa viSe aspekata. Pored toga Sto je smrtnost tovljenika veca na farmama veceg kapaciteta,
dobro sprovodenje mera kontrole bolesti i vakcinacija su bliskoj vezi sa boljim proizvodnim
performansama svinja, izmedu ostalog i ve¢im prirastom. S druge strane, stariji upravnici na farmama
nisu motivisani, ne prate dovoljno novije trendove u ishrani i tehnologiji uzgoja svinja, odnosno imaju
manju sposobnost 1 interesovanje da se bave proizvodnim izazovima, i manje vode raCuna o internim
biosigurnosnim merama (Rodrigues da Costa i sar., 2019). Za razliku od nasih rezultata gde smo
ustanovili da biosigurnosne mere nisu imale uticaj na konverziju hrane, Laanen i sar. (2013) su
pokazali da stepen konverzije hrane kod svinja je povezan sa ukupnim, tj. internim i eksternim
biosigurnosnim merama. Pre svega su to bile dve potkategorije ekternih mera, kupovina Zivotinja i
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semena 1 suzbijanje Stetocina i ptica 1 jedna interna potkategorija, period prasenja i dojenja. Razlog
neusagloSenasti sa rezultatima nase studije moze se naci u ¢injenici da je na§ eksperiment obuhvatao
samo Cetiri farme, sa manjim brojem zivotinja, gde su varijacije vrednosti konverzije hrane prasadi bile
u opsegu od 4,04-18,54%, dok su Laanen i sar. (2013) u svom istrazivanju obuhvatili 95 farmi u Belgiji

sa najmanje 80 krmaca 1 400 tovljenika.

Uticaj eksternih biosigurnosnih mera na proizvodne rezultate prasadi. Rezultati ove doktorske
disertacije pokazuju da je u okviru eksternih biosigurnosnih mera na sve Cetiri farme najnizu vrednost
imala potkategorija koja se odnosila na hranu, vodu i opremu, $to je u skladu sa rezultatima vise
prethodnih studija (Postma i sar., 2017; Filippitzi i sar., 2017; Chantziaras i sar., 2020). Na farmama
svinja u Srbiji i svetu ova potkategorija je bila najlosije ocenjena (33% i 50%, pojedina¢no). Putevi
prenosenja patogena se najcesc¢e dovode u vezu sa vozilima za isporuku hrane, vodom i ljudima koji
ulaze na farmu. Sama hrana uglavnom ne predstavlja rizik po zdravlje zivotinja zbog strogih
higijenskih uslova proizvodnje. Ranija praksa koja je podrazumevala hranjenje svinja pomijama
dovedena je u vezu sa izbijanjem razli¢itih zaraznih bolesti, izmedu ostalog 1 klasi¢ne kuge svinja, tako
da je ovaj nacin hranjenja zabranjen u Evropskoj uniji (Filippitzi i sar., 2017). U istrazivanju koje su
sproveli Backhans i sar. (2015) na 60 farmi svinja u Svedskoj, ustanovljeno je da oko 50% farmi testira
kvalitet vode samo jednom godisnje, dok na farmama koje imaju sopstvene bunare preporuka je da se
ceS¢e obavlja kontrola kvaliteta vode. U istom istraZivanju pokazano je da se na 95% farmi prilikom
transporta hrane za zivotinje, koristi Cisti put farme, $to se moze protumaciti kao opsti nedostatak. Bolji
nacin obavljanja ovog transporta je da postoje silosi koji bi se punili van kruga farme 1 na taj nacin bi se
smanyjili rizici unosa patogena na farmu. U naSem istraZivanju uoceni su isti nedostaci gde su sve Cetiri
fame imale sli¢ne poteSkoce koje su se odnosile na eksterne biosigurnosne mere vezane za hranu, vodu

I opremu.

S druge strane, u nasem eksperimentu potkategorija koja se odnosila na kupovinu Zivotinja i semena
imala je najvisu vrednost u okviru eksternih biosigurnosnih mera na farmama BS 2, BS 3 i BS 4, §to je
u saglasnosti sa istrazivanjima drugih autora (Backhans i sar., 2015; Postma i sar., 2017). Takode, ova
potkategorija se smatra najbolje primenjenom biosigurnosnom merom na farmama svinja u Srbiji
(88%) 1 svetu (89%). Ove visoke vrednosti date potkategorije u nasem eksperimentu mogu se objasniti
time da se novonabavljene Zivotinje 1 seme na sve Cetiri ispitivane farme kupuju od jednog dobavljaca 1
da upravnik koji vrsi nabavku je dobro upoznat sa zdravstvenim statusom farme sa koje poticu

zivotinje i seme. Prema Filippitzi i sar. (2017) nabavka zivotinja ili genetskog materijala potencijalno
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bi moglo dovesti do unoSenja patogena na farmu protiv koga zivotinje nemaju razvijen imunoloski
odgovor. Prenos patogena u takvim uslovima se deSava vrlo brzo, direktnim kontaktom izmedu
zarazenih 1 prijemcivih Zivotinja. Zbog toga je primena eksternih biosigurnosnih mera prilikom

kupovine zivotinja od izuzetnog znacaja.

