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IZOLACIJA | KARAKTERIZACIJA SOJEVA YERSINIA ENTEROCOLITICA
KOD SVINJA NA LINUJI KLANJA

Sazetak:

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bio je utvrdivanje ukupne prevalencije Y.
enterocolitica kod svinja i karakterizacija izolata u odnosu na bioserotip, prisustvo gena
virulencije, genetski diverzitet i otpornost na antimikrobne lekove. Proucavani su mogudi
faktoririzika u proizvodniji svinja povezani sa infekcijom Y. enterocolitica koji nastaju u fazama
pre klanja i za vreme klanja. Tokom Cetiri sezone pregledano je ukupno 960 uzoraka tonzila
svinja poreklom sa farmi otvorenog i zatvorenog tipa zaklanih na tri razli¢ite klanice. Svinje su
bile poreklom sa ukupno 30 razli¢itih farmi rasporedenih u pet regiona u Republici Srbiji.
Prilikom svakog uzorkovanja popunjavan je upitnik o uslovima na farmi kao i uslovima u toku
transporta i vremenu boravka u depou klanice. Ukupna prevalencija Y. enterocolitica kod
svinja iznosila je 10,4%. Najces¢i bioserotip Y. enterocolitica bio je BT4/0:3 (81,6%).
Patogenost 63 izolata Y. enterocolitica BT4/0:3 (ukljucujuéi i BT4 S-/0:3), potvrdena je
prisustvom gena virulencije ail i ystA i odsustvom gena ystB (100%). Karakterizacijom 63
potvrdena izolata pomodu PFGE identifikovano je pet razli¢itih genotipova sa zajednickim
identi¢nim genetskim profilima (100% sli¢nosti) unutar svakog genotipa. Cetiri genotipa
poti¢u sa oba tipa farmi i sa tri razli¢ite klanice, Sto ukazuje na visoku genetsku stabilnost i
prostornu cirkulaciju patogenog mikroorganizma. Disk difuzionom metodom utvrdeno je da
su svi izolati Y. enterocolitica bili su osetljivi na cefotaksim, ceftazidim, meropenem,
gentamicin, trimetroprim i sulfonamide. Izolati koji poti¢u sa zatvorenog tipa farmi bili su
rezistentni samo na ampicilin, dok je rezistencija na ampicilin, nalidiksinsku kiselinu,
tetraciklin i hloramfenikol utvrdena na farmama otvorenog tipa. Metodom multivarijantne
logisticke regresije utvrdeni su faktori rizika koji zajedno doprinose pojavi infekcije svinja sa
Y. enterocolitica i ukljuuju farme otvorenog tipa (odnos verovatnoée, OR=2,31, 95% interval
poverenja, Cl=1,41-3,79, p<0,001), vreme boravka u depou klanice od 3-6h (OR=1,63, Cl=1,04-
2,58, p<0,035) i zimsku sezonu (OR=3,85, CI=2,01-7,36, p<0,001). Pored opste karakterizacije
izolata Y. enterocolitica identifikacija glavnih rizika povezanih sa infekcijom omogucéava bolju
primenu preventivnih mera za smanjenje pojave i distribucije infekcije Y. enterocolitica.

Kljucne reci: Yersinia enterocolitica, svinja, faktori rizika, bio-serotipizacija, PFGE, geni
virulencije, antimikrobna rezistencija

Naucna oblast: Veterinarska medicina
UzZa naucna oblast: Higijena i tehnologija mesa
UDK broj: 636.4.033:579.84(043.3)
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF YERSINIA ENTEROCOLITICA STRAINS
IN PIGS ON THE SLAUGHTERLINE

Abstract:

The aim of the research within this doctoral dissertation was to determine prevalence of Y.
enterocolitica in pigs of slaughter age and to characterize the isolates in relation to bio-
serotype, the presence of virulence genes, genetic diversity, and antimicrobial resistance.
Moreover, possible risk factors associated with Y. enterocolitica infection during the
preharvested and harvested phase of pig production were studied. During four seasons, a
total of 960 tonsil samples from pigs originating from farow to finish and fattening farms
slaughtered at three different slaughterhouses were examined. The pigs came from a total of
30 different farms distributed in five regions in Serbia. During each sampling, a questionnaire
was filled out about the conditions on the farm as well as the conditions during transport and
the time of stay in the lairage. The overall Y. enterocolitica prevalence in the pigs was 10.4%.
The most common Y. enterocolitica bioserotype was 4/0:3, accounting for 81.6% of
investigated isolates. The pathogenicity of 63 Y. enterocolitica 4/0:3 (including 4S-/0:3)
isolates, originating from all infected farms, was confirmed by the presence of both the ail
and ystA virulence-associated genes and the absence of ystB gene (100%). Characterization
with PFGE of 63 confirmed Y. enterocolitica isolates identified five different genotypes with
shared identical genetic profiles (100% similarity) within each genotype. The four genotypes
originate from both types of farms and from three different slaughterhouses, which indicates
high genetic stability and spatial circulation of the pathogen. Using the disk diffusion method,
it was determined that all isolates of Y. enterocolitica were susceptible to cefotaxime,
ceftazidime, meropenem, gentamicin, trimethoprim and sulfonamides. Isolates originating
from farrow-to-finish farms were only resistant to ampicillin, while resistance to nalidixic acid,
tetracycline, and chloramphenicol at fattening farms was also observed. Using the method of
multivariate logistic regression, risk factors that together affect Y. enterocolitica pig infection
were determined and include fattening farms (odds ratio, OR=2.31, 95% Cl=1.41-3.79,
P<0.001), a 3—6 h lairage period (OR=1.63, 95% CI=1.04-2.58, P<0.035) and winter season
(OR=3.85, 95% Cl=2.01-7.36, P<0.001). In addition to the overall characterization of Y.
enterocolitica isolates, identification of the main risks associated with infection allows better
application of preventive measures to reduce the occurrence and distribution of Y.
enterocolitica infection.

Key words: Yersinia enterocolitica, pigs, risk factors, bio-serotyping, PFGE, virulence genes,
antimicrobial resistance,

Scientific field: Veterinary medicine

Scientific subfield: Meat hygiene and technology
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1. UVOD

Hrana predstavlja izvor visokovrednih nutrijenata kao $to su proteini, ugljeni hidrati, masti,
vitamini i minerali. Kao takva, sa druge strane, predstavlja idealan matriks za razvoj patogenih
mikroorganizama koji dovode do pojave razli¢itih bolesti prenosivih hranom. Prema podacima
Svetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization - WHO) bolesti prenosive
hranom obuhvataju veliki broj razli¢itih oboljenja koje nastaju kao posledica konzumiranja
hrane kontaminirane raznim mikroorganizmima, a medu njima u navje¢em broju dolazi do
pojave bolesti kampilobakterioze, salmoneloze i jersionioze. lako je proizvodnja hrane danas
u velikoj meri napredovala primenom mera dobre proizvodacke i higijenske prakse kao i
primenom HACCP sistema (eng. Hazard Analysis Critical Control Points), industrija hrane se
stalno sre¢e sa novim izazovima u proizvodnji bezbedne hrane kada su u pitanju bolesti
prenosive hranom.

U toku 2021. godine ukupno je prijavljeno 22.381 slucaj bolesti koje se prenose hranom, medu
kojima su kao najces¢i uzrocCnici identifikovani bakterije, zatim bakterijski toksini, virusi i
paraziti. Jersinioza izazvana sa Yersinia enterocolitica navodi se kao treca naj¢e$¢a zoonoza
koja se prenosi sa asimptomatskih, zdravih svinja, na ljude putem sirovog ili nedovoljno
termicki obradenog mesa, pri ¢emu moze izazvati oboljenje i pri niskim infektivnim dozama.
Prema izvestaju Evropske agencije za bezbednost hrane (eng. European Food Safety Authority
- EFSA) u toku 2021. godine ukupan broj prijavljenih i potvrdenih slucajeva jersinioze bio je
6.789 (EFSA i ECDC, 2022). Kod ljudi se najcese izoloju bioserotip 4/0:3, zatim 2/0:9 i 2/0:5,
koji su zapravo i najcesce prijavljeni uzrocnici bolesti, (EFSA i ECDC, 2018). Nekoliko drZzava
¢lanica Evropske unije u toku 2021. godine prijavilo je pozitivhe nalaze Y. enterocolitica u
sirovoj hrani ili u hrani spremnoj za konzimiranje koja je sadrzala meso svinja (EFSA i ECDC,
2022).

Najvedi broj prijavljenih slucajeva jersinioze bio je u Nemackoj i Francuskoj i zajedno Cine
49,5% od ukupnog broja prijavljenih slucajeva u Evropskoj uniji. Kod drzava ¢lanica Evropske
Unije koje su u nasem okruZenju najviSe slucajeva bilo je potvrdeno u Rumuniji gde je
registrovano 15 sluéajeva, zatim u Hrvatskoj 14 slucajeva i u Bugarskoj gde je zabeleZeno 5
slucajeva (EFSA i ECDC, 2022). U Repubilici Srbiji u toku 2021. godine zabeleZen je 21 slucaj
jersionioze (12JZS, 2022), medutim, stvarni broj sluajeva verovatno je mnogo vedi ali zbog
lakse klinicke slike i ne javljanja lekaru ostaju neprijavljeni.

Jersionioza ljudi nastaje unosenjem kontaminirane hrane i vode sa Y. Enterocolitica, koja kod
ljudi izaziva simptome infekcije gastrointestinalnog trakta i moZe se manifestovati kao akutni
gastroenteritis, terminalni ileitis ili mezenteri¢ni limfadenitis (Bottone, 1999). Kao glavni izvor
zaraze navode se zdrave, asimptomatske svinje koje kao takve dolaze na klanicu i
predstavljaju izvor infecije za druge svinje tokom boravka u depou klanice. Nepostovanje
principa dobre higijenske prakse za vreme klanja moZe predstavljati rizik od dalje unakrasne
kontaminacije trupova svinja na klanici.



Prva infekcija sa Y. enterocolitica zabelezena je u Njujorku/SAD 1939. godine (Schleifstein i
Coleman, 1939). Vecu paznju na ovaj mikroorganizam skrenuo je dogadaj iz 1976. godine u
Skolskom kampu u Njujorku (SAD), kada se 222 dece i zaposlenih inficirali kontaminiranim
cokoladnim mlekom. Kao posledica infekcije 12 obolelih je imalo simptome upale slepog creva
i operisano je bezpotrebno (Black i sar., 1978). Tom prilikom se doslo do saznanja da infekcija
sa Y. enterocolitica moze izazvati simptome slicne simptomima upale slepog creva. Druga veca
registrovana epidemija bila je 1983. godine kada je u letnjem kampu obolelo 239 osoba, od
kojih je petoro podvrgnuto operaciji slepog creva. Uzro¢nik bolesti u obe epidemije bila je Y.
enterocolitica serotip 0:8 (Shayegani i sar., 1983).

U Srbiji do sada nije bilo dostupnih podataka o nalazu Y. enterocolitica kod svinja na liniji
klanja. Ova studija predstavlja prvo istraZivanje o nalazu patogenih biotipova Y. enterocolitica
u lancu proizvodnje mesa svinja u Srbiji. Studija je imala za cilj utvrdivanje prevalencije kod
svinja na klanici, istrazivanje mogucih faktora rizika u fazama pre klanja i tokom samog klanja,
karakterizaciju izolata u odnosu na bioserotip, prisustvo gena virulencije, genetski diverzitet i
osetljivost na antimikrobne lekove.

U ovoj studiji dobijen je koristan uvid u faktore rizika koji ukazuju da razlike u sistemima
upravljanja i primene principa dobre prakse mogu uticati na nalaz Y. enterocolitica na
farmama. Utvrdivanje rizi¢nih faktora predstavlja vaZzan alat za unapredenje kontrolih mera,
kako na farmama tako i na klanicama, sa ciljem eliminacije ili smanjenja nalaza Y.
enterocolitica u lancu proizvodnje i potroSnje mesa svinja a sve u cilju o¢uvanja javnog
zdravlja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Klasifikacija i taksonomija Yersinia spp.

Rod Yersinia prema danaSnjoj nomenklaturi obuhvata 11 wvrsta: Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y.
bercovieri, Y. mollaretii, Y. rohdei, Y. aldovae i Y. ruckeri (Fabrega i Vila, 2012). Y. enterocolitica
se ranije smatrala delom familije Enterobacteriaceae. Najnovija taksonomska ispitivanja
svrstavaju Y. enterocolitica u rod Yersinia i familiju Yersiniacea iz reda Enterobacterales
(Schoch i sar., 2020). Prema osnovnoj podeli Y. enterocolitica ima dve podvrste: Yersinia
enterocolitica subsp. Enterocolitica, u koju se svrstavaju sojevi sa 16S rRNA tipom americ¢kog
porekla, i Yersinia enterocolitica subsp. Paleartica, u koju spadaju sojevi evropskog porekla
(BT1A, BT2, 3 4i5) (Neubauer sar., 2000).

2.2. Osnovne karakteristike Y. enterocolitica

Y. enterocolitica je asporogeni, fakultativno anaerobni, Gram negativni bacil, sa razlikama u
morfologiji u rasponu od malih kokobacila sa zaobljenim krajevima do izduzenih bacila. Pri
temperaturi od 25°C predstavlja pokretan mikroorganizam, sa peritrihno rasporedenim
flagelama, a nepokretan je kada se kultivise pri temperaturi od 37°C. Y. enterocolitica je
heterogena grupa sojeva, koja se na osnovu svojih fenotipskih karakteristika klasifikuje u 6
biotipova (1A, 1B, 2, 3, 4i 5). Biotipovi 1B, 2, 3, 4 i 5 su patogeni za ljude (EFSA, 2011). Biotip
1A se smatra nepatogenim za Coveka (Singh i Virdi, 2004). Na osnovu hemijskih osobina
povrsinskog O antigena Y. enterocolitica je podeljena na vise od 48 serotipova. Za ljude su
patogeni prevashodno biotip 4 (serotip O:3) i biotip 2 (serotip 0:2) (EFSA, 2011; Keet, 1974).
Kao najc¢eséi uzrocnik bolesti prijavljen je bioserotip BT4/0:3, zatim BT2/0:9 i BT2/0:5, 27
(EFSA i ECDC, 2018). Najvazniji serotip Y. enterocolitica u mnogim evropskim zemljama je
serotip 0:3, zatim serotip 0:9 (Bottone, 1997).

Kod patogenih bioserotipova BT4/0:3 i BT2/0:9 utvrdeno je prisustvo pYV plazmida (Yersinia
virulence plasmid), ail i ystA hromozomskog gena. Gen ail kodira proizvodnju ail proteina
(attachment-invasion locus), koji je odgovoran za adherenciju jersinija za epitelne éelije creva.
Nasuprot tome, ystA gen kodira proizvodnju enterotoksina ystA, koji je glavni uzrok dijareje
tokom jersinioze. Sojevi biotipa 1A ne sadrze pYV plazmid, koji je glavni faktor virulencije, pa
se ne smatraju patogenim za ¢oveka (Tennant i sar., 2003; Singh i Virdi, 2004). Medutim, u
novije vreme je u visSe izveStaja prikazano da je biotip 1A izolovan u klinickim slucajevima



jersinioze kod pacijenata koji su imali gastrointestinalne probleme (Batzilla i sar., 2011). lako
biotip 1A vrlo retko produkuje ystA enterotoksin, ystB gen koji kodira proizvodnju
homolognog bioloski aktivnog enterotoksina ystB naden je u vise od 80% slucajeva. Samim
tim, potencijalna opasnost od sojeva biotipa 1A se ne moze iskljuciti (Grant i sar., 1998).

Za razliku od ostalih enteropatogenih bakterija, Y. enterocolitica je psihotropna i moze da
raste pri temperaturama u rasponu od 0 do 44°C (Keet, 1974). Kao takva moze se
razmnozavati pri temperaturama frizidera i preziveti u zamrznutoj hrani tokom duzeg
vremenskog perioda. Optimalna temperatura rasta je 25-28°C (Fabrega i Vila, 2012). Y.
enterocolitica su termolabilne bakterije i uniStavaju se pri temperaturama pasterizacije.
Ispitivanjem termostabilnosti utvrdeno je da D-vrednost iznosi Dso=45,87; Ds5=10,98;
De0=2,53; Ds2=1,42, a u cilju uspesne pasterizacije i spreavanja kontaminacije preporucena
temperatura pasterizacije je 62°C (Bolton i sar., 2013). Enterotoksin ciju proizvodnju kodira
yst gen je termostabilan i zapaZzeno je da se pri temperaturi od 100°C tokom 20 minuta ne
denaturise (Rakin i sar., 2015).

Y. enterocolitica moze da raste pri pH vrednostima nizim od 9, dok se optimalne vrednosti pH
kre¢u od 4,2 do 4,4. Optimalna vrednost aktivnosti vode iznosi aw 0,96, dok je minimalna
vrednost aktivnosti vode pri kojoj Y. enterocolitica moze da raste aw 0,945 (Stern i sar., 1980).
Niske pH vrednosti i prisustvo organskih kiselina mogu inhibirati rast Y. enterocolitica. Dobro
podnosi NaCl u koncentraciji od 5%, dok je koncentracija od 7% NaCl inaktivira (Bari i sar.,
2011).

2.3. Kulturelne i biohemijske osobine Y. enterocolitica

Y. enterocolitica ima sposobnost rasta na ¢vrstim hranljivim podlogama kao $to su krvni agar
sa ovéjom krvi, MacConkey i Hektoen-enteric agar, medutim, na ovim podlogama se
istovremeno dobro razmnoZavaju i Enterobacteriaceae (Bottone, 2015). Standardna metoda
za izolaciju i identifikaciju Y. enterocolitica (SRPS EN ISO 10273:2017) podrazumeva upotrebu
selektivne cvrste podloge, CIN agara (agar sa dodatkom antibiotika cefsoludin, irgasan i
novobiocin), koji se inkubira pri temperaturi od 30°C tokom 24-48h. Karakteristicne kolonije
Y. enterocolitica na CIN agaru su sitne (<1 mm), glatke, sa crvenim centrom (zbog fermentacije
manitola) i prozirnom zonom (SRPS EN ISO 10273:2017). Zbog svog karakteristi¢nog izgleda
na CIN agaru, nazivaju se kolonijama bikovih ociju i omogucéavaju lako prepoznavanje
(Schiemann, 1979).

Biohemijske osobine Y. enterocolitica prikazane su u tabeli (Tabela 2.1). Y. enterocolitica je
oksidaza negativna, katalaza pozitivha i ureaza pozitivna, ima sposobnost da fermentise
glukozu, ali ne fermentise laktozu, vrsi dekarboksilaciju ornitina, ali ne dekarboksilise lizin. Na
dvostrukom Seéeru po Kligleru pokazuju crvenu boju kosine i Zutu boju stuba, bez stvaranja
gasa i vodonik sulfida (Bottone, 1997).



Tabela 2.1. Biohemijske osobine Y. enterocolitica (Weagant i Feng , 2017)

Lysine - Sucrose +c
Arginine - Rhamnose -
Ornithine +c Raffinose -
Pokretljivost na 22-26 + Melibiose -

Pokretljivost na 35-37 Simmons citrate -

Urea + Voges- Proskauer +/- (+)
Phenylalanine deaminase - Indole +/-
Mannitol + Salicin  +/-
Sorbitol + Esculin +/-
Cellobiose + Lipase +/-
Adonitol - Pyrazinamidase +/-

Inositol  +/- (+)

2.4. Rezistencija Y. enterocolitica prema antimikrobnim lekovima

Vedina gastrointestinalnih infekcija koje izaziva Y. enterocolitica su lokalnog tipa i ograni¢ene
su na crevni trakt, pa ne zahtevaju antimikrobno lecenje. lzuzetak predstavljaju teZi slucajevi
praceni sistemskom infekcijom i bakterijemijom (Bottone, 2015). Antimikrobna terapija je
indikovana kod imunokompromitovanih osoba, kao i za lecenje enterokolitisa i stanja
pracenih septikemijom ili invazivnom infekcijom (Fabrega i Vila, 2012). lako bolest kod ljudi
obi¢no ne zahteva terapiju, Siroka upotreba antibiotika na nivou farme mogla bi dovesti do
pojave rezistencije na vise lekova i do moguénosti prenosenja rezistencije unutar vrste, kao i
na druge organizme (Bottone, 2015; Van Boeckel i sar., 2015).

Y. enterocolitica pokazuje osetljivost prema aminoglikozidima, hloramfenikolu, tetraciklinu,
cefalosporinima trece generacije i fluorohinolonima, ali je otporna na penicilin, ampicilin i
cefalosporine prve generacije (Bent i Glenn, 2010). Svetska zdravstvena organizacija za
antimikrobnu terapiju jersinioze preporuéuje upotrebu tetraciklina, hloramfenikola
kotrimoksazola, kao i cefalosporine trece generacije i fluorohinolone (Fabrega i Vila, 2012).

Otpornost na beta laktamske antibiotike omogucena je prisustvom hromozomskih gena blaA
i blab, koji imaju sposobnost da kodiraju proizvodnju beta laktamaza (Bolton i McDowell,
2013). Postoje 2 tipa enzima B laktamaza: neinducibilni B laktamaza enzim A Sirokog spektra
i inducibilni cefalosporinaza enzim B (Bottone, 2015).

2.5. Osnovne karakteristike jersinioze kod ljudi

Jersionioza je oboljenje koje nastaje unoSenjem hrane i vode kontaminirane sa Y.
enterocolitica. Ovo oboljenje kod ljudi izaziva simptome infekcije gastrointestinalnog trakta i
moze se manifestovati kao akutni gastroenteritis, terminalni ileitis ili mezenteri¢ni
limfadenitis (Bottone, 1999). Patogeneza VY. enterocolitica zapocinje unoSenjem
kontaminirane hrane i vode, i obuhvata prijanjanje bakterija na povrsinu crevnih resica i
translokaciju preko M ¢celija koje pokrivaju limfoidne folikule tankog creva (Bottone, 2015).



Infektivna doza iznosi 108-10° ¢elija i veca je u odnosu na druge patogene bakterije koje se
mogu nadi u hrani (Zielinska i sar., 2015). Stepen razvoja bolesti i teZina klinic¢ke slike zavise
od nekoliko razli¢itih faktora kao Sto su uzrast, imunoloski status i vrsta hrane kojom se unose
patogene Y. enterocolitica. Oboljenje se podjednako javlja kod svih ljudi, ali se smatra da deca
mlada od 5 godina, starije osobe i osobe sa oslabljenim imunitetom spadaju u rizicnu grupu
(Chlebicz i Slizewska, 2018).

Simptomi se obi¢no pojavljuju 4-7 dana nakon infekcije i mogu da traju u proseku 1-3 nedelje.
Kod starije dece i odraslih prvenstveno se javlja jednostrani bol u stomaku, pracen visokom
temperaturom, pa se bolest ¢esto moze pomesati sa apendicitisom (upala slepog creva). Drugi
simptomi su osip i bolovi u zglobovima. Najces¢e manifestacije jersinioze su enterokolitis,
pseudoapendicitis i post infektivni reaktivni artritis, dok u nekim sluc¢ajevima moze do¢i do
teZe infekcije, kao Sto je septikemija (EFSA 2011). Takode su opisani simptomi kao Sto su
dijareja, mucnina i povradanje (Bottone, 1997). Postoje i slucajevi ekstraintestinalne
komplikacije koji ukljuuju apscese na jetri i slezini (Rabson i sar., 1975) kao i endokarditis
(Urbano-Marquez i sar., 1983).

2.6. Incidencija jersinioze kod ljudi

Jersinioza izazvana sa Y. enterocolitica je jedna od vodecih zoonoza u Evropskoj uniji koja se
prenosi hranom i nalazi se na treéem mestu po ucestalosti, odmah posle kampilobakterioze i
salmoneloze.

Na osnovu izvestaja Evropske agencije za bezbednost hrane, tokom 2020. godine ukupan broj
prijavljenih i potvrdenih slucajeva jersinioze kod ljudi u Evropskoj uniji bio je 5668 (EFSA i
ECDC, 2021a). Tokom 2019. godine ukupan broj prijavljenih i potvrdenih slucajeva jersinioze
kod ljudi u Evropskoj uniji bio je 6961 (EFSA i ECDC, 2021b). Evropski centar za prevenciju i
kontrolu bolesti navodi da broj slu¢ajeva u 2018. godini iznosi 6806, sa stopom pojavljivanja
od 1,6 na 100000 stanovnika. Najveda stopa incidencije zabeleZena je u Finskoj (9,6 na 100000
stanovnika), gde su prijavljena 3862 obolela sa poznatim tokom bolesti, od ¢ega su tri zavrsila
sa smrtnim ishodom. Najvedéi broj prijavljenih slu¢ajeva bio je kod dece starosne dobi 0-4
godine i ¢ini gotovo Cetvrtinu svih prijavljenih slu¢ajeva (ECDC, 2019). U toku 2017. godine
ukupan broj prijavljenih i potvrdenih slucajeva jersinioze u zemljama Evropske unije bio je
6823 (EFSA i ECDC, 2018).

U periodu od 2008. do 2017. godine zabeleZen je trend smanjenja prijavljenih i potvrdenih
slu¢ajeva jersinioze, ali u periodu od 2013. do 2017. godine trend ne pokazuje znacajnije
povecanje ili smanjenje broja slucajeva (EFSA i ECDC, 2018). Y. enterocolitica je bila najcesci
uzrocnik oboljenja kod ljudi, a najzastupljeniji bioserotip bio je BT4/0:3, a zatim BT2/0:9 i
BT2/0:5,27 (EFSA i ECDC, 2018). Broj obolelih ljudi i incidencija u zemljama Evropske unije u
periodu od 2013. do 2020. godine prikazana je u Tabeli 2.2 (EFSA i ECDC, 2021a,b).



Tabela 2.2. Jersinioza ljudi u zemljama Evropske unije u periodu od 2013. do 2020. godine

Jersinioza ljudi 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Broj potvrdenih slu¢ajeva 6471 6625 7202 6861 6823 6699 6961 5668

Broj potvrdenih slucajeva

na 100.000 stanovnika 1,92 192 22 1,82 1,77 16 1,7 1,78

Prema izvestaju o zaraznim bolestima Instituta za Javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovié
Batut”, tokom 2013. godine prijavljeno je 36 slu¢ajeva enteritisa prouzrokovanih patogenom
Y. enterocolitica, sa stopom incidencije od 0,50/100000 stanovnika (12JZS, 2014). U naredim
godinama evidentan je trend pada incidencije prijavljenih slu¢ajeva oboljenja (1ZJZS, 2015,
2016, 2017, 2018, 2019, 2020) sto je prikazano u Tabeli 2.3.

Tabela 2.3. Jersinioza ljudi u Srbiji u periodu od 2013. do 2020. godine

Jersinioza ljudi 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Broj potvrdenih slu¢ajeva 36 35 15 19 14 20 14 16

Broj potvrdenih slucajeva

na 100.000 stanovnika 05 049 0,21 0,27 0,2 029 0,2 0,23

2.7. Nalaz Y. enterocolitica u lancu proizvodnje hrane

2.7.1. Rezervoari Y. enterocolitica

Y. enterocolitica je Siroko rasprostranjena u prirodi i moze se naci u crevnom traktu razlicitih
sisara, ptica, hladnokrvnih i vodenih vrsta. Izolati iz Zivotne sredine su ve¢inom avirulentni i
ne izazivaju oboljenje ljudi. Medutim, izolati poreklom od svinja mogu da sadrze patogene
serotipove. Pored toga, navodi se da psi, preZivari, glodari i voda iz okoline takode mogu biti
rezervoari ovih patogenih bioserotipova (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2006a; 2006b).

Krave, ovce i koze mogu biti rezervoari biotipova 2 i 3 i serotipova 0:5,27i 0:9 (Fearnley i sar.,
2005). Kod ovaca, zeCeva i koza izolovani su sojevi retkih biotipova kao $to su bioserotip
5/0:2,3, dok su kod ¢incila izolovani sojevi bioserotipova 3/0:1, 2 i 3 (Fredriksson-Ahomaa i
sar., 2006b).

Psi i macke mogu izludivati iz organizma patogene sojeve Y. enterocolitica, uglavhom BT4/0:3,
putem fekalija i nekoliko nedelja nakon infekcija, tako da kuéni ljubimci predstavljaju jedan
od izvora infekcija ljudi koji su u bliskom kontaktu sa njima, a narocito dece (Fredriksson-
Ahomaa i sar., 2006b). Glodari mogu biti rezervoari serotipa 0:8, $to je utvrdeno u Japanu
(Hayashidani i sar., 2003).



2.7.2. Nalaz Y. enterocolitica kod svinja

Smatra se da su glavni izvor infekcije zdrave, asimptomatske svinje. Ljudi se najéesce inficiraju
konzumiranjem sirove ili nedovoljno kuvane hrane i kontaminirane vode (EFSA i ECDC, 2019).
Svinje se smatraju prirodnim rezervoarom Y. enterocolitica, $to objasnjava njeno prisustvo u
klanicama i povezanost izmedu potroSnje mesa svinja i u€estalosti pojave jersinioze (Bonardi
i sar.,2013; Vilarisar., 2015). Procenjuje se da je 77,3% slucajeva jersinioze kod ljudi posledica
konzumiranja kontaminiranog mesa svinja (Fosse i sar., 2008). Brojne studije ukazuju na
postojanje korelacije izmedu sojeva Y. enterocolitica izolovanih iz klinic¢ki zdravih svinja i
sojeva poreklom od ljudi kod kojih je ovaj mikroorganizam dijagnostikovan (Fredriksson-
Ahomaaisar., 2011). Rezultati Fredriksson-Ahomaa i sar. (2006a) ukazuju na veliku genomsku
slicnost izolata izolovanih od svinja i od ljudi.

Najcesci vektor prenosa je nedovoljno termicki obradeno meso svinja kao i proizvodi od mesa
svinja (EFSA i ECDC, 2018). Najbolje adaptirani bioserotipovi su zapravo i naj¢esée prijavljeni
uzrocnici bolesti, bioserotip 4/0:3, zatim 2/0:9i2/0:5, 27 (EFSA i ECDC, 2018). Sojevi biotipa
1A nisu adaptirani na ¢oveka jer ne sadrze pYV plasmid koji je glavni faktor virulencije, pa se
ne smatraju patogenim za Coveka (Singh i Virdi, 2004). Dokazano je postojanje istih
genotipova Y. enterocolitica kod pozitivnih svinja u klanici, kao i na farmi sa koje su zaklane
svinje dopremljene u klanicu a na kojoj je utvrdena prevalencija od 33%, Sto potvrduje da
pozitivne svinje poti¢u sa farme na kojoj nastaje infekcija svinja (Laukkanen i sar., 2009).

2.7.3. Faktori rizika na farmama svinja

Proizvodni sistemi (konvencionalni i organski) mogu imati uticaj na nalaz ovih bakterija, stim
da je prevalencija ve¢a na farmama sa konvencionalnim nacinom proizvodnje u odnosu na
organsku proizvodnju (Von Altrock i sar., 2006). U okviru farme prevalencija je vrlo
promenljiva, Sto ukazuje na uticaj pojedinih faktora na farmi. Primeceno je da je prevalencija
Y. enterocolitica BT4/0:3 veca na farmama otvorenog tipa koje kupuju prasad (fattening
farms) iz otkupa ili od malih farmi (Skjerve i sar., 1998). Zavisno od primenjenih biosigurnosnih
mera na farmi, utvrdeno je da je prevalencija veéa na farmama sa nizim nivoima
biosigurnosnih mera (Zdolec i Kis, 2021).

U odnosu na kategoriju svinja veéina studija ukazuje na postojanje veéeg rizika od pojave Y.
enterocolitica kod tovljenika. Ispitivanjem svinja na farmi utvrdeno je da se kod prasadi nakon
zaluéenja ne izoluje Y. enterocolitica, dok se kasnije, prebacivanjem prasadi u tov, broj
pozitivnih prasadi postepeno povecava (Glrtler i sar., 2005). Infekcija svinja se vezuje za
starost Zivotinja. Prevalencija Y. enterocolitica kod krmaca je uglavnom niska (Korte i sar.,
2004). Tokom uzgoja, svinje se inficiraju posle prva dva meseca (Nesbakken i sar., 2006;
Gurtler i sar., 2005). Kao moguci izvori infekcije prasadi u tovu navode se kontaminirani feces
i povrsine u tovilistu (Fukushima i sar., 1983). U pocetku se Y. enterocolitica nalazi u izmetu i
tonzilama. Sa staro$c¢u procenat inficiranih svinja opada, a smanjenje broja pozitivnih uzoraka
fecesa je izrazenije nego u slucaju uzoraka tonzila (Gurtler i sar., 2005). Klanjem starijih svinja,
Y. enterocolitica se uglavnom nalazi u tonzilama i u manjoj meri u sadrZaju iz rektuma. Ovaj
patogeni mikroorganizam se takode moze nadi u drugim delovima creva, u submaksilarnim i
mezenterijalnim limfnim ¢vorovima, ali u mnogo nizem procentu (Nesbakken i sar., 2003). U
ranijim istrazivanjima utvrdeno je da je prevalencija Y. enterocolitica 10 puta veca u tonzilama
nego u fecesu (Fredriksson Ahomaa i sar., 2001a; Nesbakken i sar., 2006).



Prema nalazu Fredriksson Ahoma i sar. (2011) divlje svinje mogu biti nosioci patogenih sojeva
Y. enterocolitica BT4/0:3. Ove Zivotinje slobodno Zive u prirodi i mogu dodi u kontakt sa
domacim svinjama i zbog toga predstavljaju vazan rezervoar Y. enterocolitica u Zivotnoj
sredini. Evisceracija odstreljenih divljih svinja bez poStovanja dobre higijenske prakse moze
izloZiti lovce ovoj bakteriji i dovesti do kontaminacije Zivotne sredine (Koronkiewicz i sar.,
2004).

2.7.4. Nalaz Y. enterocolitica u klanicama i rizik od kontaminacije mesa tokom klanja

Klanje svinja je otvoreni proces usled koga klanjem inficiranih svinja moZe dodi do
kontaminacije i unakrsne kontaminacije trupova i organa zaklanih svinja (Fredriksson-Ahomaa
i sar., 2006a; 2006b). Kako ovaj patogeni mikroorganizam ostaje prisutan u lancu proizvodnje
mesa svinja, kontaminacija trupova i proizvoda je moguca jos u pocetnim koracima, narocito
tokom rukovanja i obrade glave, jezika i tonzilama zaklanih svinja (Van Damme i sar., 2015).
U IstraZivanju koje je sprovedeno na jednoj klanici u Brazilu dokazano je prisustvo Y.
enterocolitica BT4/0:3 u tonzilama kod 10% uzoraka (Martins i sar., 2021). Van Damme i sar.,
(2013) utvrdili su prisustvo Y. enterocolitica BT4/0:3 u 11,4 % uzoraka briseva sa povrsine
trupova i u 4,9% uzoraka mlevenog mesa svinja. Prema istrazivanju sprovedenom na jednoj
klanici u Minhenu u periodu od 2000. do 2004. godine, od 164 ispitanih uzoraka tonzila svinja,
101 uzorak je bio pozitivan na prisustvo Y. enterocolitica BT4/0:3 (Fredriksson Ahomaa i sar.,
2010). Ispitivanjem trupova na klanici utvrdeno je da se patogeni sojevi Y. enterocolitica mogu
izolovati u najvecem procentu na tonzilama (55,3%), a zatim iz uzoraka briseva sa linije
presecenja karlicnog kanala, grudne kosti i mandibularne regije (Van Damme i sar., 2015).
Svinjske iznutrice kao Sto su svinjski jezici, jetra, srce i bubrezi vrlo ¢esto mogu biti
kontaminirani patogenim sojevima Y. enterocolitica, zbog Cega predstavljaju potencijalniizvor
moze predstavljati dodatni rizik po javno zdravlje usled povecanja njihovog broja tokom
skladistenja mesa pri temperaturi frizidera (Fredriksson Ahomaa i sar., 2012a).

2.7.5. Primena dobre higijenske prakse u cilju smanjenja kontaminacije

Prisustvo Y. enterocolitica se ne moze otkriti konvencionalnim pregledom mesa, tako da se
mere kontrole odnose na specavanje ili smanjenje fekalne i druge kontaminacije pocevsi od
farme, zatim tokom transporta, za vreme boravka u depou klanice, kao i prilikom samih
operacija klanja. Primena ovih mera obezbedena je kroz primenu dobre higijenske prakse i
analizom rizika i kriti¢nih kontrolnih taaka u svim fazama proizvodnje (Blagojevici sar., 2021).
Tehnika i higijena klanja mogu imati uticaj na procenat kontaminacije sa trupova na proizvode
klanja. Zavisno od tehnike obrade trupova nakon klanja, mogu da se uzorkuju tonzile i/ili
rektalni sadrzaj. U slucaju kada se glava odvaja od trupa pre rasecanja celog trupa na polutke,
moze se ocekivati da kontaminacija koja potice iz krajnika i usne duplje bude niska, tako da se
samo fekalna kontaminacija moZe uzeti u obzir. U slu¢aju kada se glava ne odvaja od trupa
veé se raseca na polovinu zajedno sa celim trupom, fekalna kontaminacija i posebno
kontaminacija putem tonzila se mora uzeti u obzir. Zbog toga se status zaklanih svinja
prvenstveno zasniva na prisustvu Y. enterocolitica u fekalnom sadrZaju i tonzilama
(Rahikainen i sar., 2016).

Zbog Cinjenice da su svinje asimptomatski nosioci Y. enterocolitica, inspekcijski pregled mesa
na liniji klanja mozZe predstavljati rizik od dalje kontaminacije mesa (Laukkanen i sar., 2009),
jer pri rasecanju i pregledanju limfnih ¢vorova postoji moguénost prenosenja ove bakterije
dalje duz lanca proizvodnje mesa.



U cilju smanjenja kontaminacije posebnu paznju treba posvetiti postupku uklanjanja tonzila
iz Zdrela, jer ukoliko tonzile nisu u potpunosti odstranjene, moze doci do kontaminacije sa
limfnog tkiva na susedno misi¢no tkivo (Borch i sar., 1996). Primena dobre higijenske prakse
tokom citavog procesa klanja, a narocito postupci manipulacije kao Sto je oslobadanje
rektuma i njegovo istovremeno podvezivanje plastichom kesom, moZe u znacajnoj meri
smanjiti kontaminaciju trupova (Andersen, 1988). Utvrdeno je da postupci uklanjanja glave
bez prethodnog rasecanja na polovine zajedno sa trupom, kao i pranje i sterilisanje noZeva
znacajno mogu smanjiti kontaminaciju trupova patogenim sojevima Y. enterocolitica (Van
Damme i sar., 2015).

Sposobnost Y. enterocolitica da stvara biofilm na radnim povrSinima predstavlja dodatnu
opasnost u vidu sekundarne kontaminacije usled povremenog oslobadanja bakterija iz
biofilma (Kim i sar., 2008).

Postupci hladenja trupova posle klanja ne smanjuju prevalenciju Y. Enterocolitica, zbog
njihovog psihotropnog karaktera, usled ¢ega moZe dodi i do povedanja njihovog broja
(Nesbakken i sar., 2008). Zbog toga se posebna paZznja mora obratiti na smanjenje pocetne
kontaminacije trupova prilikom klanja svinja primenom tehnika dobre higijenske prakse.