Kako je na farmi BS 1 najviSe paznje posveceno zaposlenima i posetiocima, gde je obavezno tuSiranje i
obezbedeni su kombinezoni 1 ¢izme za posetioce i radnike, potkategorija ekspernih biosigurnosnih
mera koja se odnosila na zaposlene i posetioce je na ovoj farmi bila najbolje ocenjena (94%). U
prethodnoj studiji Backhans i sar. (2015) sprovedenoj na 60 razli¢itih farmi u Svedskoj ova
potkategorija je imala srednje visoku ocenu (65%). U ovom istrazivanju od svih ispitivanih farmi 90%
je obezbedilo posetiocima ¢izme i odecu, a oko 85% je obavezalo posetioce da se prijave pre ulaska na
farmu. Na farmama je koriS¢ena dezobarijera uz obavezno pranje i dezinfekciju ruku, a za posetioce u

viSe od polovine farmi primenjen je karantinski period duzi od 12 sati nakon posete drugim farmama.

Uticaj internih biosigurnosnih mera na proizvodne rezultate prasadi. Nasi rezultati ukazuju da je
najniza vrednost internih biosigurnosnih mera na farmama BS 1 i BS 2 imala potkategorija koja se
odnosila na ¢is¢enje i dezinfekciju, $to je u saglasnosti sa rezultatima koje su sproveli Backhans i sar.
(2015), Raasch i sar. (2018) i Rodrigues da Costa i sar. (2019). Za razliku od ovih rezultata, podaci na
farmama u Srbiji pokazuju da je ova potkategorija, sa vrednos¢u od 52%, najbolje ocenjena interna
biosigurnosna mera. Backhans i sar. (2015) su niske vrednosti potkategorije vezane za ¢iscenje |
dezinfekciju na farmama u Svedskoj objasnili time da je upotreba dezobarijera bila nedovoljna i
neadekvatna (5%), a upravo ta mera je imala znacajan udeo u formiranju ukupne ocene date
potkategorije. Dodatno, mere kao Sto su ¢is¢enje i dezinfekcija staja i bokseva primenjivale su se na
78% farmi, a period odmora objekata od 5,33 dana sprovoden je na 92% farmi. Jedan od najvecih
propusta zbog kojih su farme u ovoj doktorskoj disertaciji imale niske vrednosti potkategorije ¢iS¢enja i
dezinfekcije ukljucivali su zaprljane dezobarijere sa nedovoljnom koli¢inom 1 neproverenom
koncentracijom dezinficijensa, koje su dodatno radnici zaobilazili. Znafaj ove biosigurnosne mere
naglasili su Collins i sar. (2000) i Fosse i sar. (2009), koji su pokazali da ispravan postupak ¢iséenja i
dezinfekcije opreme i bokseva na farmi smanjuje rizik od prenosa patogena poput Campilobacter spp.,

Listeria monocitogenes i L. intracellularis.

Na farmama koje su imale vise vrednosti ukupnih biosigurnosnih nivoa u ovoj doktorskoj disertaciji
(farme BS 3 i BS 4) uoceno je da je najmanja paznja bila posvecena internim biosigurnosnim merama u
okviru potkategorije vezane za odgajivaliste. U suprotnosti ovim rezultatima, Backhans i sar. (2015) su
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utvrdili da je na 95% farmi koje je istrazivanje obuhvatilo u odgajivaliStu strogo postovan princip mera
“sve unutra - sve napolje” (all in/all out), a da je 77% zapata imalo tri ili manje prasadi po metru
kvadratnom, §to je bilo ¢ak i bolje od minimalnih uslova za zastitu svinja koje propisuje Evropska unija
(Council Directive 2008/120/EC). Nize vrednosti ovih mera na farmama BS 3 i BS 4 posledica su

upravo nepostovanja u potpunosti principa mera ,,sve unutra - sve napolje* (all in/all out).

Od internih biosigurnosnih mera na farmama BS 2, BS 3 i BS 4 najvisu vrednost imala je potkategorija
vezana za kontrolu bolesti, §to je u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima Rodrigues da
Costa i sar. (2019). Kontrola bolesti se odnosi na sve radnje povezane sa vakcinacijom osetljivih
zivotinja, pravilnim ophodenjem i leGenjem obolelih Zivotinja, ukljuc¢ujué¢i odgovarajucu dijagnostiku,
izolaciju i prijavu bolesti (Filippitzi i sar., 2017). Farme BS 2, BS 3 i BS 4 imale su plan vakcinacije i
lecenja, i redovno su proveravale zdravstveni status svojih zapata. Pored toga, svaka od ovih farmi
imala je zasebnu jedinicu (boks) za smestaj bolesnih Zivotinja, gde su sve svinje sa uoCenim

simptomima bile izolovane od ostalih svinja.