2.7.6. Kategorizacija rizika na farmama i klanicama

Poslednjih godina sistem bezbednosti mesa zasnovan na riziku je predmet naucnih
istrazivanja (Buncic et al., 2019). Sveobuhvatni pristup fazama pre klanja i klanju svinja, koji
podrazumeva kategorizaciju rizika na farmi/klanici i poboljSanje higijenske prakse kao i
prikupljanje svih epidemioloskih podataka u lancu proizvodnje mesa, predstavlja neke od
koraka ka povecéanju bezbednosti hrane i poboljsanju javnog zdravlja (Blagojevic et al., 2021;
Zdolec i Kis, 2021). Strategija za smanjenje ucestalosti infekcije Y. enterocolitica, pored
prikupljanja epidemioloskih podataka i razmene informacija u sistemu lanca hrane,
podrazumeva definisanje faktora rizika i uspostavljanje postupaka u cilju njihovog smanjenja
ili eliminacije radi daljeg postizanja i utvrdivanja prioritetne kategorizacije farme/klanice, sa
ciliem unapredenja bezbednosti hrane i javnog zdravlja (Blagojevic et al., 2021; Zdolec i Kis,
2021).

Prisustvo Y. enterocolitica kod asimptomatskih nosilaca predstavlja dodatni problem u
sistemu bezbenosti mesa i prepreku u kontroli opasnosti u proizvodnji mesa. Zbog Cinjenice
da otkrivanje ove opasnosti na svakom pojedina¢nom trupu prakti¢no nije moguce niti je
ekonomski opravdano, kao jedina efektivna i efikasna kontrola predlaze se primena
preventivnih i kontrolnih mera na farmama i klanicama (Blagojevic i Anti¢, 2014).

Na osnovu podataka o kategorizaciji rizika na farmi, veterinar koji vrsi nadzor nad klanjem
mogao bi da donese odluku o ante mortem inspekciji mesa i u skladu sa tim odobri klanje,
zabrani klanje ili primeni dodatne mere u kontroli rizika kao Sto su tradicionalne metode post
mortem pregleda mesa, zamrzavanje mesa, laboratorijske analize ili primena tehnike
dekontaminacije trupova (topla voda, para). Na ovaj nacin postize se bolja bezbednost mesa
u odnosu na primenu dosadasnjih standardnih tehnika (Blagojevi¢ i Anti¢, 2014, Zdolec i Kis,
2021). Za kategorizaciju rizika na farmama u odnosu na Y. enterocolitica preporucuje se
seroloski monitoring pre klanja (Bonardi i sar., 2016).
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2.8. Metode za detekciju Y. enterocolitica

Za detekciju Y. enterocolitica iz uzoraka sa povrsine trupova i uzoraka tonzila primenjuje se
standardna metoda (SRPS EN ISO 10273:2017). Konvencionalne bakterioloske metode koje se
zasnivaju na koris¢enju mikrobioloskih podloga imaju nekoliko ograni¢enja, kao $to su
dugotrajne faze inkubiranja, primena obogacenja, zatim nemogucnost identifikacije vrsta i
nedostatak diskriminacije izmedu patogenih i nepatogenih sojeva (Cocolin i Comi, 2005).
Osim konvencionalnih metoda, razvijene su pouzdane metode za otkrivanje patogenih Y.
enterocolitica u prirodno kontaminiranim uzorcima. Koriste¢i PCR tehniku (reakcija lanc¢ane
polimeraze), patogena Y. enterocolitica se moze detektovati brzo i sa velikom specificnoscu i
osetljivos¢u (Fredriksson Ahomaa i sar., 2003a).

Pomoc¢u PCR-a moze se detektovati prisustvo patogene Y. enterocolitica u prirodno
kontaminiranim uzorcima sa velikom precizno$c¢u (Fredriksson Ahomaa i sar., 2007). Kada su
uzorci hrane u pitanju, neophodno je koriséenje selektivnog obogacenja (Rahikainen i sar.,
2016), koje omogucava oporavak sto veéeg broja bakterija. Medutim, trenutno nije dostupan
nijedan postupak koji ¢e omoguditi oporavak svih biotipova/serotipova (Fredriksson-Ahomaa
i Korkeala, 2003b). Geni ail, inv i yst, koji se nalaze na hromozomu patogenih Y. enterocolitica,
najces¢e su koriséeni hromozomski ciljevi. Pored toga, neki PCR testovi koriste yersinia
specifi¢ni region 16s rRNA (Fredriksson Ahomaa i sar., 2003b). PCR moze biti korisna metoda
za preliminarni skrining patogenih Y. enterocolitica, jer je brz i osetljiv i lako se moZe primeniti
na velikom broju uzoraka. Medutim, izveStavanje za Y. enterocolitica ne moze se oslanjati
samo na prisustvo DNK materijala zbog mogucih pojava lazno pozitivnih i laZno negativnih
rezultata (EFSA, 2007). Za otkrivanje patogenih Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis u hrani
objavljen je medunarodni standard SRPS CEN ISO/TS 18867:2016.

Subtipizacija se moZe uraditi razlicitim metodama, a testovi moraju imati visoku
reproduktivnost i dobru sposobnost diskriminacije. Metode koje se koriste za subtipizaciju Y.
enterocolitica podeljene su u dve grupe:

e Fenotipske metode - detektuju osobine ispoljene od strane mikroorganizma:
biotipizacija, serotipizacija, rezistotipizacija (Foxman i sar., 2005). Bioserotipizacija se
intenzivno koristi za razlikovanje izolata Y. enterocolitica. Sema biotipizacije koju su
predlozili Wauters i sar. (1987) univerzalno je usvojena. Danas se biotipizacija sprovodi
prema Priru¢niku o bakterioloskim analizama (Weagant i Feng, 2017);

e Genotipske metode - ukljucuju direktne analize DNK. PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis) je zlatni standard za subtipizaciju bakterija. PFGE predstavlja varijaciju
elektroforeze u agaroznom gelu, koja omogucéava analizu DNK fragmenata celog
bakterijskog genoma. Tokom ove metode kompletna hromozomalna DNK se podvrgne
se€enju tzv. restrikcionim enzimima, pri éemu nastaju fragmenti DNK razli¢ite veliéine.
Metoda ima veliku diskriminatornu mo¢ i ima prednost u odnosu na sve druge metode
(Lukinmaa i sar., 2004).

Od seroloskih metoda za detekciju Y. enterocolitica moze se koristiti indirektna ELISA tehnika,
zasnovana na upotrebi precis¢enog lipopolisaharida iz patogene Y. enterocolitica (Nielsen i
sar., 1996).
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2.9. Monitoring i nadzor nad Y. enterocolitica

Na nivou Evropske unije trenutno ne postoji obaveza sprovodenja monitoringa i izveStavanja
o nalazu Y. enterocolitica kod svinja i proizvoda od mesa svinja. S obzirom na to da jersinioza
kod ljudi izazvana patogenim sojevima Y. enterocolitica postaje sve ucestalije oboljenje,
Evropska agencija za bezbednost hrane predlaZze sprovodenje monitoringa i izveStavanja o
nalazu Y. enterocolitica. PredloZena tehni¢ka specifikacija definiSe kao ciljnu grupu
uzorkovanja svinje za klanje, telesne mase 50-170 kg. Kao najpodesniji uzorak za procenu
kontaminacije preporucuju se tonzile koje se uzorkuju na liniji klanja. Za izolaciju i
identifikaciju Y. enterocolitica preporucuje se standardna metoda (SRPS EN ISO 10273:2017)
koja podrazumeva dugotrajne korake obogacenja i inkubacije, kao i alternativni nacin
direktnog zasejavanja na povrsinu selektivnog Yersinia agara. Svi izolovani sojevi moraju biti
identifikovani do nivoa biotipa i serotipa zbog procene patogenosti. Navedeni monitoring
sprovodio bi se u redovnim intervalima, na 3 ili 4 godine, zavisno od procene rizika i
epidemioloske situacije u zemlji (EFSA, 2009).
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3. CILJ I ZADACI

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je utvrdivanje rasSirenosti Y. enterocolitica u lancu
proizvodnje mesa svinja, kao i odredivanje bioserotipa i karakterizacija izolata Y.
enterocolitica i njihov znacaj za bezbednost mesa.

Shodno cilju ispitivanja postavljeni su sledeci zadaci:

1.

Uzimanje uzoraka tonzila sa trupova zaklanih svinja (tokom 12 meseci) i prikupljanje podataka
iz lanca hrane (farma, transport, klanica);

Izolacija Y. enterocolitica iz uzoraka tonzila i utvrdivanje prevalencije Y. enterocolitica
kod svinja na liniji klanja;

Formiranje kolekcije izolata Y. enterocolitica i odredivanje biotipa, serotipa i
osetljivosti na antimikrobne agense;

Utvrdivanje prisustva gena virulencije kod patogenih sojeva Y. enterocolitica;
Genotipizacija patogenih sojeva Y. enterocolitica;

Procena znacaja nalaza sojeva Y. enterocolitica i faktora rizika u lancu proizodnje mesa
svinja.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Podaci o uzorkovanim svinjama i farmama porekla

Uzorkovanje je sprovedeno na tri klanice (A, B, C) koje se nalaze u regionu V na podrucju
Nisavskog okruga. Uzorkovane svinje bile su poreklom sa 30 farmi koje su rasporedene u 5
regiona u Srbiji. Za prikupljanje podataka iz lanca hrane, koris¢en je prethodno pripremljeni
Upitnik (tabela 4.1), koji je sadrzavao oblasti u vezi sa farmom porekla svinja; prevozu
Zivotinja; i klanici. Pitanja u sklopu Upitnika su bila u vezi sa tipom farme, primenom
biosigurnosnih mera, deratizacijom, nainom vodosnadbevanja, trajanjem transporta,
statusom vozila i uslovima smeStaja u klanici i operacijama klanja. Procena primenjenih
biosigurnosnih mera sprovedena je na osnovu prisustva dezinfekcionih barijera, dok se
procena kontrole vode vrsila u odnosu na mikrobiolosko ispitivanje vode.

Tabela 4.1. Upitnik za prikupljanje podataka iz lanca hrane

Faktor

Kategorija/Odgovor

Starosna kategorija

Kapacitet farme

Sistem proizvodnje

Obuke radnika

Radna uniforma

Gajenje i drugih Zivotinja
Prisustvo macaka

Prisustvo pasa

Prisustvo glodara

Poreklo vode na farmi
Kontrola i tretiranje vode na farmi
Zatvoreni sistem za hranjenje
Biosigurnosne mere

Kontrola glodara

Region

Prevoz Zivotinja
Trajanje prevoza
Klanica

Tovljenici (< 8 meseci)

Mala (<150); Srednja (150-500); Velika (>500)

Zatvoren sistem; sistem zavrSnog tova

Da / Ne

Da/ Ne

Da / Ne

Da/ Ne

Da / Ne

Da / Ne

Bunarska; Vodovod; Vodovod/bunarska

Da / Ne

Da/ Ne

Da / Ne

Profesionalna; profesionalna/samostalna; Samostalna; Ne sprovodi se
Region I: Severni i Juzno Backi okrug; Region IlI: Sremski okrug; Region
[Il: Macvanski okrug; Region IV: Podunavski i Branicevski okrug; Region
V: Rasinski, Toplicki i Nisavski okrug

Prevozno sredstvo: jedan nivo — spratni

<4 h;>4h

Boravak u depou: 0—-3 h; 3-6h

Mesanje Zivotinja: DA - NE
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Prilikom svake posete klanici uzorkovane su svinje koje su poreklom samo sa jedne farme,
koja je tog dana primljena na klanje Sto predstavlja ukupno 30 serija uzorkovanja. Precizan
broj svinja za uzorkovanje po seriji bio je zasnovan na ocekivanoj prevalenciji od 50%, sa
intervalom poverenja od 95% i prihvacenom greskom od 10%. Prose¢na starost svinja koje su
obuhvacene uzorkovanjem bila je od 6 do 6,5 meseci sa prosecnom teZzinom od 110 + 10 kg.
Rasni sastav bio je Landras-Veliki JokSir-Durok i njihovi hibridi. Broj farmi i broj svinja po
okrugu prikazan je u tabeli br. 4.2 i uzorkovanjem je obuhvaéeno ukupno 960 svinja.
Geografska distribucija uzoraka po okruzima prikazana je na Slici 4.1.

Slika 4.1
Geografska distribucija svinja obuhvacenih uzorkovanjem

Region I: Severni i Juzno Backi okrug; Region Il: Sremski okrug; Region Ill: Macvanski okrug; Region
IV: Podunavski i Branicevski okrug; Region V: Rasinski, Toplicki i NiSavski okrug
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Tabela 4.2. Broj uzorkovanih svinja
po farmama i okruzima

Broj uzorkovanih

Region Okrug Farma ..
svinja

Severno Backi F1 60

Juzno Backi F2 40

Juzno Backi F3 20

Juzno Backi F4 40

Sremski F5 30

Sremski F6 50

Sremski F7 30

Sremski F8 30

Sremski Fo 40

Il Sremski F10 60

Sremski F11 30

Sremski F12 23

Sremski F13 30

Sremski F14 30

Sremski F15 25

Macdvanski F16 10

Macdvanski F17 10

11 Macdvanski F18 50

Macdvanski F19 40

Macdvanski F20 40

Podunavski F21 60

v Podunavski F22 20

Branicevski F23 30

Toplicki F24 10

Toplicki F25 10

Toplicki F26 12

Vv Toplicki F27 40

Rasinski F28 30

Rasinski F29 30

Toplicki F30 30

UKUPNO 960
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4.2. Klanice — opis linije klanja

Klanice na kojima je vrSeno uzorkovanje bile su srednjeg kapaciteta. Na klanici A kapacitet
klanja bio je 50 svinja/h. Na klanici B kapacitet klanja bio je 100 svinja/h, dok je na klanici C
kapacitet klanja bio 25 svinja/h.

Po prijemu u klanicu i nakon boravka u depou svinje se koridorima dovode do linije klanja i
ulaze u pojedinacni boks za omamljivanje. Omamljivanje se obavlja elektricnom strujom.
Elektri¢na kljesta postavljaju se na glavu Zivotinja tako da struja protice direktno kroz mozak
u trajanju od nekoliko sekundi. Nakon omamljivanja svinje se automatskim dizalicama podizu
na visoki kolosek. Iskrvarenje se obavlja u vertikalnom polozaju 10 - 15 sekundi nakon
omamljivanja ubodom u vrat i presecanjem velikih krvnih sudova. Nakon iskrvarenja vrsi se
pranje trupova hladnom vodom pod pritiskom i transportovanje do bazena za Surenje.
Temperatura vode u bazenima za Surenje bila je od 60 - 65°C, a vreme Surenja u proseku je
trajalo 5 min. U klanicima A i B Surenje se obavlja u vertikalnom poloZaju u bazenima u kojima
staje 6 trupova, dok se u klanici C Surenje obavlja u horizontalnom poloZaju. Nakon Surenja,
trupovi odlaze u masine sa rotiraju¢im valjcima za mehanicko skidanje dlake i povrsinskog
sloja koze, a zatim se trupovi prebacuju na stolove na kojima se ru¢no uklanja rozina papaka,
isecaju usi i oCi i vrsi se oslobadanje tetiva na zadnjim ekstremitetima preko kojih se trupovi
kace za raspinjace a zatim se podiZzu na visoki kolosek. Posle podizanja na visoki kolosek vrsi
se opaljivanje trupova plamenicima na butan gas i trupovi se dalje upucuju na evisceraciju.
Evisceracija se obavlja na visokom koloseku rasecanjem trbusnog zida duz bele linije. Nakon
otvaranja, trbusni organi se vade i stavljaju u posude konvejerskog stola a zatim se pristupa
egzenteraciji grudnih organa koji se kace na posebne kuke. Prilikom evisceracije uzima se
uzorak dijafragme za utvrdivanje prisustva larvi Trichinella spp. Elektricnom testerom duz
linije kiEmenog stuba vrsi se rasecanje trupova na polutke. U skladu sa dobrom higijenskom
praksom izmedu rasecanja dva trupa elektricna testera se steriliSe u posudi sa toplom vodom
sa ciljem smanjena kontaminacije, dok u klanici C to nije bio slu¢aj. Trupovi se potom obraduju
tako Sto se odseca rep, ostaci dijafragme, peritonealno masno tkivo i vadi kicmena mozdina.
Na kraju se trupovi peru vodom pod pritiskom, obelezavaju, mere i upucuju na hladenje.

4.3. Uzorkovanje tonzila sa trupova zaklanih svinja

Studija je sprovedena tokom 2018. i 2019. godine na tri klanice srednjeg kapaciteta koje se
nalaze na podrucju Nisavskog okruga. Ispitivanjem su obuhvaéene sve Cetiri sezone tokom 12
meseci (proleée: april, maj i jun; leto: jul, avgust i septembar; jesen: oktobar, novembar i
decembar; zima: januar, februar i mart). Uzorci tonzila su uzeti sa 960 trupova svinja nakon
zavrSene obrade trupova. Broj uzoraka po sezonama i klanicama prikazan je u tabeli 4.3.

Nakon evisceracije i rasecanja trupova izvrSeno je uzorkovanje tonzila svinja. Pomodu sterilih
skalpela, makaza i pinceta odsecane su tonzile sa trupova i upakovane u sterilne kese od
polivinilhlorida (Nasco, SAD). Tonzile su uzimane sa obe polutke istog trupa. Upakovani i
obelezZeni uzorci transportovani su do laboratorije pri temperaturi 2+2°C i zasejani u roku od
2h od momenta uzorkovanja.

17



Tabela 4.3. Broj uzoraka po klanicama i sezonama

Klanica
Sezona UKUPNO
A B C

Prolec¢e 70 20 130 220
Leto 120 30 92 242
Jesen 130 30 83 243
Zima 120 45 90 255
UKUPNO 440 125 395 960

4.4. 1zolacija i identifikacija Y. enterocolitica

4.4.1. I1zolacija Y. enterocolitica

Uzorci tonzila ispitani su na prisustvo/odsustvo Y. enterocolitica prema postupku, prethodno
opisanom od strane Van Damme i sar. (2010; 2013).

Uzorci tonzila (10g) suspendovani su u 90 ml PSB bujona (Pepton, sorbitol bujon sa dodatkom
zuc¢nih soli; Himedia, India) i homogenizovani tokom 30 sekundi pomoc¢u homogenizatora
(Stomaher, Interscience). Nakon homogenizacije izvrSena je inokulacija 0,1 ml uzoraka na
selektivhu podlogu za izolaciju, Yersinia agar (Yersinia selective agar base and Yersinia
selective supplement; Himedia, India). Zasejane podloge su inkubirane pri 30+1°C tokom 24
h. Postupak izolacije i identifikacije Y. enterocolitica prikazan je na Semi 4.1.

Nakon inkubacije podloga izabrane su tipi¢ne kolonije suspektne na Y. enterocolitica: sitne
(#<1 mm), glatke sa crvenim centrom i prozirnom zonom (Slika 4.2 i 4.3). Tipi¢ne kolonije su
presejane na hranljivi agar (Himedia, India) i inkubirane pri 30°C tokom 24h u cilju dobijanja
¢istih kultura za dalju biohemijsku identifikaciju. Tipi¢ne kolonije na Yersinia agaru su
pregledane pod stereomikroskopom (30x) da bi se utvrdila fina zrnasta struktura kolonija
(Slika 4.3).
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Slika 4.2.
Karakteristicne kolonije Y. enterocolitica
na Yersinia agaru (MA VSI Nis)

Slika 4.3.
Izgled karakteriticnih kolonija Y. enterocolitica
na Yersinia agaru pod stereomikroskopom (MA VSI Nis)
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Sema4.2.
Izolacija | identifikacija Y. enterocolitica
(Van Damme i sar., 2010; Van Damme i sar., 2013)

Homogenizacija uzoraka:
10 g tonzila + 90 ml PSB

~LO,1 ml

Yersinia agar:
30+1°C 24h
Tipi¢ne kolonije <1 mm,
glatke sa crvenim centrom i prozirnom zonom

\

Hranljivi agar:
30+1°C 24h

\J

Podloga sa tri Secera (TSI):
30+1°C 24h
Christensen urea agar:
30+1°C 24h
Podloga za pokretljivost:
25+1°C 24h; 30+1°C 24h

\J

Biohemijski panel sa mikrosupstratima Api 20E:
37+1°C 24h

\J

Biotipizacija: diferencijalni biohemijski testovi
Serotipizacija: aglutinacija na plocici za odredivanje najceséih serotipova Y. enterocolitica
Genotipizacija: PFGE i PCR (ail, ystA, ystB)
Testiranje osetljivosti na antimikrobne agense
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4.4.2. Identifikacija Y. enterocolitica

Izolati sa hranljivog agara preliminarno su ispitani koris¢enjem testova ureaze (Christensen
Urea Agar; Himedia, India), testa za produkciju kiseline i gasa fermentacijom glukoze,
saharoze i laktoze (Triple Sugar Iron Agar; Himedia, India) pri 30°C tokom 24h i testom
pokretljivosti pri 25°C i 35°C (Motility Test Medium; Liofilchem, Italy). lzolati koji su bili
saharoza i glukoza pozitivni (Zuta kosina i dubina bez stvaranja gasa i H,S) ureaza pozitivni,
pokretni pri 25°C i oksidaza negativni, testirani su komercijalnim biohemijskim testom sa
mikrosupstratima za identifikaciju Enterobacteriaceae APl 20E sistem (Bio-Mérieux, France).
Nakon inkubacije pri 37+1°C tokom 24 h, oCitane su biohemijske reakcije na osnovu uputstva
proizvodaca, a identifikacija je uradena pomocu identifikacionog softvera proizvodaca
(www.apiweb.biomerieux.com). Svi izolati Y. enterocolitica su presejani na hraniljivi agar
(Himedia, India) i inkubirani pri temperaturi od 30°C tokom 24h, nakon ¢ega je uradena
biotipizacija i seritipizacija (Referentna laboratoriju za Salmonella, Shgella, Vibrio cholerae i
Yersinia enterocolitica, Institut za javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovié¢ Batut” u Beogradu)

4.4.3. Odredivanje biotipova Y. enterocolitica

Za odredivanje biotipova Y. enterocolitica koris¢ene su sveze pripremljene podloge, Cvrste i
tecne, inokulisane u skladu sa procedurama navedenim u BakterioloSkom analitickom
priru¢niku (Weagant i Feng , 2017).

Identifikacija biotipova izolata Y. enterocolitica izvrSena je na osnovu ocitanih biohemijskih
reakcija (Tabela 4.4), kao $to su Tween 80 agar sa fenol red (Oxoid, UK), Zu¢ eskulin agar (Bile
esculin agar, Himedia, Indija), Podloga za pokretljivost i produkciju indola — SIM (Sulfide Indol
Motility medium, Sigma-Aldrich, SAD), zatim 1% odnosno 0.5% rastvori Se¢era sa Andrade
indikatorom: trehaloza i rafinoza, odnosno saharoza, ksiloza, ramnoza (Carl Roth, GmBH),
Lizin agar - LIA (Lysin iron agar, Oxoid, UK), Ornitin bujon — ODC (Ornithine Decarboxylase
Broth, Himedia, Indija), MRVP bujon (MRVP Broth, Oxoid, UK), B-D-glukozidaza (0.1% B-D-
glucopyranoside, Sigma-Aldrich, SAD) i Pirazinamidaza agar (Pyrazinamidase agar, Himedia,
Indija). Uslovi inkubacije kultura za ove testove su bili pri 25°C, 18-20 h odnosno za pojedine
testove minimum 48h.

4.4.4. Serotipizacija Y. enterocolitica

Odredivanje grupno specificnog O antigena je izvrSeno raspoloZivim grupno specificnim Y.
enterocolitica O antiserumima 0:3; 0:5, 0:8; i 0:9 (1JZ Batut i Statens Serum Institut, Danska)
metodom aglutinacije na plodici. Testirane su sveZe i prethodno biotipizirane kulture Y.
enterocolitica sa hranljivog agara (Himedia, Indija) uz obaveznu prethodnu proveru
autoaglutinacije (detekcija R forme, engl. rough form). Ukoliko je suspenzija kulture na plocici
u 0.9% NaCl bila autoaglutinabilna, proglasen je kao “R forma” i tom izolatu nije bilo moguée
utvrditi serogrupu. Samo izolati kojima nije detektovana autoaglutinabilnost, “S forma” (engl
smooth form) je dalje serotipizovana. Za vizuelizaciju aglutinata prilikom serotipizacije
koris¢eno je upadajuée svetlo sa tamnom podlogom ispod, a jacina aglutinacije je
semikvantitativno oznacena od 1+, 2+, 3+, 4+ zavisno da li je aglutinirano 25% ili 50% ili 75%
ili 100% bakterijskih celija.

Nakon potvrde izolati su konzervirani na hranljivom agaru (Himedia, India) pri 4°Ci u tripton
soja bujonu sa dodatkom 20% glicerola (Himedia, India) pri -70°C.
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Tabela 4.4. Biohemijski testovi za definitivnu identifikaciju Y. enterocolitica
(adaptiran u skladu sa Edwards i Ewing, 1972; Sihvonen i sar., 2009; EFSA, 2009):

Biohemijski test Biohemijska reakcija

Identifikacija Y. enterocolitica

Ureaza (Christensen urea) +
Produkcija kiseline i gasa (TSI):
kosina/dubina TSI  +/+ (Zuto/Zuto), osim kod BT 3 varijetet VP'S™ (crveno/zuto)
H.S -
Gas -
Pokretljivost (SIM)  +

Identifikacija biotipa Y. enterocolitica

BT 1A BT 1B BT 2 BT 3 BT4 BT5
Esteraza +, . i i i i
(Tween 80 agar)* izuzetak -
Eskulinaza N i i i i i
(Zu¢-Eskulin agar)
Indol (SIM) + + \" - - -
D-saharoza N . N +, N N
(produkcija kiseline) izuzetak -
D-ksiloza
(produkcija kiseline) * * * * i v
D-trehaloza (produkcija N N N N ' i
kiseline)
L-ramnoza (produkcija kiseline) - - - - - -
D-rafinoza (produkcija kiseline) - - - - - -
Ornitin dekarboksilaza N . . . N .
(ODC bujon)
Lizin dekarboksilaza
(LIA) ) ) ) ) ) )
Vogues Proskauer test (VP) .
(MR-VP bujon sa reagensima + + + izuze,tak i + (+)
anaftol i 40% KOH)*
B-D glikozidaza N i i i i i
(beta-D- glukopiranozid)
Pirazinamidaza
(Pirazinamidaza agar, svez N i i i i i

reagens 1ml 1% fero amonijum
sulfat)

Inkubacija pri 25°C/18-20h; * = Inkubacija minimum 48h; V = varijabilna reakcija;
() = usporena reakcija
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4.5. Gel elektroforeza u pulsiraju¢em polju (PFGE)

Za ispitivanje genotipa izolati Y. enterocolitica zasejani su na tripton soja agar (TSA, Merck,
Nemacka) i inkubirani pri 37°C tokom 14-18 h. Nakon inkubacije, pripremljene su éelijske
suspenzije opticke gustine 1,3 - 1,4 (spektrofotometar, 610 nm) prenosenjem izraslih kolonija
u epruvete sa puferom za pripremu suspenzije (100mM Tris: 100mM EDTA, pH8). Zatim je
dodata proteinaza K (20ul pri 20 mg/ml) u 400 pl svake Celijske suspenzije. Nakon toga dadato
je 400 pl rastopliene 1% SeakKem Gold agaroze (Lonza, Switzerland), u svaku suspenziju
Yersinia+proteinaza i sve zajedno dodato u kalupe za viSekratnu upotrebu koji su se ucvrstili
pri sobnoj temperaturi 10-15 minuta. Liziranje ¢elija uradeno je  pomocu lysis
buffer/proteinase K master miksa (50mM Tris:50mM EDTA, pH8) + 1% sacrosyl + 25l
proteinase K (25mg/ml) u vodenom kupatilu pri 54-55°C tokom 1,5 - 2 h uz snazno mesanje
(175—-200rpm). Nakon liziranja, ispiranje je uradeno dva puta u dejonizovanoj vodi i ¢etiri puta
u Tris-EDTA puferu, odrzavajuci temperaturu reagenasa pri 54-55°C. Nakon liziranja plagovi
su podvrgnuti digestiji koriste¢i Notl enzim fast (50U/lysed plug) (ThermoFisher Scientific,
USA) pri 37°C tokom 5 h. Kao DNK marker koris¢ena je Salmonella Braenderup H9812 koja je
digestirana pomocu Xbal fast enzima (50U/lysed plug) (ThermoFisher Scientific, USA) prema
protokulu proizvodaca (PulseNet, 2017). Elektroforeza je sprovedena koriste¢i CHEF-DR I
system (Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, USA) u 1% SeaKem Gold agarozi (Lonza,
Switzerland) u 0.5% TBE buffer (89 mM Trisbase, 89mMboric acid, 2mM disodium EDTA) na
200 volti i temperaturi od 14°C tokom 27 h sa pocetnim vremenom impulsa od 2,16 s i
zavr$nim vremenom impulsa od 35,38 s. Gelovi su obojeni etidijum bromidom (2 mg/ml u
vodi) (Bio-Rad, Hercules,USA) tokom 1 h a snimanje je obavljeno sa UV transluminatorom u
Gel Doc XR sistemu (Bio-Rad, USA). Preliminarna analiza obojenog gela izvrSena je pomodu
GelDoc software (Bio-Rad, USA) a analiza i uporedivanje fragmenata DNK uradena je koristeci
FPQuest softvera (Bio-Rad, USA).

4.6. Detekcija gena virulencije Y. enterocolitica

Ekstrakcija DNK uradena je iz 24 Casovne kulture bakterija inkubisanih na neselektivhom
agaru (Plate Count Agar, Himedia, Mumbai, India). Sterilnom ezom suspendovane su
pojedinacne kolonije u 200 ul vode i kuvane pri 95°C tokom 15 minuta da bi se ekstrahovala
bakterijska DNK, koja je prethodno amplifikovana pomocu prajmera za triplex PCR (Tabela
4.5) (Bancerz-Kisiel i sar., 2012). Elektroforeza PCR produkata je sprovedena koriste¢i WIDE
MINI-SUB elektroforezis sistem (Bio-Rad, USA) u 2% UltraPure agarozi (Invitrogen, USA) u TAE
puferu. Koriséena je DNK GeneRuler 100 bp DNA ladder (ThermoFisher Scientific, Lithuania)
za odredivanje PCR produkata. Gelovi su obojeni etidijum bromidom (2 mg/ml u vodi) (Bio-
Rad, USA) tokom 30 min i snimljeni sa UV transluminatorom u Gel Doc XR sistemu (Bio-Rad,
USA). Analiza obojenog gela izvrsena je pomocu GelDoc software (Bio-Rad, USA).
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Tabela 4.5. Sekvence prajmera koris¢enih za triplex PCR

Gen Ime prajmera Sekvenca prajmera Velicina
produkta

Al Ail-a 5'TGGTTATGCGCAAAGCCATGT3’ 356 bp
Ail-b 5'TGGAAGTGGGTTGAATTGCA 3’

ystA yst-a 5'GTCTTCATTTGGAGGATTCGGC 3’ 134 bp
yst-b 5'AATCACTACTGACTTCGGCTGG 3’

ystB yst 1l 5'TGTCAGCATTTATTCTCAACT 3’ 180 bp
yst 2 5'GCCGATAATGTATCATCAAG 3’

4.7. Testiranje osetljivosti Y. enterocolitica na antimikrobne agense

Za ispitivanje osetljivosti Y. enterocolitica na antimikrobne agense koris¢ena je disk difuziona
metoda u skladu sa standardom Clinical and Laboratory Standards Institute Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing (CLSI, 2015).

Sterilnim brisem uzeta je kultura Y. enterocolitica sa hranljivog agara (Himedia, Indija) i
pripremljena suspenzija u 2 ml sterilnog fizioloskog rastvora (APl ampule 0,85% NaCl, 2 ml,
Biomeriex, Francuska). Suspenzija je homogenizovana vorteksom (Vortex3 IKA, GmbH).
Opticka gustina suspenzije (0.5 McFarland jedinica) je izmerena denzimatom (Densimat,
Biomerieux, Francuska) $to je priblizno 2 x 102 bakterija ml2.

Suspenzija kulture Y. enterocolitica, uzeta je sterlnim brisem, koji nekoliko puta rotiran o
unutrasnji zid ampule radi uklanjanja viska te¢nosti, a potom je inokulisana podloga Mueller-
Hinton agar (Himedia, Indija). Inokulum je nanet na povrsinu podloge pokretima brisa levo-
desno u tri pravca pod uglom od 60° kako bi se posle inkubacije dobio konfluentan rast kultura
Y. enterocolitica.

Neposredno posle inokulacije podloge, sterilnom pincetom su postavljeni antimikrobni
diskovi (BioRad, Francuska; i Bioanalyse, Turska*) po Sest na jednu plocu. Koris¢eni su slededi
diskovi: ampicilin (Amp 10), hloramfenikol (C 30), sulfonamide* (Sul 300), trimetoprim (Tmp
5), gentamicin (G 10), tetraciklin (Te 30), nalidiksinska kiselina (Na 30), cefotaksim (Ctx 30),
ceftazidim (Caz 30), cefoksitin (Fox 30), meropenem (Mem 10), ciprofloksacin (Cip5). Podloge
su inkubirane pri temperaturi od 25°C tokom 18-20h. Nakon inkubacije izmereni su dijametri
zona inhibicije (= 7 mm) ili odsustvo zone inhibicije (=6mm) oko diskova. Merenje zona
inhibicije je vrSeno uz upadajuéu svetlost sa tamnom podlogom ispod ploce sa diskovima.
Veli¢ina zone inhibicije za dati antimikrobni agens je odredivala interpretativnu kategoriju, S
(osetljiv), R (neosetljiv), | (umerno osetljiv) na osnovu standarda Zone diameter and Minimal
Inhibitory Concentration Interpretative Standards for Enterobacteriaceae (CLSI, 2015).
Kontrola kvaliteta metode vrsena je sa referentnom kulturom Escherichia coli ATCC 25922.
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4.8. Statisticka analiza i utvrdivanje faktora rizika

Na osnovu informacija iz upitnika, nezavisne kategorijske varijable su ukljuéene u
univarijantnu logisti¢ku analizu kako bi se ispitao pojedinacan uticaj svih ispitivanih faktora
na pojavu Y. enterocolitica infekcije. Nakon toga, varijable sa znacajno$¢u p<0,10 i manje, iz
univarijantnog modela su testirane na kolinearnost i ukljuéene u model multivarijantne
logisticke regresije. Finalni model sluZi da identifikuje faktore rizika koji zajedno uti¢u na
pojavu Y. enterocolitica u nasoj studiji. Hosmer-Lemeshow test je koris¢en za procenu ukupne
prihvatljivosti logistickih modela. Rezultati su prikazani kao odnos verovatnoce “odds ratio”
(OR) sa 95% intervalom poverenja (95% CI). Hi-kvadratni test je upotrebljen radi procene
ucestalosti Y. enterocolitica infekcije unutar nezavisnih kategorijskih varijabli. Statisticka
obrada rezultata je obavljena koris¢enjem SPSS softvera verzije 21 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).
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5. REZULTATI

5.1. Podaci iz lanca hrane i uzorkovanje

Za potrebe ove studije, teritorija Republike Srbije je oznacena i podeljena na regione, u kojima
je inajveca farmska proizvodnja svinja a ukljucuju Region | — Severno Backi i Juzno Backi okrug,
Region Il — Sremski okrug, Region Il — Macvanski okrug, Region IV — Podunavski i Branicevski
okrug. Takode, oznacen je jos jedan region, Region V, kome pripadaju Toplicki i Rasinski okrug,
kao i Nisavski u okviru koga su locirane i klanice sa kojih su uzimani uzorci. Uzorci tonzila uzeti
su od zaklanih svinja sa tri klanice (A, B i C), lokacijski smeStene na podrucju Nisavskog okruga.

Podaci iz lanca hrane, prikupljeni su od udesnika (farma, prevoznik, klanica) koris¢enjem
prethodno pripremljene ankete.

Svinje su poticale sa 30 farmi, koje su geografski locirane u 5 regiona (Tabela 4.2, Slika 4.1). Iz
Regiona I, uzorkovanjem je obuhvacéeno 4/30 farmi (13,3%); Regiona Il, 11/30 farmi (36,7%);
Regiona Ill, 5/30 farmi (16,7%); Regiona 1V, 3/30 farmi (10,3%); i Regiona V, 7/30 farmi
(23,3%).

U pogledu kapaciteta farmi, farme su podeljene na farme malog kapaciteta sa <150 svinja,
srednjeg kapaciteta od 150 do 500 jedinki i velike farme sa >500 svinja. Struktura je bila
sledeca: farme malog kapaciteta bile su zastupljene sa 26,7 % (8/30), srednjeg kapaciteta 30%
(9/30) i velike farme su Cinile udeo od 43,3 % (13/30). Kapacitet i raspored farmi po regionima
prikazan je u tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Kapacitet i raspored farmi svinja obuhvacenih uzorkovanjem po regionima

Region Farma Ukupno
mala srednja velika

| 1 (25%) 1 (25%) 2 (50%) 4 (13,3%)
I 3(27,3%) 6 (54,5%) 2 (18,2%) 11 (36,7%)
n 2 (40%) 2 (40%) 1 (20%) 5(16,7%)
v - - 3 (100%) 3 (10,0%)
\" 2 (28,6%) - 5(71,4%) 7 (23,3%)
Ukupno 8 (26,7 %) 9 (30,0 %) 13 (43,3%) 30 (100 %)
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U odnosu na sistem gajenja koji se primenjuje na farmama, farme su za potrebe ove studije
podeljene na dva tipa. Tip | - predstavlja farme zatvorenog tipa na kojima se proizvodnja odvija
od prasenja do zavrSetka tovljenja tzv. Farrow-to-finish sistem. Tip Il - predstavlja farme
otvorenog tipa koje su specijalizovane za tov svinja koje prasad za tov nabavljaju iz drugih
izvora tzv. All in/All out ili Fattening sistem. Farme u Tip-u |, na kojima se primenjuje zatvoreni
sistem (Farrow-to-finish) bile su zastupljene u 46,7% (14/30), a 53,3% (16/30) farme u Tip-u Il
na kojima se primenjuje otvoreni sistem (All in/All out, Fattening). Tip farmi obuhvaéenih
uzorkovanjem po regionima prikazan je u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Tip farmi obuhvacenih uzorkovanjem po regionima

Region Farma Ukupno
Tip |l Tip |l

| 1 (25%) 3 (75%) 4 (13,3%)
I 2 (18,2%) 9 (81,8%) 11 (36,7%)
n 3 (60%) 2 (40%) 5(16,7%)
v 3 (100%) 0 (0%) 3 (10,0%)
\" 5(71,4%) 2 (28,6%) 7 (23,3%)
Ukupno 14 (46,7%) 16 (53,3%) 30 (100%)

U odnosu na kapacitet farme, farme u Tip-u | su ¢inile 7,1% malog, 14,3% srednjeg i 78,6%
velikog kapaciteta, a kod farmi u Tip-u |l farme malog i srednjeg kapaciteta bile su zastupljene
sa po 43,8 %i12,5% velikog kapaciteta. Na svim farmama koristi se suva koncetrovana hrana,
a u 7/30 (23,3%) objekata bio je sistem zatvorenog tipa i to na farmama velikog kapaciteta
(7/13, 53,8%).