Na farmi BS 1 najviSe ocene za interne biosigurnosne mere dobila je potkategorija koja se odnosila na
prasiliSte 1 period dojenja. PaZnja je bila usmerena na dehelmintizaciju 1 pranje krmaca pre
prebacivanja u prasiliSte. Prema Filippitzi i sar. (2017) infektivni agensi se mogu preneti horizontalno
sa krmace na prasad preko koze 1 mlecne Zlezde, kao i vertikalno preko placente i mleka. Pored ove
mere nakon prasenja, bilo je minimalnog meSanja prasadi u leglu. Prema Zimmerman 1 sar., (2012)
mesSanje legla u prasiliStu je nepoZeljno, jer se infektivni agensi mogu preneti sa zaraZzene krmace na

osetljivu prasad koja nemaju maternalna antitela.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeci zakljucci:

Na osnovu analize ankete BioCheck.UGent™ zakljuCeno je da su ukupne vrednosti
biosigurnosnih mera na cetiri ispitivane farme (BS 1 60%, BS 2 64%, BS 3 77% i BS 4 86%)
bile vece od prosec¢nih vrednosti biosigurnosnih mera na farmama u Srbiji (58%) 1 svetu (64%),
izuzev farme BS 1 ¢ija je ocena ukupnih biosigurnosnih mera bila manja u poredenju sa
prosecnim vrednostima u svetu.

Od eksternih biosigurnosnih mera na Cetiri ispitivane farme najviSe ocene su imale
potkategorije koje se odnose na kupovinu zivotinja i semena i zaposlene i posetioce, a najnizu
ocenu je imala potkategorija koja se odnosi na hranu, vodu i opremu.

Od internih biosigurnosnih mera na Cetiri ispitivane farme najviSe ocene su imale potkategorije
koje se odnose na kontrolu bolesti i prasiliste, a najnizu ocenu su imale potkategorije koje se
odnose na ¢is¢enje, dezinfekciju, odgajivaliste, koriS¢enje opreme i mere sprovedene izmedu
odeljaka na farmi.

Primenom optimizovanog real-time (qPCR) protokola, zakljuéeno je da je dodavanje
ispitivanog preparata u hrani smanjilo broj izlu¢enih bakterija L. intracellularis u fecesu prasadi
tretman grupe 14. i 28. dana u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,05) na farmama sa nizim
nivoom biosigurnosnih mera, dok tretman ovim fitogenim aditivom nije uticao na broj bakterija
L. intracellularis u fecesu prasadi (P>0,05) na farmama sa vi§im nivoima biosigurnosnih mera.
Primenom optimizovanog protokola za utvrdivanje efikasnosti suplementacije prasadi,
zakljuceno je da u funkciji vremena postoji pozitivan efekat ispitivanog fitogenog aditiva,
odnosno, preparat je smanjio broj bakterija u fecesu prasadi nakon 14. i 28. dana u odnosu na 0.
dan eksperimenta (P<0,0001) na fami sa najnizim biosigurnosnim nivoom BS 1, dok na ostalim
farmama to nije uoc¢eno (P>0,05).

Utvrdena je negativna korelaciona zavisnost izmedu broja bakterija L. intracellularis u fecesu
prasadi I nivoa biosigurnosnin mera (P<0,01), odnosno, na farmama sa viSim nivoima
biosigurnosnih mera broj bakterija u fecesu prasadi bio je manji, dok nije utvrdena korelaciona
zavisnost (P>0,05) izmedu broja bakterija u fecesu i tretmana, broja bakterija u fecesu i duzine
tretmana, biosigurnosnih nivoa i tretmana, biosigurnosnih nivoa i duzine tretmana i, na kraju,

tretmana i duZine tretmana.
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Fitogeni aditiv u hrani prasadi dovodi do smanjenja dubine crevnih kripti (P<0,05) i povecava
odnos visina resica/dubina kripti (P<0,05) u uzorcima ileuma tretman grupe, dok ovaj efekat
nije utvrden na visinu resica, $irinu resica, povrsinu resica i broj peharastih ¢elija/100 enterocita
(P>0,05).
Primenom optimizovanog protokola za IHC zakljuceno je da ispitivani aditiv kod tretman grupe
prasadi dovodi do smanjene ekspresije antigena L. intracellularis u ileumu u poredenju sa
kontrolnom grupom.
Dodavanje fitogenog aditiva u hrani nije uticalo na telesnu masu, ukupni i dnevni prirast prasadi
na ispitivanim farmama tokom eksperimenta (P>0,05), izuzev na farmi BS 2 gde je uocen veci
ukupni i dnevni prirast prasadi (P<0,05).
Fitogeni aditiv u hrani prasadi nije doveo do razlika u ukupnoj i dnevnoj konzumaciji i
konverziji hrane na svim ispitivanim farmama (P>0,05), s tim da je samo kod tretman grupe
prasadi na farmi BS 1 uocena bolja konverzija u odnosu na kontrolnu grupu prasadi (P>0,05).
Primenom dvofaktorijalne analize zakljuceno je da je ispitivani preparat imao znacajan efekat
na ukupni i dnevni prirast i konverziju hrane (P<0,01), a da je biosigurnosni nivo farme imao
znacajan efekat na ukupni i dnevni prirast, ukupnu i dnevnu konzumaciju hrane (P<0,01), dok