Primena pravila dobre higijenske prakse daje znacajan doprinost intenzivnoj proizvodniji.
Svest o vaznosti ovih pravila je konstatovan na 83 % (25/30) anketiranih farmi, gde su radnici
imali obuke u vezi sa principima dobre higijenske prakse. Na 5/30 farmi (16,7%) nisu
sprovedene obuke i to u Regionu | (jedna farma srednjeg i dve farme velikog kapaciteta), kao
i u Regionu V (dve farme velikog kapaciteta). Primena ovih pravila je ocenjena kroz indikatore:
primena biosigurnostnih mera, tip vodnosnadbevanja i tretman vode, nosSenje radne odede i
obuce, prisustvo/odsustvo pasa, macaka i glodara.

Primena biosigurnosnih mera na farmama je ocenjena kroz postojanje dezobarijera u objektu.
Konstatovano je da kod 16/30 (53,3%) farmi se postuju biosigurnosne mere, dok je kod 14/30
(46,7%) utvrdeno odstupanje. Odstupanje je konstatovano na farmama malog (6/8, 75%)
odnosno srednjeg kapaciteta (8/9, 88,9%). U objektima u Tip-u |, biosigurnosne mere su
primenjene kod 13/14 (92,9%) farmi, dok je odstupanje konstatovano u jednom objektu
(7,1%). Situacija je neSto drugacija u objektima u Tip-u Il, gde je odsustvo primene
biosigurnosnih mera u objektu utvrdeno kod 13/16 (81,3%) a usaglasenost kod 3/16 (18,8%)
farmi.

Najveci broj farmi se snadbeva vodom iz sopstvenih izvora (23/30, 76,7%), dok preostali
objekti koriste vodu iz gradskog vodovoda (7/30, 23,3%). Tretman i kontrola vode iz
sopstvenih izvora primenjuje se kod 8/23 (34,8%) objekta.
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Na farmama velikog kapaciteta, radnici uredno nose radnu odecu i obucu (13/13, 100%), dok
je odstupanje konstatovano na farmama malog (8/8, 100%) odnosno srednjeg (8/9, 88,9%)
kapaciteta.

Prisustvo pasa, macaka i glodara je utvrdeno na farmama u 25/30 (83,3%), 17/30 (56,7%) i
26/30 (86,7%) objekata sukcesivno. Najéesce odstupanje je konstatovano u objektima malog
(8/8, 100%) odnosno srednjeg (8/9, 88,9%) kapaciteta. Uslugu deratizacije i kontrole kuci¢a
sa mamcima za kontrolu glodara, nabavilo je 6/30 (20%) farmi, dok su preostale farme ovaj
postupak sprovele samostalno (24/30, 80%).

Transport Zivotinja od mesta nabavke (Region I, II, Ill, IV i V) do klanice (klanica A, B i C, Niski
okrug), sproveden je prevoznim sredstvima koja su namenjena za prevoz Zivotinja. U 19/30
(63 %) slucajeva prevozno sredstvo je imalo jednu etazu, dok je u 11/30 (36,7%) slucajeva bio
spratni sistem. Trajanje prevoza oznaceno je kao krac¢e (<4 h) i duze (>4 h). Kraéi prevoz
Zivotinja je sproveden u 33,3% (10/30) slucajeva i to sa farmi iz Regiona IV i V, dok je duZi
prevoz bio zastupljen u 66,7% (20/30) slu¢ajeva iz Regiona I, Il i lll.

Duzina boravka Zivotinja u depou klanice, odredena je na osnovu kriterijuma kao kraéi (0-3 h)
i duZi (3-6 h). Kraci boravak Zivotinja u depou zabelezZen je u 58,3% (7/12) na klanici A, 83,3%
(5/6) klanici B i 33,3% (4/12) na klanici C. DuZi boravak Zivotinja u depou, konstatovan je na
klanici A u 41,7% (5/12), klanici B u 16,7% (1/6) i klanici C u 66,7% (8/12) slucajeva.

Kao $to je naglaseno, uzorkovanje je sprovedeno u 30 serija i uzeto je 960 uzoraka tonzila sa
trupova zaklanih svinja Procentulana zastupljenost uzetih uzoraka po regionima bila je
sledeca: Region |, 16,7% (160/960); Region 1l, 39,4% (378/960); Region Ill, 15,6% (150/960);
Region 1V, 11,5% (110/960); i Region V, 16,9% (162/960). Uzorkovanje je sprovedeno tokom
Cetiri sezone (leto, jesen, zimai prolec¢e). Udeo uzoraka po sezonama bio je ujednaceniiznosio
je: leto (242/960, 25%), jesen (243/960, 25%), zima (255/960, 27%) i prolece (220/960, 23 %).

5.2. Nalaz Y. enterocolitica u uzorcima tonzila

Uzorkovanje je sprovedene u 30 serija tokom 12 meseci (Cetiri sezone) i mikrobioloski je
ispitano 960 tonzila svinja, koje su poticale iz pet regiona (I, II, Ill, IV i V). Tokom
jednogodisenjeg ispitivanja ukupno je 83,3% serija (25/30) bilo pozitivno na Y. enterocolitica.

Od ukupno ispitanih 960 uzoraka tonzila svinja, Y. enterocolitica je izolovana iz 100 uzoraka,
tako da je ukupna prevalencija iznosila 10,4% (95% Cl=8,5-12,3%). Iz tri ispitana uzorka
izolovana je Y. frederiksenii (0,2%).

Nalaz Y. enterocolitica procenjivan je u odnosu na klanicu, tip farme, veli¢inu farme, region,
sezonu, vreme boravka u depou klanice, prisustvo glodara i primenu biosigurnosnih mera.
Primenom Hi-kvadratnog testa uodena je statisticki znadajna razlika u prevalenciji Y.
enterocolitica u tonzilama svinja u odnosu na klanicu (p<0,038), tip farme (p<0,009), region
(p<0,001), sezonu (p<0,001) i vreme provedeno u depou klanice (p<0,001).

Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja po klanicama i tipovima farmi prikazana je u
tabeli 5.3. Najveca prevalencija utvrdena je na klanici B i iznosila je 16,8%, dok je na klanici A
iznosila 10 % i klanici C 8,9%. |z navedenog se moze zakljuciti da je postojala znacajna razlika
u broju pozitivnih svinja dospelih na klanicu B u odnosu na klanicu A (p<0,035) i C (p<0,013).

U odnosu na tip farme, moze se konstatovati da je prevalencija ovog mikroorganizma bila
veca u tonzilama svinja koje su poticale sa farmi Tip Il i utvrdena je u 12,7% ispitanih uzoraka,
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dok je kod svinja sa farmi Tip | utvrdena u 7,5 %. Posmatrajuci klanicu C kao zasebnu celinu,
moze se uociti znacajan broj pozitivnih svinja prispelih sa farme Tip Il u odnosu na Tip | farme
(p<0,031).

Tabela 5.3. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po klanicama i tipovima farmi

Klanica Broj negativnih  Broj pozitivnih
svinja (%) svinja (%) Ukupno

C Farma Tip | 202 (94%) 13 (6%) 215
Tip |l 158 (87,8%) 22 (12,2%) 180
Ukupno 360 (91,1%) 35 (8,9%) 395
A Farma Tip | 182 (91%) 18 (9%) 200
Tip Il 214 (89,2%) 26 (10,8%) 240
Ukupno 396 (90%) 44 (10%) 440
B Farma Tip | 9 (90%) 1(10%) 10
Tip I 95 (82,6%) 20 (17,4%) 115
Ukupno 104 (83,2%) 21 (16,8%) 125
Ukupno Farma Tip | 393 (92,5%) 32 (7,5%) 425
Tip Il 467 (87,3%) 68 (12,7%) 535
Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960

Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja po klanicama i regionima prikazana je tabeli
5.4. Na osnovu prikazanih rezultata u tabeli, najveéa prevalencija utvrdena je u tonzilama
svinja poreklom iz Regiona | (18,8%), dok je najmanja prevalencija zabeleZena u Regionu Il
(6%). Sagledavajuci Region | kao podrucje sa najveéim brojem pozitivnih svinja, znacajno manji
broj pozitivnih svinja je potvrden u Regionu Il (p<0,003), Il (p<0,001) i V (p<0,001). U odnosu
na klanicu, najve¢a prevalencija utvrdena je na klanici B u tonzilama svinja poreklom iz
Regiona | (60%) (p<0,001).

Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja po klanicama i vremenu boravka u depou
prikazana je u tabeli 5.5. Na osnovu rezultata iz tabele moze se zakljuciti da se prevalencija
povecavala sa duzim boravkom Zivotinja u depou klanice i iznosila je 13,6%, dok je u slucaju
kradeg boravka Zivotinja u depou ovaj procenat nizi i iznosi 7,1%. Pojedina¢no gledano, u
slu¢aju duzeg boravka Zivotinja u depou, nalaz jersinija u tonzilama svinja je bio najveci na
klanici A (p<0,001).

Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja po tipovima farmi i vremenu boravka u depou
klanice prikazana je u tabeli 5.6. Analizirajuéi rezultate iz tabele moZzemo zakljuditi da je
prevalencija bila ve¢a kod svinja koje su duze boravile u depou. Nalaz u tonzilama svinja
poreklom sa farme u Tip-u | iznosila je 12%, dok je prevalencija kod svinja poreklom sa farme
Tip Il iznosila 14,7 %. U slucaju kradeg boravka Zivotinja u depou nalaz jersinija je bio nizi i
iznosio je 3,9% (farma, Tip 1) i 10,2 % (farma, Tip 1l). Statisticki gledano, kod svinja poreklom
sa farme Tip | koje su duZe boravile u depou uocen je veci nalaz jersinija u tonzilama (p<0,002).
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Tabela 5.4. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po klanicama i regionima

Klanica Broj negativnih Broj pozitivnih
svinja (%) svinja (%) Ukupno
C Region i 36 (90%) 4 (10%) 40
| 50 (94,3%) 3(5,7%) 53
| 122 (87,1%) 18 (12,9%) 140
Vv 133 (93,7%) 9 (6,3%) 142
v 19 (95%) 1(5%) 20
Ukupno 360 (91,1%) 35 (8,9%) 395
A Region 1} 96 (96%) 4 (4%) 100
1l 214 (89,2%) 26 (10,8%) 240
| 0 (0%) 0 (0%) 0
Vv 10 (100%) 0 (0%) 10
v 76 (84,4%) 14 (15,6%) 90
Ukupno 396 (90%) 44 (10%) 440
B Region 1} 9 (90%) 1 (10%) 10
1l 78 (91,8%) 7 (8,2%) 85
| 8 (40%) 12 (60%) 20
Vv 9 (90%) 1(10%) 10
v 50 (94,3%) 3(5,7%) 53
Ukupno 104 (83,2%) 21 (16,8%) 125
Ukupno Region 1} 141 (94%) 9 (6%) 150
I 342 (90,5%) 36 (9,5%) 378
| 130 (81,3%) 30(18,8%) 160
Vv 152 (93,8%) 10 (6,2%) 162
v 95 (86,4%) 15 (13,6%) 110
Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960
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Tabela 5.5. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po klanicama i vremenu boravka u depou klanice

Klanica Broj negativnih Broj pozitivnih

svinja (%) svinja (%) Ukupno
o Depo 0-3h 109 (96,5%) 4 (3,5%) 113
3-6h 251 (89%) 31 (11%) 282
Ukupno 360 (91,1%) 35 (8,9%) 395
A Depo 0-3h 247 (95%) 13 (5%) 260
3-6h 149 (82,8%) 31(17,2%) 180
Ukupno 396 (90%) 44 (10%) 440
B Depo 0-3h 79 (83,2%) 16 (16,8%) 95
3-6h 25 (83,3%) 5 (16,7%) 30
Ukupno 104 (83,2%) 21 (16,8%) 125
Ukupno Depo 0-3h 435 (92,9%) 33 (7,1%) 468
3-6h 425 (86,4%) 67 (13,6%) 492
Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960
Tabela 5.6. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po tipovima farmi i vremenu boravka u depou klanice
Farma Broj negativnih Broj pozitivnih Ukupno
svinja (%) svinja (%)
Tip | Depo 0-3h 224 (96,1%) 9 (3,9%) 233
3-6h 169 (88%) 23 (12%) 192
Ukupno 393 (92,5%) 32 (7,5%) 425
Tip Il Depo 0-3h 211 (89,8%) 24 (10,2%) 235
3-6h 256 (85,3%) 44 (14,7%) 300
Ukupno 467 (87,3%) 68 (12,7%) 535
Ukupno Depo 0-3h 435 (92,9%) 33 (7,1%) 468
3-6h 425 (86,4%) 67 (13,6%) 492
Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960

*Tip | - od prasilista do tovilista
Tip Il - farma za tov svinja
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Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja po regionima i tipovima farmi prikazana je u
tabeli 5.7. U skladu sa dobijenim rezultatima, utvrdena je najveca prevalencija ove bakterije
u tonzilama svinja poreklom iz Regiona I, farmi Tip Il u 24% ispitanih uzoraka (p<0,028). Kod
svinja poreklom sa ovog tipa farme, u preostalim regionima (izuzimajuéi region 1V),
prevalencija jersinije je utvrdena u 10,2% (Region 1), 10% (Region Ill) i 6% (Region V). Iz
regiona IV, uzorkovanjem su obuhvacene samo svinje koje su poticale sa farme Tip | i nalaz
jersija u tonzilama bio je 13,6 %, dok je u preostalim regionima ovaj procenat bio sledeci 10%
(Region 1), 5,7 % (Region 1), 4% (Region Ill) i 3,9% (Region V).

Tabela 5.7. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po regionima i tipovima farmi

Region Broj negativnih  Broj pozitivnih

svinja (%) svinja (%) Ukupno

1} Farma Tip | 96 (96%) 4 (4%) 100
Tip 45 (90%) 5(10%) 50

Ukupno 141 (94%) 9 (6%) 150

I Farma Tip | 50 (94,3%) 3 (5,7%) 53

Tip Il 292 (89,8%) 33 (10,2%) 325

Ukupno 342 (90,5%) 36 (9,5%) 378

I Farma Tip | 54 (90%) 6 (10%) 60

Tip Il 76 (76%) 24 (24%) 100

Ukupno 130 (81,3%) 30 (18,8%) 160

v Farma Tip | 98 (96,1%) 4 (3,9%) 102
Tip Il 54 (90%) 6 (10%) 60

Ukupno 152 (93,8%) 10 (6,2%) 162

W Farma Tip | 95 (86,4%) 15 (13,6%) 110
Tip Il 0 (0%) 0 (0%) 0

Ukupno 95 (86,4%) 15 (13,6%) 110

Ukupno Farma Tip | 393 (92,5%) 32 (7,5%) 425

Tip Il 467 (87,3%) 68 (12,7%) 535

Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960

*Tip | - od prasiliSta do tovilista
Tip Il - farma za tov svinja
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Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja po sezonama i tipovima farmi prikazana je u
tabeli 5.8. Najceséi nalaz jersinija utvrden je tokom zimskih meseci (18%), dok je tokom leta
bio najnizi (6,2%). Zima kao sezona dala je naveci broj pozitivnih svinja u odnosu na jesen
(p<0,002), prolece (p<0,002), odnosno leto (p<0,001). Prevalencija je u svim sezonama bila
veca kod svinja koje su poticale sa farmi Tip Il (Leto, 6,8%; Jesen, 11,1%; Zima, 26,1% i Prolece,
10%) u odnosu na svinje poreklom sa farme Tip | (Leto, 3,8%; Jesen 1,6%; Zima, 11,4% i Prolece
7,6%). Ispitujudi tip farme porekla svinja tokom sezona, utvrdena je veéa prevalencija Y.
enterocolitica kod svinja poreklom sa farme Tipa Il tokom zime (p<0,002) i jeseni (p<0,021) u
odnosu na farme Tip | tokom datih sezona.

Tabela 5.8. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po sezonama i tipovima farmi

Sezona Broj negativnih  Broj pozitivnih
svinja (%) svinja (%) Ukupno

Leto Farma Tip | 50 (96,2%) 2 (3,8%) 52
Tipll 117 (93,2%) 13 (6,8%) 190
Ukupno 227 (93,8%) 15 (6,2%) 242
Jesen Farma Tip | 62 (98,4%) 1(1,6%) 63
Tip Il 160 (88,9%) 20 (11,1%) 180
Ukupno 222 (91,4%) 21 (8,6%) 243
Zima Farma Tip | 124 (88,6%) 16 (11,4%) 140
Tip Il 85 (73,9%) 30 (26,1%) 115
Ukupno 209 (82%) 46 (18%) 255
Prolece Farma Tip | 157 (92,4%) 13 (7,6%) 170
Tip Il 45 (90%) 5 (10%) 50
Ukupno 202 (91,8%) 18 (8,2%) 220
Ukupno Farma Tip | 393 (92,5%) 32 (7,5%) 425
Tip Il 467 (87,3%) 68 (12,7%) 535
Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960

*Tip | - od prasilista do tovilista
Tip Il - farma za tov svinja
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Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja po sezonama i klanicama prikazana je u tabeli
5.9. Kao $to je prethodno navedeno, najc¢es¢i nalaz jersinija utvrden je na klanici B, koja ima i
najveci satni kapacitet klanja i iznosi 16,8%, dok je zima kao sezona imala najvecu prevalenciju
Y. enterocolitica, ukupno 18%. U odnosu na sezonu, na klanici B je tokom zimskih meseci
prevalencija ovih bakterija bila najveéaiiznosila je 28,9%, a na klanicama A i C nalaz je bio nizi
i iznosio je sukcesivno 15,8% i 15,6%. Tokom letnjih meseci prevalencija ovih bakterija je bila
najniza. U odnosu na klanice, tokom letnje sezone prevalencija jersinija je bila na klanici A
10%, zatim klanici B 3,3% i najniza na klanici C 2,2%. Posmatrajuci ponaosob klanice tokom
sezona, nalaz Y. enterocolitica u tonzilama svinja na klanici A tokom leta je bio nesto vedi
(p<0,05) u odnosu na druge dve klanice.

Tabela 5.9. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po sezonama i klanicama

Sezona Broj negativnih  Broj pozitivnih Ukupno
svinja (%) svinja (%)
Leto Klanica o 90 (97,8%) 2(2,2%) 92
A 108 (90%) 12 (10%) 120
B 29 (96,7%) 1(3,3%) 30
Ukupno 227 (93,8%) 15 (6,2%) 242
Jesen Klanica C 76 (91,6%) 7 (8,4%) 83
A 121 (93,1%) 9 (6,9%) 130
B 25 (83,3%) 5(16,7%) 30
Ukupno 222 (91,4%) 21 (8,6%) 241
Zima Klanica C 76 (84,4%) 14 (15,6%) 90
A 101 (84,2%) 19 (15,8%) 120
B 32 (71,1%) 13 (28,9%) 45
Ukupno 209 (82%) 46 (18%) 255
Prolece Klanica C 118 (90,8%) 12 (9,2%) 130
A 66 (94,3%) 4 (5,7%) 70
B 18 (90%) 2 (10%) 20
Ukupno 202 (91,8%) 18 (8,2%) 220
Ukupno Klanica C 360 (91,1%) 35 (8,9%) 395
A 396 (90%) 44 (10%) 440
B 104 (83,2%) 21 (16,8%) 125
Ukupno 860 (89,6) 100 (10,4%) 960
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Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama ispitanih svinja po sezonama i regionu prikazana je
u tabeli 5.10. Analizirajudi rezultate iz tabele uvidamo da je prevalencija u odnosu na sezonu
bila najvec¢a u Regionu liiznosila je 40% u toku zimskog perioda (p<0,001). U preostalom delu
godine, nalaz ovih bakterija u tonzilama zaklanih svinja poreklom iz Regiona I, kretao se u
rasponu od 0 — 10 %. Za svinje poreklom iz Regiona IV (13,6%), najcesc¢i nalaz ove bakterije
bio je tokom zimske sezone, kao i za Region Il (10,9%), a u Regionu V (10%) tokom jesenjih
meseci. Kod svinja poreklom iz Regiona Ill, samo tokom proleéne sezone utrdeno je prisusto
Y. enterocolitica u tonzilama, ¢ija je prevalencija iznosila 8,2%.

Tabela 5.10. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
po sezonama i regionima

Sezona Broj negativnih Broj pozitivnih
R .. Ukupno
svinja (%) svinja (%)
Leto Region 1 0 (0%) 0 (0%) 0
| 137 (91,3%) 13 (8,7%) 150
| 40 (100%) 0 (0%) 40
\' 50 (96,2%) 2 (3,8%) 52
v 0 (0%) 0 (0%) 0
Ukupno 227 (93,8%) 15 (6,2%) 242
Jesen Region 1l 40 (100%) 0 (0%) 40
I 128 (89,5%) 15 (10,5%) 143
| 0 (0%) 0 (0%) 0
v 54 (90%) 6 (10%) 60
v 0 (100%) 0 (0%) 0
Ukupno 222 (91,4%) 21 (8,6%) 243
Zima Region 1l 0 (0%) 0 (0%) 0
I 49 (89,1%) 6 (10,9%) 55
| 36 (60%) 24 (40%) 60
\'} 29 (96,7%) 1(3,3%) 30
v 95 (86,4%) 15 (13,6%) 110
Ukupno 209 (82%) 46 (18%) 255
Prolece Region 1 101 (91,8%) 9 (8,2%) 110
1 28 (93,3%) 2 (6,7%) 30
| 54 (90%) 6 (10%) 60
\'} 19 (95%) 1 (5%) 20
v 0 (0%) 0 (0%) 0
Ukupno 202 (91,8%) 18 (8,2%) 220
Ukupno Region 1l 141 (94%) 9 (6%) 150
I 342 (90,5%) 36 (9,5%) 378
| 130 (81,3%) 30 (18,8%) 160
v 152 (93,8%) 10 (6,2%) 162
v 95 (86,4%) 15 (13,6%) 110
Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960
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Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja u odnosu na tip i veli¢inu farmi prikazana je u
tabeli 5.11. Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se konstatovati da je ¢es¢i nalaz jersinija na
farmama Tip Il velikog (>500), srednjeg (150-500) i malog (<150) kapaciteta, u odnosu na
farme Tip |, sa tedencijom statisticke znacdajnosti (p=0,165). Najveca prevalencija je
zabeleZena na farmama velikog kapaciteta Tip Il i iznosi 15%, a na farmi srednjeg i malog
kapaciteta sukcesivno je 11,3%i13,5%. Na farmama Tip | velikog i srednjeg kapaciteta utvrden
je priblizno isti nalaz i sukcesivno iznosi 8,3% i 8,6%. Iz obradenih uzoraka tonzila svinja
poreklom sa malih farmi Tip | nije izolovana ova bakterija.

Tabela 5.11. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
u odnosu na tip i veli¢inu farme

Farma Broj negativnih  Broj pozitivnih
svinja (%) svinja (%) Ukupno
Tip | Velicina <150 40 (100%) 0 (0%) 40
farme
150-500 64 (91,4%) 6 (8,6%) 70
>500 289 (91,7%) 26 (8,3%) 315
Ukupno 393 (92,5%) 32 (7,5%) 425
Tip 1l velicina <150 186 (86,5%) 29 (13,5%) 215
farme
150-500 213 (88,8%) 27 (11,3%) 240
>500 68 (85%) 12 (15%) 80
Ukupno 467 (87,3%) 68 (12,7%) 535
Ukupno Velicina <150 226 (88,6%) 29 (11,4%) 255
farme
150-500 277 (89,4%) 33 (10,6%) 310
>500 357 (90,4%) 38 (9,6%) 395
Ukupno 860 (89,6%) 100 (10,4%) 960

*Tip | - od prasilista do tovilista
Tip Il - farma za tov svinja

Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama u odnosu na tip farme i kontrolu glodara prikazana
je u tabeli 5.12. Kontrola glodara u primarnom sektoru je od velikog znacaja za odrzavanje
higijene na farmi i spre¢avanja potencijalne kontaminacije. Veca prevalencija ovih bakterija je
utvrdena na farmama Tip | gde se ne sprovodi kontrola glodara (p<0,017). Prevalencija je
konstatovana na nivou od 10,9%, u odnosu na isti tip farmi gde se deratizacija sprovodi, sa
prevalencijom od 4,7%.

Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja u odnosu na tip farme i primenu
biosigurnosnih mera prikazana je u tabeli 5.13. Primena biosigurnosnih mera na farmama je
osnova dobre proizvodacke i higijenske prakse. Uvidom u dobijene rezultate, moze se videti
da je nalaz ovih bakterija utvrden kako na farmama u Tip-u | tako i na farmama u Tip-u Il iako
se na istim primenjuju biosigurnosne mere. Obraden je relativno mali broj uzoraka svinja (10)
sa farmi Tip | na kojima se ne primenjuju biosigurnosne mere.
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Tabela 5.12. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
odnosu na tip farme i kontrolu glodara

Broj negativnih

svinja (%)

Broj pozitivnih

svinja (%)

Ukupno

Farma
Tip | Kontrola Ne
glodara
Da
Ukupno
Tipli Kontrola Ne
glodara
Da
Ukupno
Ukupno Kontrola Ne
glodara
Da
Ukupno

172 (89,1%)

221 (95,3%)
393 (92,5%)

68 (85%)

399 (87,7%)
467 (87,3%)

240 (87,9%)

620 (90,2%)
860 (89,6%)

21 (10,9%)

11 (4,7%)
32 (7,5%)

12 (15%)

56 (12,3%)
68 (12,7%)

33 (12,1%)

67 (9,8%)
100 (10,4%)

193

232
425

80

455
535

273

687
960

*Tip | - od prasilista do tovilista
Tip Il - farma za tov svinja

Tabela 5.13. Prevalencija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
u odnosu na tip farme i primenu biosigurnosnih mera

Broj negativnih

svinja (%)

Broj pozitivnih

svinja (%)

Ukupno

Farma

Tip | Biosigurnosne mere
Ukupno

Tipll Biosigurnosne mere
Ukupno

Ukupno Biosigurnosne mere

Ukupno

Ne
Da

Ne
Da

Ne
Da

10 (100%)
383 (92,3%)
393 (92,5%)

363 (87,5%)
104 (86,7%)
467 (87,3%)

373 (87,8%)
487 (91%)
860 (89,6%)

0 (0%)
32 (7,7%)
32 (7,5%)

52 (12,5%)
16 (13,3%)
68 (12,7%)

52 (12,2%)
48 (9%)
100 (10,4%)

10
415
425

415
120
535

425
535
960

*Tip | - od prasiliSta do toviliSta
Tip Il - farma za tov svinja
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Uzorkovanje je sprovedeno tokom 12 meseci i obuhvacene su sve sezone. Broj uzorkovanih i
pozitivnih serija uzorkovanja, broj ispitanih i pozitivnih uzorka tonzila sa prevalencijom na Y.
enterocolitica po mesecima prikazana je u tabeli 5.14. Broj uzorkovanih i broj pozitivnih svinja
na Y.enterocolitica tokom 12 meseci i sezonama prikazan je sukcesivno na grafikonu 5.1 5.2.
Istrazivanje preseka infekcije Y. enterocolitica sprovedeno je na 960 svinja, uzorkovanih iz 30
serija, poreklom sa 14 farmi Tip | i 16 farmi Tip II. Veli¢ina serije se kretala od 11 do 158 svinja,
a broj uzorkovanih svinja je varirao od 10 do 60 po seriji. Posmatrajuci seriju kao celu jedinicu
uzorkovanja, prevalencija pozitivnih svinja unutar serije za farme Tip | kretala se od 2,5 do
20% (Grafikon 5.3a), dok je za farme Tip Il od 2,5 do 60% (Grafikon 5.3b). Ukupno je 83,3%
serija bilo pozitivno na Y. enterocolitica.

Tabela 5.14. Broj uzorkovanih/pozitivnih serija uzorkovanja, broj ispitanih i pozitivnih uzorka
na Y. enterocolitica tokom 12 meseci

Broj Broj Broj Broj .
. P . e Prevalencija

Mesec uzorkovanih pozitivnih  uzorkovanih pozitivnih (%)

serija serija svinja svinja
April 3 2 50 3 6,00
Maj 3 2 80 7 8,75
Jun 2 2 90 8 8,89
Jul 3 3 92 10 10,87
Avgust 2 2 70 4 5,71
Septembar 2 1 80 1 1,25
Oktobar 2 1 70 3 4,29
Novembar 3 2 113 6 5,31
Decembar 2 2 60 12 20,00
Januar 3 3 120 32 26,67
Februar 2 2 50 6 12,00
Mart 3 3 85 8 9,41
Ukupno 30 25 960 100 10,42
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Grafikon 5.1.
Broj uzorkovanih i broj pozitivnih svinja
na Y.enterocolitica tokom 12 meseci
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Grafikon 5.3.
Distribucija prevalencije Y. enterocolitica
unutar serija svinja poreklom od: farme Tip | (a) i farme Tip Il (b)

5.3. Rezultati fenotipizacije (bioserotipizacije) izolata Y. enterocolitica

Od uzorkovanih 960 svinja ukupno je 100 svinja bilo pozitivno na prisustvo Y. enterocolitica.
Kao najces¢i bioserotip utvrden je BT4/0:3 koji ima udeo od 79 % u odnosu na broj pozitivnih
uzoraka. Kod 5 % uzoraka, izolovani su saharoza negativni izolati BT4/0:3 koji su oznaceni kao
BT4 S-/0:3. Pored ovih, udeo preostalih izolavanih bioserotipova bio je sledeci: BT2/0:5,27
(3%); BT3/0:3 (5%); BT1B (1%); kao i nepatogeni soj BT1A (7%).

Rezultati distribucije Y. enterocolitica u tonzilama svinja u odnosu na utvrdeni bioserotip po
ispitivanim karakteristikama prikazani su u tabeli 5.15. Iz priloZene tabele moZzemo videti da
je na klanici B kao i u regionima | i V kod svih pozitivnih svinja (100%) izolovana je Y.
enterocolitica BT4/0:3, dok je najmanji procenat svinja koje su inficirane sa Y. enterocolitica
BT4/0:3 bio na klanici A (56,8%), gde su u zatajnom procentu izolovani i drugi bioserotipovi.
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Tabela 5.15. Distribucija Y. enterocolitica u tonzilama svinja
u odnosu na utvrdeni bioserotip po ispitivanim karakteristikama

BT4/0:3 BT4 S- BT2/0:5,27 BT3/0:3 o o
(%) /0:3 (%) (%) (%) BT1B (%) 1A (%) Ukupno

Farma
Tip | 23 (71,9%) 0 (0%) 3(9,4%) 1(3,1%) 0 (0%) 5(15,6%) 32
Tip I 56 (82,4%) 5 (7,4%) 0 (0%) 4 (5,9%) 1(1,5%) 2 (2,9%) 68
Velic¢ina
farme
<150 25 (86,2%) 0 (0%) 0 (0%) 3(10,3%) 0 (0%) 1(3,4% 29
150-500 25(75,8%) 5 (15,2%) 0 (0%) 1(3%) 1(3%) 1(3%) 33
>500 29 (76,3%) 0 (0%) 3(7,9%) 1(2,6%) 0 (0%) 5(13,2%) 38
Klanica
C 33 (94,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (5,7%) 35
A 25(56,8%) 5 (11,4%) 3(6,8%) 5(11,4%) 1(2,3%) 5(11,4%) 44
B 21 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 21
Depo
0-3h 25(75,8%) 5 (15,2%) 3(9,1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 33
3-6h 54 (84,6%) 0 (0%) 0 (0%) 5(7,5%) 1(1,5%) 7(10,4%) 67
Region
1l 6 (66,7%) 0 (0%) 3(33,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 9
Il 22 (61,1%) 5 (13,9%) 0 (0%) 4(11,1%) 1(2,8%) 4(11,1%) 36
| 30 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 30
Y 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 10
\% 11 (73,3%) 0 (0%) 0 (0%) 1(6,7%) 0 (0%) 3 (20%) 15
Sezona
Leto 10 (66,7%) 5 (33,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 15
Jesen 18 (85,7%) 0 (0%) 0 (0%) 1(4,8%) 1(4,8%) 1(4,8%) 21
Zima 38 (82,6%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (8,7%) 0 (0%) 4 (8,7%) 46
Prolece 13 (72,2%) 0 (0%) 3(16,7%) 0 (0%) 0 (0%) 2(11,1%) 18
Ukupno 79 (79%) 5 (5%) 3 (3%) 5 (5%) 1(1%) 7 (7%) 100
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5.4. Distribucija izolata Y. enterocolitica u odnosu na bioserotip

U sprovedenom ispitivanju, od 100 pozitivnih svinja, izolovano je ukupno 125 izolata Y.
enterocolitica (iz pojedinih uzoraka ispitano je viSe sumnjivih kolonija). Bioserotipizacijom je
utvrdeno Sest razliCitih bioserotipova koji su izlovani iz tonzila zaklanih svinja. Podaci o broju
i procentualnoj zastupljenosti izolovanih bioserotipova prikazani su u tabeli 5.16 i grafikonu
5.4.

Tabela 5.16 Incidencija bioserotipova Y. enterocolitica
izolovanih iz tonzila svinja

Bioserotip Broj izolata %
BT4/0:3 102 81,6
BT4 S-/0:3 7 5,6
BT2/0:5,27 3 2,4
BT3/0:3 5 4
BT1B 1 0,8
BT1A 7 5,6
Ukupno 125 100
0,8%

2,4%
4,0%

= BT4/0:3 = BT4variant$-/0:3 = BT2/0:5,27 BT3/0:3 = BT1B =BT1A

Grafikon 5.4.
Procentualna zastupljenost bioserotipova
Y. enterocolitica izolovanih iz tonzila svinja



Rezultati bioserotipizacije izolata Y. enterocolitica ukazuju da je iz uzoraka tonzila svinja
najcescée izolovan bioserotip BT4/0:3 (81,6%). Takode utvrdeni su i saharoza negativni izolati
BT4 S-/0:3 u 5,6% slucajeva, izolovani iz uzoraka tonzila svinja poreklom samo sa jedne farme.
Ista situacija je konstatovana i u slucaju nalaza BT2/0:5,27, odnosno BT1B, koji su izolovani iz
tonzila svinja koje su poticale samo sa jedne farme. Kada je u pitanju BT3/0:3, ovaj bioserotip
utvrden je kod svinja koje su poticale sa tri razli¢ite farme, odnosno BT1A, koji je izolovan iz
tonzila svinja koje su poticale sa 5 razlicitih farmi.

5.5. Rezultati ispitivanja gena virulencije Y. enterocolitica

Ispitivanje na prisustvo gena virulencije (ail, ystA, ystB), uradeno je sa 58 izolata Y.
enterocolitica BT4/0:3, zatim pet izolata BT4 S-/0:3 i tri izolata BT1A. Izolati su odabrani tako
da obuhvataju sve farme sa kojih poti¢u inficirane Zivotinje. Rezultati ispitivanja gena
virulencije prikazani su u tabeli 5.17.

Tabela 5.17. Rezultati ispitivanja gena virulencije
odabranih bioserotipova Y. enterocolitica

. . Broj ispitanih Geni virulencije
Bioserotip :
izolata ail  ystA  ystB
BT4/0:3 58 + + -
BT4 S-/0:3 5 + + -
BT1A 3 - - +

Svih 58 ispitivanih izolata Y. enterocolitica BT4/0:3 i pet izolata BT4 S-/0:3 sadrzalo je ail i ystA
gen dok su bili negativni na prisustvo ystB gena. Sva tri ispitana izolata BT1A sadrzalo je ystB
gen dok su bili negativni na prisustvo ail i ystA gena.

5.6. Rezultati genotipizacije izolata Y. enterocolitica izolovanih iz tonzila svinja

Rezultati PFGE analize prikazani su na slici 5.1. Koriste¢i PFGE, pomo¢u Notl enzima, izvrSena
je genotipizacija 63 izolata Y. enterocolitica BT4/0:3 (ukljucujudi i pet izolata BT4 S-/0:3), kao
i tri izolata BT1A (slika 5.1). Analizirajuc¢i podatke PFGE profila, kod 63 izolata Y. enterocolitica
BT4/0:3 (koji ukljucuju i pet izolata BT4 S-/0:3) utvrdeno je pet razlicitih genotipova (G1-G5),
sa zajednickim identi¢nim genetskim profilima (100% slicnosti) unutar svakog genotipa.
Prikazani sojevi su grupisani u tri klastera sa slicnos¢u od 92%. Izolati iz klastera | pripadali su
svinjama koje poticu sa farmi Tip |, dok sojevi klastera Il i lll poti€u sa oba tipa farmi. Sa druge
strane kod tri ispitana soja BT1A uocen je samo jedan genotip (G6), podeljen na klastere IV i
V koji su imali razli¢it genetski profil. Izolati iz klastera V poti¢u sa farmi Tip |, dok jedan izolat
koji pripada klasteru IV potice sa farme Tip Il.

Najces¢i genotip je G2, izolovan iz uzoraka tonzila od 22 svinje (26 izolata), koje su poticale sa
12 razli¢itih farmi, uzorkovane u sve tri klanice. Genotip G3 izolovan je iz tonzila svinja od 23
svinje (26 izolata), poreklom sa osam razlicitih farmi, uzorkovane u sve tri klanice. Genotip G1
izolovan je iz dva uzorka (6 izolata), a poreklo Zivotinja je bilo samo sa jedne farme,
uzorkovane samo na jednoj klanici. Kao i u prethodnom slucaju, genotip G4 je izolovan iz tri
uzorka, a genotip G5 iz dva uzorka, a Zivotinje poreklom samo sa jedne farme, uzorkovane na
jednoj klanici. Izolati Y. enterocolitica BT4 S-/0:3 pripadali su genotipovima G4 i G5 i poreklom
su sa jedne farme.
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Slika 5.1.
PFGE obrasci i glavne grupacije dobijene nakon digestije Notl restrikcionim enzimom

63 izolata Y. enterocolitica BT4/0:3 i BT4 S-/0:3, kao i 3 izolata BT1A izolovanih iz tonzila

svinja
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5.7. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih bioserotipova Y. enterocolitica na
antimikrobne agense disk-difuzionom metodom

Ispitivanjem je obuhvaceno ukupno 125 izolata Y. enterocolitica, od toga 102 izolata BT4/0:3,
sedam izolata BT4 S-/0:3, sedam izolata BT1A, petizolata BT3:03, triizolata BT2 0:5,27 i jedan
izolat BT1B.

Svi bioserotipizovani i genotipizovani izolati Y. enterocolitica ispitani su na osetljivost na
antimikrobne agense, a obrasci njihove rezistencije prikazani su u tabeli 5.18. Svih 125 izolata
je bilo osetljivo na cefotaksim, ceftazidim, meropenem, gentamicin, trimetoprim i sulfonamid.
Svi izolati su bili rezistentni na ampicilin.