interakcija ova dva faktora nije uticala na proizvodne rezultate prasadi (P>0,05).
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A. PERSONAL INFORMATION

All personal information is strictly optional and is only necessary for further personal usage of the
Biocheck.UGent® or for the backup of previous results. All the information will be stored in an
anonymous way and will never be passed to third parties.

1. Mame (of the owner)

2. Address
3. Zip code
4. City

5. Country

6. Telephone number
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B. FARM CHARACTERISTICS
7. Arethere, besides pigs, any other farm animals (for professional use) present at your farm?
o Yes,which? .. ... ... ...
o No
8. Numberof sows: ...
9. MNumber of weaned piglets: ...
10. Number of fattening pigs: ...
11. Number of boars: ...
12. How many years of experience in keeping pigs does the person in charge have?
e YRATS
13. How many people are working at the pig herd?
e e e pROPLE
14. How old is the oldest building in which pigs are kept?
PR X 141
15. How old is the youngest building in which the pigs are kept?
PR X 141
ﬁ"ﬁ' BOCHECK.UGENT® PAGE
GHENT PIG 2.1 323
UNIZERSITY
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PURCHASE OF BREEDING PIGS

Are breeding pigs (sows/gilts/boars) being purchased?

o Yes
o No {go to question 10)

2. Do the breeding pigs come from the same supplier or from different suppliers?
o Always the same supplier
o Different suppliers
3. s attention paid to the health status of the farm from where the animals originate, so that the
health status is equal to or higher than the own farm?
o Yes
o No
4. Are hygienic criteria {e.g. cleaning and disinfection of the vehicle) posed on the transport vehicle
that brings the animals to the farm?
o Yes
o No
5. Number of times per year that breeding pigs are delivered?
o 2timesorless a year
o Between 3 and B times a year
o BetweenbB and 12 times a year
o More than 12 times a year
6. Isa separated quarantine room used when breeding pigs are delivered?
ar
o Yes
o Mo {go to question 10)
7. lIsthere a strict all-infall- out management practiced in the quarantine room?
o Yes
o No
8. Minimal length of the quarantine period (in days):
e days
ﬁ BOCHECK.UGENT® PAGE
GHENT PIG 2.1 4423
UNIVERSITY
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Is there a separated hygiene lock for the quarantine room?
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D. PURCHASE OF PIGLETS

10. Are piglets being purchased?
o Yes
o No {go to question 15)

11. Are the piglets coming from the same supplier or from different suppliers?
o Always same supplier

o Different suppliers

12. |s attention paid to the health status of the farm, where the animals are originating from, to be
equal or higher than the own farm?

o Yes, always higher or equal

o Mo, no attention paid to this
o Mot know

13. Are hygienic criteria {e.g. cleaning and disinfection) posed on the transport vehicle that brings the
animals to the farm?

o Yes
o No
o Mot known

14. Number of times per year piglets are delivered:

o Twice or less per year

o Between 3 to b times per year

o Betweenb to 12 times per year

o More than 12 times per year
ﬁﬁ' BOCHECK.UGENT® PAGE
BN PIG 2.1 6/23
UNIVERSITY
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E. ARTIFICIAL INSEMINATION

15. Is semen purchased?
o Yes
o No {go to question 17)

16. Does the semen originate from a farm/ boar station with a known higher of equal health status
than your farm?

ta number ol important dis

o Unknown

i BOCHECK. UGENT PAG E

EHENT PIG 2.1 71z
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E.

17.

18.

19.

20.