Posmatrajuci bioserotip BT4/0:3, moZe se videti da izolati iz klastera Il i lll pokazuju obrasce
rezistencije na vise lekova. 86 izolata BT4/0:3 je bilo rezistentno samo na ampicilin, dok je 9
izolata pokazalo zajednicki obrazac rezistencije za ampicilin i nalidiksinsku kiselinu, a sedam
izolata je imalo zajednicki obrazac rezistencije za ampicilin, hloramfenikol, tetracikline i
nalidiksinsku kiselinu. Posmatrajudi bioserotip BT4 S-/0:3 mozZe se videti da je sedam izolata
pokazalo obrasce rezistencije na ampicilin i nalidiksinsku kiselinu. Jedan izolat BT1A koji potice
sa farme Tip Il bio je otporan na ampicilin i cefoksitin.

Tabela 5.18. Y. enterocolitica (bioserotip i genotip) i rezistentnost na antimikrobne agense

Bioserotip Genotip

Rezistencija Ukupno Ukupno

4/0:3 45-/0:3 2/0:5,27 3/0:3 1B 1A (%) Gl G2 G3 G4 G5 G6 (%)
Amp 86 - 3 5 1 6 101(80,8) 6 22 - 24 - 2 54 (81,8)
AmpNa 9 7 - - - - 16 (12,8) - - 2 1 3 - 6(9,1)
AmpFox - - - - - 1 1(0,8) - - - - - 1 1(1,5)
AmpCTeNa 7 - - - - - 7 (5,6) - 4 - 1 - - 5(7,6)
Ukupno 102 7 3 5 1 7 125 (100) 6 26 2 26 3 3 66 (100)

*Amp: ampicilin, Na: nalidiksinska kiselina, Fox: cefoxitin, C: chloramfenikol, Te: tetraciklini.

U tabeli 5.19 prikazani su rezultati osetljivosti na antimikrobne agense Y. enterocolitica u
odnosu na ispitivane karakteristike a ukljucuju tip i veli¢inu farme, klanicu, duzinu boravka u
depou, region i sezonu. Analizirajuéi rezultate iz priloZzene tabele moze se zakljuciti da su svi
izolati poreklom od svinja sa farmi Tip | bili rezistentni samo na ampicilin, dok se poreklom sa
farmi Tip 1l uo€avaju obrasci rezistencije na viSe antibiotika. Takode, izolati poreklom od svinja
koje poticu sa farmi velikog kapaciteta (>500), bili su rezistentni samo na ampiclin za razliku
od izolata jerisnija poreklom od svinja sa malih i srednjih farmi. Daljom analizom uocava se da
su izolati od svinja poreklom iz regiona | i V bili rezistentni samo na ampicilin, za razliku od
izolata poreklom od svinja iz drugih regiona koji su pokazivali obrasce rezistencije na vise
razliCitih antimikrobnih agenasa.
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Tabela 5.19. Rezistentnost Y. enterocolitica na antimikrobne agense

prema ispitivanim karakteristikama

Amp AmpNa AmpFox AmpCTeNa Ukupno
Farma
Tip | 32 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 32
Tip Il 47 (69,1%) 14 (20,6%) 1(1,5%) 6 (8,8%) 68
Veli¢ina
farme
<150 19 (65,5%) 5(17,2%) 1(3,4%) 4 (13,8%) 29
150-500 22 (66,7%) 9(27,3%) 0 (0%) 2 (6,1%) 33
>500 38 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 38
Klanica
C 27 (77,1%) 4 (11,4%) 0 (0%) 4 (11,4%) 35
A 32 (72,7%) 9 (20,5%) 1(2,3%) 2 (4,5%) 44
B 20 (95,2%) 1(4,8%) 0 (0%) 0 (0%) 21
Depo
0-3h 27 (81,8%) 6 (18,2%) 0 (0%) 0 (0%) 33
3-6h 52 (77,6%) 8 (11,9%) 1(1,5%) 6 (9%) 67
Region
i 5 (55,6%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (44,4%) 9
Il 23 (63,9%) 10 (27,9%) 1(2,8%) 2 (5,6%) 36
I 30 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 30
Vv 6 (60%) 4 (40%) 0 (0%) 0 (0%) 10
v 15 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 15
Sezona
Leto 6 (40%) 9 (60%) 0 (0%) 0 (0%) 15
Jesen 15 (71,4%) 4 (19%) 0 (0%) 2 (9,5%) 21
Zima 44 (95,7%) 1(2,2%) 1(2,2%) 0 (0%) 46
Proleée 14 (77,8%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (22,2%) 18
Ukupno 79 (79%) 14 (14%) 1(1%) 6 (6%) 100

* Amp: ampicilin, Na: nalidiksinska kiselina, Fox: cefoxitin, C: chloramfenikol, Te: tetraciklin.
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5.8. Analiza faktora rizika

Ispitane karakteristike modelom univarijantne logisiticke regresije koje se odnose na fazu pre
i za vreme klanja prikazane su u tabeli 5.20. Utvrdeno je da su tip farme, kapacitet klanice,
duZina boravka u stotnom depou, region i sezona povezani sa pojavom i distribucijom
infekcije Y. enterocolitica. Ovi pomenuti faktori rizika su istovremeno ukljuéeni u model
multivarijantne analize da bi se utvrdio njihov relativni doprinos u vezi sa prevalencijom Y.
enterocolitica uzimajuéi u obzir prilagodavanje njihovih efekata (Tabela 5.21). Uocen je
dvostruko povecan rizik od infekcije kod svinja koje poti¢u sa farmi Tip Il (farme za tov svinja)
u poredenju sa farmama Tip | (farme zatvorenog tipa, od prasenja do kraja tova) (p<0,001).
Povecani rizik od infekcije postoji i za produzeno vreme boravka u depou klanice u odnosu na
kra¢e vreme zadriavanja na nivou klanice (p<0,035). Sto se ti¢e sezona, utvrdena je skoro
Cetvorostruka verovatnoca infekcije svinja tokom zimske sezone u poredenju sa drugim
godisnjim dobima (p<0,001).
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Tabela 5.20. Infekcija Y. enterocolitica prema ispitivanim karakteristikama u sistemu

proizvodnje svinja u Srbiji - model univarijantne logisticke regresije

Faktor n Prevalenca (%) 95% IP OR 95% IP P-vrednost
Farma
Tip | 425 7,5 5,0-10,0 1,00 0,01
Tip Il 535 12,7 9,9-15,5 1,79 1,15-2,78
Velic¢ina farme
>500 395 9,6 6,7-12,5 1,00 0,765
<150 255 11,4 7,5-15,2 1,21 0,72-2,01
150-500 310 10,6 7,2-14,1 1,12 0,68-1,83
Biosigurnosne mere
Ne 425 12,2 9,1-15,3 1,00 0,101
Da 535 9,0 6,5-11,4 0,71 0,47-1,07
Kontrola glodara
Ne 273 12,1 8,2-15,9 1,00 0,286
Da 687 9,8 7,5-12,0 0,79 0,51-1,22
Vodosnadbevanje
Vodovodni sistem 240 10,1 6,2-13,8 1,00 0,626
Bunari 720 11,3 8,9-13,6 1,12 0,70-1,79
Kontrola vode
Ne 333 11,7 8,3-15,2 1,00 0,339
Da 627 9,7 7,4-12,0 0,81 0,53-1,24
DuZina transporta
<4h 272 9,2 5,8-12,6 1,00 0,435
>4h 688 10,9 8,6-13,2 1,21 0,75-1,95
Transportno vozilo
Spratni tip 283 8,8 5,5-12,1 1,00 0,300
Jedan nivo 677 11,1 8,7-13,4 1,29 0,80-2,07
Tip klanice
Cc 395 8,9 6,1-11,7 1,00 0,042
A 440 10,0 7,2-12,8 1,14 0,72-1,82
B 125 16,8 10,2-23,3 2,08 1,16-3,72
Boravak u depou
0-3h 468 7,1 4,7-9,4 1,00 0,001
3-6h 492 13,6 10,6-16,7 2,08 1,34-3,22
Region
1] 150 6,0 2,2-9,8 1,00 0,001
] 378 9,5 6,6-12,5 1,65 0,77-3,51
1 160 18,8 12,7-24,8 3,62 1,65-7,90
\'} 162 6,2 2,5-9,9 1,03 0,41-2,61
v 110 13,6 7,2-20,0 2,47 1,04-5,88
Sezona
Leto 242 6,2 3,2-9,2 1,00 0,001
Jesen 243 8,6 5,1-12,2 1,43 0,72-2,85
Zima 255 18,0 13,3-22,8 3,33 1,81-6,14
Prolece 220 8,2 4,6-11,8 1,35 0,66-2,74
Ukupno 960 10,4 8,5-12,3

*|P - interval poverenja, OR - odds ratio
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Tabela 5.21. Faktori rizika za prisustvo Y. enterocolitica infekcije kod svinja

u Srbiji - model multivarijantne analize

Faktor Korigovani OR 95% IP P-vrednost
Farma

Tip| 1,00

Tip Il 2,31 1,41-3,79 0,001
Boravak u depou

0-3h 1,00

3-6h 1,63 1,04-2,58 0,035
Sezona

Leto 1,00

Jesen 1,33 0,66-2,67 0,424

Zima 3,85 2,01-7,36 0,001

Prolece 1,86 0,86-4,03 0,114

*IP - interval poverenja,
OR - odds ratio
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6. DISKUSIJA

Ova studija je prvo celogodiSnje istraZzivanje patogenih bioserotipova Y. enterocolitica kod
svinja na liniji klanja u Srbiji. Sprovedena je na uzorcima svinja poreklom sa geografskih
podrucja na kojima se prema podacima Republickog zavoda za statistiku gaji ukupno
1.865.244 svinja u 2017. godini (RZS 2018) sto Cini 64% celokupne proizvodnje svinja u Srbiji.
Studija ukljucuje uzorke od 960 svinja uzorkovanih u 30 serija na tri klanice. Dobijeni rezultati
su ujednoi prvi dostupni podaci iz epidemioloske studije o Y. enterocolitica izolovane od svinja
na liniji klanja u Srbiji.

Prosecna starost svinja obuhvaéenih istrazivanjem bila je izmedu 6 i 6,5 meseci $to odgovara
periodu kada se najveéa prevalencija Y. enterocolitica moze naci u tonzilama svinja prilikom
klanja (Rahikainen i sar., 2016; Bucher i sar., 2008). Fokus istraZzivanja bio je prvenstveno na
bioserotipovima koji su patogeni za ljude. Dizajnirana je robusna Sema uzorkovanja, a
precizan broj svinja za uzorkovanje po seriji bio je zasnovan na ocekivanoj prevalenciji od 50%,
sa intervalom poverenja od 95% i prihvacenom greskom od 10%.

Srbija je realtivho mala drZava koja se nalazi u jugoisto¢noj Evropi, sa dugom tradicijom u
proizvodnji mesa i proizvoda od mesa (Karabasil i sar., 2018). Najvise se konzumira i proizvodi
meso svinja, a zatim Zivine i goveda (RZS, 2018). U Srbiji je u 2017. godini gajeno ukupno
2.911.000, od toga 2.079.000 je zaklano na klanicama u Srbiji, a prose€na masa zaklanih svinja
iznosila je 99 kg. Ukupna proizvodnja mesa svinja u nasoj zemlji za 2017. godinu iznosila je
307.000 tona (RZS, 2018).

Prema podacima Privredne komore Srbije, domaci potrosa¢ u proseku godiSnje konzumira
14,5 kg mesa svinja (PKS, 2017). Imajudi u vidu Cinjenicu da je meso svinja najzastupljenije u
Srbiji, a s obzirom na nepostojanje podataka u vezi nalaza Y. enterocolitica kod svinja/mesu
svinja u Srbiji, neophodno je bilo utvrditi nalaz i prevalenciju, a zatim i izvrSiti karakterizaciju
izolata u odnosu na bioserotip, prisustvo gena virulencije, genetsku razli¢itost i osetljivost na
antimikrobne agense, kao potencijalnog rizika za bezbednost hrane, te proceniti i faktore
rizika koji uti¢u na povecanje prevalencije ovog mikroorganizma.

U sprovedenom istrazivanju, ukupna prevalencija Y. enterocolitica kod svinja iznosila je 10,4%,
$to je manje nego u drugim studijama sprovedenim u zemljama Evropske unije: 13,7% u
Francuskoj (Fondrevez i sar., 2014), 15% na Sardiniji (Fois i sar., 2018), 17,7% (Bonardi i sar.,
2013) do 27,4% u Italiji (Bonardi i sar., 2016) i 25,1% u Belgiji (Van Damme i sar., 2015). Na
nivo varijacije u stepenu infekcije u prijavljenim studijama mogu u velikoj meri uticati razliciti
menadZment sistemi na farmama, nivo biosigurnosti, higijenska praksa u svim fazama
proizvodnje, metodologija uzorkovanja, kao i metode izolacije i identifikacije ispitivanog
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patogenog mikroorganizma (Zdolec i Ki$, 2021). Uzimajuci u obzir poreklo Zivotinja i farme za
tov svinja, koje su predloZene kao epidemioloski indikator (EFSA, 2011), kod farmi oznacenih
kao Tip Il (otvoreni tip farmi) prevalencija jersinija je bila 12,7%, u odnosu na farme
zatvorenog tipa Tip | (koje same proizvode prasad za tov) na kojima je prevelencija bila niza i
iznosila je 7,5 %. Pored Y. enterocolitica, izolovana je i Y. frederiksenii u 0,2% slucajeva. Lucero-
Estradaisar., (2020) opisuju Cestu izolaciju drugih vrsta Yersinia spp. kao $to su Y. intermedia,
Y. frederikseniiiY. kristensenii u uzorcima poreklom od Zivotinja i hrane. Nalazi Y. frederiksenii
u nasoj studiji, kao i razlicitih bioserotipova Y. enterocolitica, jasno ukazuju da se kod svinja
javljaju i druge vrste jersinija, kao i razliciti bioserotipovi, pa je neophodno sprovesti potpuna
ispitivanja kako bi se precizno identifikovali izolati i utvrdila njihova patogenost.

Druga znacajna patogena vrsta iz roda Yersinia spp. koja moze izazvati oboljenje ljudi jeste Y.
pseudotuberculosis. Na Novom Zelandu 2014 godine prijavljena je velika epidemija
prouzorkovana sa Y. pseudotuberculosis gde je bilo 220 laboratorijski potvrdenih slucajeva
(Williamson i sar., 2016). U toku ove studije nije utvrdena patogena Y. pseudotuberculosis za
razliku od studije koja je sprovedena u Svajcarskoj gde je kod divljih svinja utvrdeno 35% Y.
enterocolitica i 20% Y. pseudotuberculosis (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2009) dok je u drugoj
studiji kod domacih svinja u Engleskoj Y. pseudotuberculosis otkrivena kod 18% domacih
tovnih svinja (Ortiz Martinez i sar., 2010). Potencijalni nalaz Y. enterocolitica i Y.
pseudotuberculosis kod divljih svinja u Srbiji mozZe biti predmet nekih daljih istraZivanja.

Od ukupno 100 pozitivnih svinja, bioserotipizacija je uradena na 125 izolata Y. enterocolitica.
Najcesce izolovani bioserotip bio je BT4/0:3, koji je imao udeo od 81,6% (odnosno 102 izolata
od 79 svinja). Cinjenica da su sve pozitivne svinje na klanici B kao i pozitivne svinje poreklom
iz regiona | i IV bile inficirane iskljucivo biotipom BT4/0:3 ukazuje na tvrdnju da je ovaj biotip
najucestaliji nalaz kod svinja $to je potvrdeno i u drugoj studiji gde je BT4/0:3 takode odreden
kao dominantan bioserotip koji ¢ini 70,2% od ukupnog broja izolovanih Y. enterocolitica na
Sardiniji (Fois i sar., 2018). Nasi nalazi su u saglasnosti sa izveStajem Evropske agencije za
bezbednost hrane koja navodi da je BT4/0:3 i najées¢e prijavljen kao uzro¢nik oboljenja kod
ljudi (EFSA i ECDC, 2018).

Od ukupnog broja izolovanih Y. enterocolitica, 5,6% je bilo saharoza negativno (BT4 S-/0:3),
ukupno 7 izolata je izolovano od 5 svinja poreklom sa jedne farme Tip Il, Sto je manje nego u
drugoj studiji u kojoj je izolovano 25,6% saharoza negativnih Y. enterocolitica BT4/0:3
(Fredriksson-Ahomaa i sar., 2002). Nalaz saharoza negativnih izolata samo na jednoj farmi u
jednom regionu ukazuju na usko ograni¢enu prostornu cirkulaciju ovih biotipova sto je dobro
sa aspekta kontrole ovog patogenog soja. Fermentacija saharoze je biohemijski test koji se
koristi za razlikovanje patogenih od nepatogenih biotipova Y. enterocolitica. Kompletno
biohemijsko ispitivanje je neophodno kako bi se razlikovale nepatogene vrste Yersinia kao $to
je Y. kristensenii koja daje negativnu reakciju fermentacije saharoze. Razliku je moguée
napraviti na osnovu Voges Proskauer reakcije koja je pozitivna i testa Pirazinamidaze koja je
negativna kod patogenih biotipova Y. enterocolitica. Ranije se smatralo da saharoza negativni
izolati Y. enterocolitica BT4/0:3 nisu patogeni zbog nedostatka jasnih dokaza u izazivanju
oboljenja kod ljudi, zbog €ega su i ovi izolati ispitani na prisustvo gena virulencije i
genotipizacije. Samim tim, nalaz gena virulencije ail i ystA ne iskljucuje potencijalnu
patogenost ovih izolata pa je precizna identifikacija neophodna prilikom dokazivanja
patogenostii procene rizika po zdravlje ljudi od Y. enterocolitica BT4 S-/0:3 $to je u saglasnosti
sa tvrdnjama Fredriksson-Ahomaa i sar., (2002).
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Evropska agencija za bezbednost hrane (EFSA i ECDC, 2018) navodi da su pored Y.
enterocolitica BT4/0:3 i bioserotipovi BT2/0:9 i BT2/0:5,27 takode Cesto prijavljeni kao
uzrocnici bolesti kod ljudi. U nasoj studji BT2/0:5,27 ¢inili su 2,4 % izolata Y. enterocolitica,
$to je manje nego u poredenju sa podacima iz drugih studija. Prevalencija ovog bioserotipa
bila je 26% u Engleskoj (Martinez i sar., 2010) i 14,9% na Sardiniji (Fois i sar., 2018). Bioserotip
BT3/0:3 u nasoj studiji, ¢inio je 4%. Prema istrazivanjim McNally i sar. (2004) pored
bioserotipa BT4/0:3, u uzorcima poreklom od svinja, ¢esto se mogu nadi i drugi bioserotipovi
kao Sto su BT2/0:9 i BT2/0:5,27. Biotip 1B utvrden je u uzorku tonzila poreklom od jedne
Zivotinje, Sto je u skladu sa prethodnim istraZzivanjima (Savin i sar., 2018). U 2017. godini
opisan je jedan slucaj infekcije kod pacijenata sa Y. enterocolitica BT1B, a buduci da ovaj biotip
ima potencijal za sistemsko Sirenje, moZe predstavljati ozbiljnu pretnju po javno zdravlje
(Savinisar., 2018). Biotip 1A, opisan je kao apatogen iimao je udeo od 5,6% od ukupnog broja
izolata. Uvidom u rezultate Fois i sar. (2018), autori navode da su izolovali ovaj biotip samo u
uzorcima poreklom od prasadi, ali ne i iz uzoraka poreklom od tovnih svinja na liniji klanja.

Patogenost Y. enterocolitica povezana je sa prisustvom plazmida virulencije pYV, prisustvom
gena povezanih sa invazijskim hromozomima kao $to su ail i inv i prisustvom ystA gena
odgovornog za proizvodnju enterotoksina (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2000a). Odredivanje
patogenosti na osnovu plazmidnih markera je nepouzdana dijagnosticka metoda koja Cesto
dovodi do lazno negativnih rezultata usled gubitka plazmida virulencije pYV tokom
dugotrajnog skladistenja i Cestih pasaZa izolata (Bancerz-Kisiel i sar., 2018). Zbog toga su u
sklopu nasih istaZzivanja, za procenu virulentnosti, odredivani ail, ystA, i ystB gen.