Prilozi

TRANSPORT OF ANIMALS

Are fattening pigs transported from the farm to the slaughterhouse?

o Yes
o No {go to question 20)

Is the transport vehicle taking the fattening pigs to the slaughterhouse always empty on arrival at
the farm?

o Yes, always empty

o Sometimes empty (go {o question 20)
o Mo, never empty {go to question 20)
o Unknown {go to question 20)

|s the transport vehicle for fattening pigs always cleaned and disinfected on arrival at the farm?

o Yes, always cleaned and disinfected

o Sometimes cleaned and disinfected {go to question 20)
o Mo, never cleaned and disinfected (go to question 20)
o Unknown {go to question 20)

Are sows transported from the farm to other farms or to the slaughterhouse?

o Yes
o Mo {go to question 23)

21. Isthe transport vehicle for sows always empty on arrival at the farm?
o Yes, always empty
o Sometimes empty {go to question 23)
o Mo, never empty {go to question 23)
o Mot known (go to question 23)
22. |sthe transport vehicle for sows always cleaned and disinfected on arrival at the farm?
o Yes,alwayscleaned and disinfected
o Sometimes cleaned and disinfected (go to question 23)
o Mo, never cleaned and disinfected (go to question 23)
o Not known {go to question 23)
23. Are piglets transported from the farm to other farms?
o Yes
o No {go to question 26)
24. |s the transport vehicle for piglets always empty on arrival at the farm?
o Yes, always empty
o Sometimes empty {(go to question 26)
o No, never empty (go to question 26)
o Not known (go to question 26)
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25.

26.

27.

28.

Prilozi

Is the transport vehicle for piglets always cleaned and disinfected on arrival at the farm?

o Yes, always cleaned and disinfected

o Sometimes cleaned and disinfected (go to question 20)

o Mo, never cleaned and disinfected (go to question 20)

o Mot known (go to question 20)

Does the driver have entrance to the stables when loading the animals (fattening pigs, sows, and

piglets)?

o Yes
o No {go to question 28)

Does the driver receive and wear farm-specific clothing and shoes?

o Always
o Sometimes
o Never

Are the animals loaded from a separate loading area or directly from the stable / central corridor?

o Separate loading area (go to question 30)
o Central corridor or stable

29. Is it possible for animals to return to the stables (walking back or being placed back) after being in
the transport vehicle?
o Yes
o No
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Prilozi

G. FEED AND WATER SUPPLY

30. Can the feeding company fill up the silos without entering the clean/ herd specific road?

o Yes
o MNo

31. Does the transporter of the feed have entrance to the stables?

o Yes
o No {go to question 25)

32. Is a feeding company used where the feed meet special hygienic requirements (i.e. salmonella
free, heat treatment)?

o Yes
o No
o Not known

33. Isthe quality of the drinking water checked every year at the source or at the storage tank by
means of a bacteriological analysis?

o Yes
o Mo

34. Is the quality of the drinking water checked every year at the main outlets (where the animals
drink) by means of a bacteriological analysis?

o Yes

o No
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H.

35.

36.

37.

38.

Prilozi

REMOVAL OF MANURE AND DEAD ANIMALS

Is manure being removed through the dirty road?

o Yes
o No

Are farm-specific hoses for removal of manure from the manure pit available {hoses for the
removal of manure that stay at the farm allthe time)?

o Yes
o MNo

Isthere a carcass storage, physically separated from the animal facilities?

o Yes
o No {go to question 43)

|s the carcass storage located in the dirty area of the farm?

o Yes
o No

39. Can carcasses be collected by the rendering company from the public road, without entrance to
the premises?
o Yes
o No
40. Isthe carcass storage closed so vermin, dogs or cats don't have access to the carcasses?
o Yes
o No
41. Is the carcass storage regularly (= after every pick-up) cleaned and disinfected?
o Yes
o Mo
42. |sthe carcass storage cooled?
o Yes
o No
43. Are disposable gloves being worn when manipulating carcasses or are hands being washed and
disinfected after manipulating carcasses?
o Always
o Sometimes
o MNever
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Prilozi

.. ENTRANCE OF VISITORS AND PERSONNEL

44. Are visttors obliged to check in before having entrance to the stables?

o Yes
o No

45. Isthere a pig-contact free period of >12h expected for all visitors before they are allowed to enter
the stables?

o Yes
o MNo

46. Isthere a hygiene lock available and is it always used when visitors have access to the stables?

o Yes
o No {go to question 49)

47. Are all stables only accessible for visitors from the hygiene lock?

o Yes
o No

48. |s there a strict separation between the clean and the dirty area of the hygiene lock?

o Yes
o No

49. Do visitors have to wear farm-specific clothing (disposable overallsicleaned overalls)?

o Yes
o No

50. Do visitors have to wear farm-specific shoes (bootsfovershoes)?

o Yes
o No

51. Do hands have to be washed and disinfected before entering the stables?

o Yes
o No

52. Do the farmer and the staff always carry out these hygienic measures themselves?

o Yes

o No
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Prilozi

J. MATERIAL SUPPLY

53. Isthere a specific pass-through for materials to enter the buildings of the farm (e.g. UV-cabinet for
foreign materials)?

o Yes
o No

54. Are specific measures taking for material supply (i.e. cleaning and disinfection, quarantine period
at special location)?

o Yes

o No
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K. RODENT AND BIRD CONTROL

55. Are vermin (rats, mice, etc.) considered to be a problem at the farm?

o Yes
o No

56. Is the outside of the farm buildings (around the walls) paved and clean (removal of weeds, waste,
...) so thatvermin can't hide?

o Yes
o Mo
57. Isthere a rodent control program?
o Yes (farmer, staff or professional company)
o No
58. Do companion animals have access to the stables, including feed and bedding material storage?
o Yes
o No
59. Can birds enter the stables?
o Yes

o No

60. Are grids placed befare the air intakes?

o Yes

o No
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61.

62.

63.

64.

65.

Prilozi

LOCATION OF THE FARM

Is the farm located in an area with a high density of pigs or a low density of pigs?

o Low density
o High density

Are other pig farms located within a radius of 500 meters of your farm?

o Yes
o MNo

Is manure from other farms spread on neighboring farmlands situated directly next to your stables
{< 500 meters)?
o Yes

o No

Are transport vehicles carrying animals from other farms often (minimum once a day) passing on
aroad less than 100 meters from your farm (e.g. due to location of a slaughterhouse in the
neighborhood, ...)?

o Yes
o No
Have wild boars been spotted in the neighborhood (within a range of 10 km) of your farm?

o Yes
o Mo (go to question 67)

66. |s the farm enclosed (using fences, wire, ...)?

o Yes

o No
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Prilozi

M. DISEASE MANAGEMENT

67. Do you make use of and do you always follow a prelisted vaccination scheme and a protocol for
strategic treatments {additives, antibiotics)?

o Yes
o No

68. Is there a regular (= at least once a year) evaluation made of the disease status of the farm
{serology, trends in slaughterhouse findings, ...)?

o Yes
o No

69. Are stay-behinds {due to unclear cause) and/or diseased animals isolated from the healthy ones
{in physically separated hospital pens or by euthanasia)?

o Always
o Sometimes
o Never

70. Are diseased animals consistently handled/isited after the healthy animals?

o Yes

o No
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N.

71.

72.

73.

74.

75.

7B.

77.

78.

FARROWING AND SUCKLING PERIOD

Are there sows present atthe herd?

o Yes
o No {go to question 79)

Are sows washed before being moved to the farrowing unit?

o Always
o Sometimes
o DNMever

Are suckling piglets transferred between sows (cross-fostering)?

o Yes
o No {go to question 76)

Does cross-fostering of suckling piglets between different sows occur once or more than once
{per piglet)?

o Once

o More than once

Does cross-fostering sometimes occur after 4 days post-farrowing?
o Yes

o No

How many times are the piglets manipulated between birth and weaning (vaccination, castration,
clipping of the teeth, ...)?

S times

Are materialsftools for treatment (e.g. castration blade , tail-docker, ear-tagger, iron injection
needles) regularly cleaned and disinfected between litters?

o Yes

o No

Do you work with two blades and a small box containing a disinfectant when castrating the
piglets?

o Yes/No castration/l use a different blade per pen

o No
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O. NURSERY UNIT

79. Isthere a nursery unit present atthe herd?

Nursery unit = the unit where allweaned piglets are housed together

o Yes
o Mo {go to question 85)

80. Is a strict all-in‘all-out management practiced in each compartment (= a room consisting of pens
with animals from the same age) of the nursery unit?

o Yes
o No

31. Are older piglets sometimes mixed with piglets of a younger age?

o Yes
o No

82. What is the maximal pig density of a pen in the nursery?
o 3 orless piglets per m?
o 4 piglets per m?
o 5 piglets per m?
o B ormore piglets per m?

83. Isthe nursery physically separated (= no direct contact or access from sows via door to nursery,
preferably separate stable) from the sow unit?

o Yes
o No

84. |s a separated hygiene lock available for the nursery unit?

o Yes

o No
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P.

g5.

86.

Prilozi

FATTENING UNIT

Are there fattening pigs present at the herd?

o Yes
o No {go to question 97)

Is a strict all-in / all- out management practiced in all compartments of the fattening unit?

o Yes
o No

87. |s a strict all-in / all-out management practiced in each pen per compartment of the fattening
unit?
o Yes
o No
88. Are the different age groups strictly separated in different (= physically separated) compartments?
o Yes
o No
89. Are older fattening pigs sometimes mixed with pigs of a younger age?
o Yes
o Mo
90. What is the maximal pig density in a pen in the fattening unit?
o 1 ormore m?per animal
o Between07 and 09 m? per animal
o Between 06 and 0,7 m? per animal
o Lessthan 06 m?per animal
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Prilozi

Q. MEASURES BETWEEN COMPARTMENTS

91. Are clothing and footwear changed between compartments?

o Always
o Sometimes
o MNever

92. Are hands washed and/or disinfected between different compartmentsfunits?

o Always
o Sometimes
o MNever

93. Are disinfection baths and/or boot washers used between different compartmentsfunits or are
boots changed between compartments?

o Yes

o No
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R. WORKING LINES

94. |s all work performed from younger pigs to older ones?

(=]
o

95. Is the equipment that is needed for a specific animal category placed according to working lines
and therefore the equipment is not used in other age categories?

(=]
o

L

GHENT
UNIVERSITY

Yes
No

Yes
MNo
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S.

96.

97.

98.

Prilozi

USE OF EQUIPMENT

|s @ protocol present for cleaning and disinfection of equipment (e.g. brooms, spades) after use
and is this protocol adhered to?

o Yes

o No

|s used equipment clearly marked or recognizable for the unit or age group (e.g. by colors)?

o Yes

o Mo

Are boards that are used for driving pigs easy to clean and are they regularly (i.e. after every use

or at least after every production round during the sanitary period) cleaned (and disinfected)?

o Yes
o No

99. Is equipment (that comes into direct contact with animals) present on the farm that is used on
other farms?
Yes
o No
100.  Are dedicated injection syringes available and used for each age group?
o Yes
o No
101.  Are dedicated injection needles available and used for each age group?
o Yes
o No
102.  After how many animals is the needle changed (if this is different for the different age
categories/type of units, please fill in worst case)?
iveeee o @nimals
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106.

Prilozi

CLEANING AND DISINFECTION

Are the different stages in the cleaning and disinfection process respected and is there
sufficient time (according to the used product specifications) provided for each stage?

Always
Sometimes
MNever

Is the efficacy of cleaning and disinfection checked by for example taking a hygienogram?

Always
Sometimes
MNever

Are stables cleaned and disinfected after each production round?

Yes
Mo

|s there sufficient time after cleaning and disinfection for drying or adjusting the temperature
before animals enter the stable?

Yes
No

Are corridors and the loading area cleaned and disinfected after pigs are moved?

Yes
Sometimes
No

Are disinfection baths/ boot washers present at the entrance of the farm and are they used?

Yes
No {go to the end)

109. s the fluid of footbaths immediately changed when visually contaminated?

Yes

No
'mj BOCHECK.UGENT® PAGE
GHENT PIG 21 23023
UNIZERSITY

154



BIOGRAFIJA

Vladimir Draskovi¢, roden je 20.02.1988. godine u Smederevu. Fakultet veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu upisao je Skolske 2007/2008 godine, a diplomirao 2014. godine sa prose¢nom
oceno 9,20. Tokom studija vise puta je bio nagradivan od strane Fakulteta veterinarske medicine za
jednog od najboljih studenata, u periodu od 2008. do 2009. bio je stipendista Ministarstva prosvete,
nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije. Skolske 2011/2012 godine bio je stipendista Zaduzbine
“Dragoljuba Marinkovi¢a”. Doktorske akademske studije na Fakultetu veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu upisao je 2014/2015 godine. Polozio je sve ispite predvidene planom i
programom poslediplomskih studija sa prosecnom ocenom 9,88.

Od maja 2014. godine angazovan je bio kao istraziva¢ pripravnik, a od marta 2018. godine kao
istraziva¢ saradnik na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije
pod nazivom ,,Molekularno-genetic¢ka i ekoloska istrazivanja u zastiti autohtonih animalnih genetickih
resursa, o¢uvanja dobrobiti, zdravlja i reprodukcije gajenih Zivotinja i proizvodnje bezbedne hrane”
(ev. br. 46002) kojim je rukovodio prof. dr Zoran Stanimirovi¢ u periodu 2011-2019 godine.

U oktobru 2018. godine izabran je u zvanje asistenta na Katedri za zoohigijenu Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

U okviru CEEPUS programa, 2019. godine (od 01.02.2019. do 28.02.2019.) boravio je na
stru¢nom usavrSavanju na Veterinarskom fakultetu Univerziteta u Ljubljani.

Ucestvovao je na nekoliko domacih 1 medunarodnih naucnih i tri inovaciona projekta od kojih
je na dva bio rukovodilac. Kao autor ili koautor objavio je preko 20 nau¢nih i stru¢nih radova, od kojih
je osam u medunarodnim casoisima sa SCI liste, i to: jedan rad M21a, tri rada M21 i etiri rada M23

kategorije.

155



Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNotnucaHu-a Bnagnmup Jb. Opawkosuh

6poj ynuca 14/8

UsjaBrbyjem

aa je OOKTOpPCKa nmcepTaumja noa HacrnoBoOM

»YTnuaj dutoreHor aguTMBa y KOHTPONU nponudgepatmBHe eHTeponaTuje y3 npoueHy
NpoOM3BOAHMX pe3yniTata oally4yeHe npacaau NnpMpoaHo MHdMumMpaHe 6akTepmjom Lawsonia
intracellularis“

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npennoxeHa gucepraumja y LenvHn HU y genosuma Huje buna npegnoxeHa 3a gobujamse
6uno koje gunnomMe npema CTyaujckum nporpaMmmma pyrux BUCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaEeHN U
e [la HMUCaM KpLUMo/Nna ayTopcka npasa M KOPUCTMO MHTENEKTyarlHy CBOjUHY ApYyrux nuiua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy,
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Mpunor 2.

UsjaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNEeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paga

Mme v npesume aytopa Bnagumup Jb. [pawkosuh
Bpoj ynuca 14/8
Ctyawnjckn nporpam: [JoKTOpcke akagemcke ctyaunje

Hacrnoe paga: ,,YTuuaj cutoreHor agutmBa y KOHTpoOnu nponudepatuBHe eHTeponartuje y3
npoueHy NpPOu3BOAHMX pe3ynTata ognyyeHe npacagu nNpupogHo uHduumpaHe OakTepujom
Lawsonia intracellularis“

MeHTop 1: Op 3opaH CtaHnmmnposuh, pegoBHu npodecop

MenTop 2: Op Bnagumup Kykoss, BaHpeaHu npodecop

MoTnucann Bnagumup Jb. Opalwkosuh

u3jaBrbyjem ga je wramnaHa Bepaunja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA E€NEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy caM
npegao/na 3a o6jaBrbvBakbe Ha noptany [AdurutanHor peno3uTtopujyma YHuBep3uTeta Yy
Beorpapy.

[os3sorbaBam fa ce objaBe MoOju NMYHU Nopaum Be3aHW 3a gobuvjare akageMCcKor 3Bakba AOKTopa
Hayka, Kao LITO Cy MMe 1 npe3nMe, rogmMHa n mecto poherwa n gatym ogbpaHe paga.

OBM nnyHM nogaum Mory ce 00jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe OubnuoTteke, y
eIeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpagay,
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Onawhyjem YHuBepauteTcky 6mbnunoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [OurutanHu penosmtopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AncepTaunjy nog HacnoBoOM:

,»YTULAj hutToreHor aguTMBa y KOHTPONU nponudgepaTtMBHe eHTeponaTuje y3 npoueHy
NpoOM3BOAHMX pe3yfiTaTta oally4eHe npacaau NnpMpoaHo MHdMuMpaHe 6akTepujom Lawsonia
intracellularis“

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

OucepTaumjy ca cBMM npuno3ummMa npegao/na cam y ernekTpoHckoM ¢hopmaTty MOrogHoMm 3a TpajHO
apxuBupam-e.

Mojy poktopcky gucepTauujy noxpaweHy y OurutanHu penosuvtopujym YHuBepauteTa y beorpagy
MOry da Kopucte CBM Koju nowTyjy oapeabe cagpaHe y opgabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyduo/na.

1. AytopcTtBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUjanHo

3. AyTopCcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AenUTU No4 UCTUM yCnoBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AEenuTK NO4 UCTUM YCroBMMa

(Monumo fa 3aoKkpyxuTe camo jegHy of WecT NoHyheHuX NuueHum, KpaTak onuc NuueHuM aart je Ha
nonehuHu nucra).

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpagy,
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1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTpubyuujy 1 jaBHO caoniitaBawe Aena, u npepage,
aKo ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH odpefheH oA cTpaHe ayTopa wnu AaBaoua NUUeHUe, Yak u 'y
komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHWja o4 CBUX NULEHUMN.

2. AyTopCcTBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTPUBbYLMjy U jaBHO caonwiTaBahe
Aena, u npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa wunu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepuumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTPUbYLujy 1 jaBHO
caonwTaBawe fgena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka MM ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce
HaBefe ume ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
A03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nvueHue, OBOM fULEHLOM ce
orpaHuyaBa Hajsehun obum npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTv nog WUCTUM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBawe,
AncTpubyumnjy M jaBHO caonwtaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
ogpefneH oA cTpaHe ayTopa unu gaeaoua NuueHue 1 ako ce npepaga auctpubyupa nog UCTOM Unn
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOrbaBa kKomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte yMHOXaBakwe, AUCTPUOYUMjy M jaBHO caoniluTaBawe
nena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa Unu ynotpebe gena y CBoM geny, ako ce HaBede ume aytopa
Ha HaynH opgpeheH of cTpaHe ayTopa unu pAasaoua nvueHue. OBa nuueHua [o03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopCcTBO - OenuTu nog uctum ycnosuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUMOYLMjYy U jaBHO
caonwTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpefieH of cTpaHe ayTopa
unNu gasaola NuueHue M ako ce npepaga avctpubyumpa nog UCTOM UnuM cnnyHom nuueHuom. Oea
nuueHua [Jo3BoSfbaBa KomepuumjanHy ynotpedby pgena wn npepaga. CrnvyHa je codhTBEPCKUM
nvueHuama, ogHOCHO NnuueHLamMa OTBOPEHOr Koaa.
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