Ispitivanjem gena virulencije u izolatima Y. enterocolitica BT4/0:3 ukljucujudi i izolate Y.
enterocolitica BT4 S-/0:3, utvrdeno je da 100% izolata nose ail i ystA gen, ali ni jedan od ovih
izolata nije sadrzao ystB gen. Nasi rezultati su u saglasnoti sa drugim autorima, koji su utvrdili
da je ail gen prisutan u svim ispitanim BT4/0:3 izolatima (Schneeberger i sar., 2015). Prema
rezultatima Fois i sar. (2018) ail negativni izolati BT4/0:3 utvrdeni u 15% slucajeva. Y.
enterocolitica BT1A ne sadrzi pYV plazmid niti gene povezane sa virulencijom, tako da se ne
smatraju patogenim za ¢oveka (Singh i Virdi, 2004). U nasoj studiji izolati BT1A nisu sadrzali
gene ail ili ystA, ali su sadrzali ystB gen koji kodira proizvodnju bioloski aktivnog enterotoksina
ystB. Ovaj nalaz je u skladu sa drugim studijama (Fois i sar., 2018; Peruzy i sar., 2017).

Y. enterocolitica BT1A Cesto je izolovana kod pacijenata u Finskoj koji su imali dugotrajne
probleme sa povraéanjem. Pokazalo se da je infekcija sa BT1A uporna i dugotrajna posto je
izolovana u intervalima od 20 dana. Kao znacajni faktori rizika za pojavu infekcija sa BT1A
procenjeni su uveZeno voée i bobice, kao i jela u restoranima i kafeterijama za razliku od
infekcija sa BT4/0:3 gde su glavni rizi¢ni faktori nedovoljno termicki obradeno ili sirovo meso
svinja (Leila, 2014). Ovo govori u prilog Cinjenici da se patogenost Y. enterocolitica BT1A ne
moze u potpunosti iskljuciti zbog produkcije bioloski aktivhog enterotoksina ystB koji izaziva
povracanje, a Ciju proizvodnju kodira ystB gen cije smo prisutstvo utvrdili kod ovih izolata.
Zbog svega ovoga predloZeno je da se sojevi Y. enterocolitica BT1A definiSu kao opurtunisticki
patogeni sojevi koji izazivaju infekcije onda kada je oslabljen imunitet domadina (Batzilla i sar.
2011).

Karakterizacija sojeva Y. enterocolitica BT4/0:3 uradena je uz pomo¢ PFGE analize koja je
pokazala nizak stepen genetske raznovrsnosti medu Y. enterocolitica BT4/0:3 izolatima,
klasifikovanih u 3 klastera sa 5 povezanih genotipova. lzuzimajuéi klaster | preostala 4
genotipa poti¢u sa oba tipa farmi i sa sve tri razlicite klanice, sto ukazuje na visoku genetsku
stabilnost i prostornu cirkulaciju patogenog mikroganizma. Utvdeno je da je moguce na jednoj
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farmi nadi vise razliCitih genotipova, kao i da postoje slucajevi gde je jedan genotip specifican
samo za jednu farmu. Dva dominantna genotipa G2 i G3 pronadeni su kod velikog broja svinja
sa razlicitih farmi, Sto ukazuje da su Siroko rasprostranjeni i nisu ograni¢eni na odredenu
farmu. Iste rezultate dobili su i drugi autori koji su otkrili dva dominanta genotipa na vise
razli¢itih farmi (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2007). Razlog ovako velike rasprostranjenosti
genotipova G2 i G3 je verovatno isto ili ograni¢eno poreklo genetskog materijala, ili isto
poreklo prasadi za tov s obzirom da veéina farmi kupuje prasad za tov koju kasnije isporucuju
klanicama. Utvrdili smo da je genotip G1 bio specifican samo za jednu farmuiizolovan je samo
u jednoj seriji uzorkovanja, dok su G4 i G5 pronadeni zajedno samo na jednoj farmi u jednoj
seriji uzorkovanja. Nasi rezultati sli¢ni su rezultatima drugih autora koji su takode utvrdili da
je mogudée jedan genotip pronaci na vise razli¢itih farmi, kao i da postoje genotipovi koji su
specifi¢ni samo za jednu farmu (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2010).

Istrazivanjem koje su sproveli Fredriksson-Ahomaa i sar. (2001a) utvrdeno je postojanje istih
genotipova u uzorcima inficiranih ljudi i u uzorcima poreklom od svinja, Sto govori u prilog
tvrdnji da je meso svinja najées¢i vektor infekcije ljudi. Nasi rezultati su bili slicni onima
dobijenim u Svajcarskoj (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2007), koji su identifikovali 6 genotipova
Y. enterocolitica BT4/0:3 iz ispitanih 69 uzoraka tonzila svinja. Prema istraZivanjima u
Nemackoj, utvrdeno je 18 genotipova poreklom iz uzoraka tonzila (54), a u Finskoj 22 genotipa
poreklom iz 74 ispitana uzorka tonzila svinja (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2003a). Izolati VY.
enterocolitica BT4 S-/0:3 pripadaju genotipovima G4 i G5 i poreklom su od svinja sa iste
farme. Notl PFGE obrasci izolata BT4 S-/0:3 pokazali su veliku medusobnu slicnost. Razlika u
odnosu na saharoza pozitivne izolate BT4/0:3 bila je u jednom obrascu/bendu pa prema
Tenover i sar. (1995) nema znacajne klonske razlike. Potrebna su dalja istraZivanja kako bi se
ustanovile genetske veze izmedu sojeva Y. enterocolitica poreklom od ljudi odnosno svinja,
kako bi se jasno definisale svinje kao rezervoari jersinioze ljudi. Pretpostavlja se da neki sojevi
mogu biti genetski vrlo srodni (ista genetska loza), ali da razlika moZe ipak postojati, kao
posledica odredenih funkcionalnih promena u genomu (Tenover i sar., 1995).

Upotreba antibiotika kao promotera rasta devedesetih godina prosloga veka, doprinela je
razvoju rezistencije prema antimikrobnim lekovima. Danska je prva zemlja koja je 1995.
godine zabranila upotrebu antibiotika kao promotera rasta dok je Evropska unija tek 2006.
godine konacno zabranila upotrebu svih antibiotika kao promotera rasta (EU, 2003). U Srbiji
ova praksa je takode zabranjena odgovarajuc¢im propisima, medutim Siroka i nekontrolisana
upotreba antibiotika u terapiji svinja doprinosi sve ¢es¢oj pojavi antimikrobne rezistencije na
farmama svinja. Komplikovani nacin primene antibiotika kod Zivotinja na farmama,
neracionalna upotreba antibiotika ¢esto i bez laboratorijskog nalaza i antibiograma, kao i
Cesto subdoziranje ili prekomerna upotreba antibiotika dodatno pogorSava ionako losu
situaciju u pogledu rezistencije bakterija na antimikrobne agense.

U nasoj studiji svi ispitivani izolati Y. enterocolitica bili su osetljivi na ceftazidim, cefotaksim,
gentamicin, meropenem, sulfonamid i trimetoprim. Ceftazidim i cefotaksim pripadaju grupi
cefalosporina tre¢e generacije, i zapravo su lekovi koje Svetska zdravstvena organizacija
preporucuje u terapiji infekcija Y. enterocolitica (Fabrega i Vila, 2012). Detekcija izolata Y.
enterocolitica BT4/0:3 otpornih na nalidiksinsku kiselinu, tetracikline i hloramfenikol na
farmama za tov moze biti povezana sa nekontrolisanom upotrebom antibiotika, Sto uz visok
selektivni pritisak na mikrobiotu dovodi do Sirenja rezistencije na viSe lekova (Martins i sar.,
2018; Van Boeckel i sar., 2015). Rezistencija na nalidiksinsku kiselinu je ranije ve¢ opisana u
Svajcarskoj (Fredriksson Ahomaa i sar., 2012b). Posto je sistemska aplikacija hloramfenikola
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zabranjena, upotreba analoga (tiamfenikol i florfenikol) mozZe biti razlog za potencijalnu
pojavu korezistencije (Bonardi i sar., 2014; Harada i sar., 2006). Preparati tiamfenikola i
florfenikola se vrlo Cesto koriste u terapiji respiratornih infekcija svinja. Uzrok antimikrobne
rezistencije na hloramfenikol je najverovatnije poreklom od konjugovanog plazmida. Naime,
eksperimenti konjugacije su pokazali da se rezistentni plazmid mozZe lako preneti izmedu
sojeva Y. enterocolitica (Sihvonen i sar., 2011). Generalno, kada izuzmemo rezistenciju na
ampicilin, u nasoj studiji nivo rezistenicije znacajno je manji nego u drugim studijama, ali su
obrasci rezistencije bili slicni (Bonardi i sar., 2016). Za razilku od ostalih bioserotipova
(BT2/0:5,27; BT3/0:3; BT1B) koji su bili rezistentni samo na ampicilin, jedino je BT1A pored
ampicilina pokazao rezistenciju i na cefoxitin.

Cinjenica da su izolati Y. enterocolitica BT4/0:3 poreklom sa farmi Tip | bili rezistetni samo na
ampiclin, Sto se smatra prirodnom otpornoscu, dovodi nas do zakljucka da zatvoreni sistemi
u kojima nema mesanja Zivotinja iz drugih izvora znacajno doprinose manjem razvoju
rezistencije prema antimikrobnim lekovima. Sve pozitivne svinje koje su bile poreklom sa
velikih farmi (>500) pokazale su obrazac rezistencije samo prema ampicilinu $to nam ukazuje
na to da veliki sistemi verovatno primenjuju mere kontrolisane upotrebe antibiotika ¢ime
doprinose smanjenu antimikrobne rezistencije. Analiziraju¢i podatke o rezistenciji svinja po
regionima utvrdeno je da su sve svinje iz regiona | i V bile rezistentne samo na ampicilin.
Visoka ucestalost rezistencije na ampicilin je dobro poznata ¢injenica, jer se Y. enterocolitica
smatra prirodno otpornom na ampicilin i na prvu generaciju cefalosporina (Fredriksson-
Ahomaa i sar., 2011). Otpornost na beta laktamske antibiotike (ampicilin i cefalosporini prve
generacije) omogucena je prisustvom hromozomskih gena blaA i blaB koji imaju sposobnost
da kodiraju proizvodnju beta laktamaza (Bolton, 2013).

U cilju utvrdivanja faktora rizika koji su u vezi sa fazom pre klanja i fazom klanja korisé¢en je
standardizovani upitnik koji je popunjavan za svaku seriju uzorkovanja. Procenjivani su
mogudi uticaji farmskog sistema (otvoreni tip, zatvoreni tip), kapaciteta farme, primene
biosigurnosnih mera na farmama, nacina vodosnadbevanja i kontrole vode, zatim kontrole
glodara, vremena i tipa trasporta, duzine boravka u depou klanice, kapaciteta klanice, regiona
i sezone uzorkovanja. Sagledavanjem svih ovih faktora primenom metoda univarijantne i
multivarijantne logisticke regresije, omoguceno je precizno definisanje faktora rizika od
znacaja. Poznavanje faktora rizika omogucice efektivno i efikasno upravljanje aktivnostima
radi njihovog smanjenja ili eliminacije, a sve sa ciljem unapredenja bezbednosti hrane i javnog
zdravlja.

Uzorkovane svinje bile su poreklom sa 30 farmi i svaka farma predstavljala je jednu seriju,
tako da je ukupno bilo 30 serija uzorkovanja. Posmatrajuéi serije uzorkovanja svinja kao
epidemiolosku jedinicu (EFSA, 2011), u nasoj studiji je bilo 83,3% pozitivnih serija. U drugim
studijama otkriven je znatno manji procenat pozitivnih serija svinja (Bonardi i sar., 2016;
Fondrevez i sar., 2014; Vanantwerpen i sar., 2014). Visok procenat pozitivnih serija u nasoj
studiji sugeriSe Siroko rasprostranjenu stopu infekcije serije sa Y. enterocolitica
(Vanantwerpen i sar., 2014). Bonardi i sar., (2016) nisu otkrili znacajnu razliku u prevalenciji
izmedu razlicitih tipova farmi. U nasoj studiji prevalencija na farmama Tip | (farme zatvorenog
tipa) se kretala u rasponu od 2,5% od 20%, dok je na farmama Tip |l (farme otvorenog tipa)
prevalencija bila od 2,5% do 60%. Dobijeni rezultati su sli¢ni sa rezultatim u drugim studijama
(Vanantwerpen i sar., 2014; Gurtler i sar. 2005). Ukupno posmatrano, prevalencija na
farmama Tip | je bila 7,5% Sto je znacajno manje u odnosu na farme Tip |l gde je prevalencija
iznosila 12,7%.
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Iz ovoga moZzemo zakljuciti da su svinje poreklom sa farmi Tip Il (farme za tov) bile inficirane
vise nego dvostruko od onih sa farmi Tip | (p<0,001). Tako velike razlike u prevalenciji svinja
pozitivnih na Y. enterocolitica ukazuju na postojanje razli¢itih nespecifiénih uslova na
farmama koji mogu pogodovati Sirenju Y. enterocolitica. Jedno od objaSnjenja se moze
pripisati adekvatnom upravljanju farmama zatvorenog tipa, posebno u pogledu nabavke
prasadi i kompletnog sistema proizvodnje. Prasad u svom pocetnom periodu razvoja mogu
biti znacajni asimptomatski prenosioci Y. enterocolitica $to, uz nabavku iz razli¢itih izvora,
stvara mogucnost za Sirenje infekcije na farmama za tov (Virtanen i sar., 2012). Smanjenje
prevelancije na farmama porekla svinja je od velike vaZnosti, posebno kada imamo u vidu
¢injenicu da visoka prevalencija patogenih Y. enterocolitica na nivou farme moZze dovesti do
visoke stope kontaminacije trupova na klanici (Laukkanen i sar., 2009).

Analizirajuéi podatke o uticaju veli¢ine farme na prevalenciju utvrdili smo da je bila nesto veca
na farmama malog kapaciteta (<150) i iznosila je 11,4%, ali ova razlika nije bila statisticki
znacajna. Nedovoljno razvijena infrastruktura na malim farmama koja uslovljava drZzanje
razliCitih kategorija svinja u istim objektima, uobic¢ajno nizak nivo biosigurnosih mera i mali
broj radnika koji opsluzuju razli¢ite kategorije su najverovatniji razlog za ces$éi nalaz na
farmama manjeg kapaciteta.

Po prijemu u klanicu, klanje svinja mora biti obavljeno sto pre bez nepotrebnog odlaganja,
osim ako je Zivotinjama potrebno obezbediti odredeno vreme odmora pre klanja radi njihove
dobrobiti i zasStite. Takode, u cilju obezbedenja kontinuiteta procesa klanja ponekad je
potrebno Zivotinje zadrzZati u depou klanice. Odmor Zivotinja u depo klanice je znacajan kako
bi se Zivotinje oporavile od prethodnih stresnih situacija kao Sto su utovar, transport i istovar
koji mogu negativno uticati na kvalitet mesa. Sa druge strane duze zadrzavanje Zivotinja, moze
doprineti losijem kvalitetu mesa usled nastajanja telesnih povreda na kozi, dolazi do gubitka
na tezini trupa, a posebno je znacajna unakrasna kontaminacija patogenim
mikroorganizmima koji se izlu¢uju putem fecesa.

U nasoj studiji otkrili smo da se povedan rizik od infekcije javlja kod svinja koje su boravile
duZe od 3h u depou klanice (p<0,035). Prevalencija kod tih svinja je bila 13,6% dok je kod
svinja koje su boravile krace vreme (<3h) iznosila 7,1%. Ovo je narocito bilo izrazeno u klanici
A gde je prevalencija u slucaju duzeg boravka u depou klanice iznosila 17,2 %, Sto odgovara
¢injenici da je klanica A srednjeg kapaciteta u ¢ijem depou dolazi do intenzivnijeg kontakta
medu svinjama. Posmatrano u odnosu na tip farme, sasvim je bila oéekivana veéa prevalencija
kod svinja poreklom sa farmi Tip Il u slu¢aju duzeg boravka i iznosila je 14,7%. IzluCivanje Y.
enterocolitica putem fecesa od strane asimptomatskih Zivotinja, sa visokim udelom pozitivnih
serija svinja kao Sto je utvrdeno u nasoj studiji, kao i moguénosti kontaminacije sa prethodno
neociséenih povrsina sa kojima Zivotinje dolaze u kontakt, pruzaju priliku za brzu infekciju
(Monackisar.,1997). Posebno, kada se uzme u obzir Cinjenica da patogeneza Y. enterocolitica
zapocinje unoSenjem kontaminirane hrane i vode i obuhvata prijanjanje bakterija i
translokaciju preko M ¢éelija koje pokrivaju limfoidne folikule tankog creva (Monack i sar.,
1997). U prilog ovome govori Cinjenica da se Y. enterocolitica moze nadi u limfnim ¢vorovima
i slepom crevu nakon samo 3h od oralne infekcije (Bonardi i sar., 2016; Virtanen i sar., 2012).

Vreme zadrZavanja u depou klanice moZe imati i uticaj na kvalitet mesa zaklanih svinja.
Cobanovi¢ i sar. (2016) utvrdili su da kraéi boravak svinja u depou klanice (<1h) dovodi do
povecanja koncentracije glukoze i laktata usled ubrzanih postmortalnih promena $to nastaje
kao posledica delovanja akutnog stresa na svinje pre klanja. U uslovima stresa smanjen je
dotok krvi u misi¢e pa se razvijaju anaerobni procesi razlaganja glikogena zbog ¢ega dolazi do
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povecanja temperature mesa nakon klanja i snizavanja pH vrednosti mesa. Sve ovo negativno
utice na kvalitet mesa pojavom bledog, mekog i vodenastog mesa. Sa druge strane kod svinja
koje se duZze boravile u depou (>3h) utvrdene su manje koncetracije glukoze i laktata pa
samim tim pojava bledog mekog i vodenastog mesa je smanjena, ali dolazi do povecanja
ucestalosti nalaza tamnog, ¢vrstog i suvog mesa. Takode, kod duZeg boravka ucestaliji je i
nalaz telesnih povreda (Cobanovi¢, 2018).

Vreme zadrzavanja u depou klanice nije precizno definisano vazeéim propisima, vec se period
odmora odreduje u vezi sa situacijom. Iz navedenih razloga potrebno je naci optimalno vreme
koje ¢e omoguditi Zivotinjama potreban odmor u cilju dobijanja kvalitetnog mesa a sa druge
strane smanjice se nivo unakrasne kontaminacije patogenim mikroorganizmima. Iz tog
razloga procenjuje se da bi optimalno vreme boravka u depou iznosilo od 2 do 4h (Zheni sar.,
2013). Preporuka je da se povrsine u depou klanice redovno Ciste i dezinfikuju posle svakog
prazenjenja, kao i da se izbegava mesanje svinja sa razli¢itih farmi. Uzimajuci u obzir navedene
¢injenice, mogucnost unakrasne kontaminacije i infekcije/kontaminacije Zivotinja, produzeni
boravak Zivotinja u depou moZe imati Stetne posledice sa aspekta stepena infekcije i
neadekvatne higijenske prakse koje mogu povecati rizik od kontaminacije na nivou linije
klanja. U cilju sprecavanja unakrasne kontaminacije izmedu Zivotinja sa razli¢itih farmi
preporucuje se da se prethodno izvrsi kategorizacija rizika na farmama svinja u odnosu na
infekciju Y. enterocolitica. Na taj nacin, veterinar koji radi na klanici imao bi podatke o riziku
od Y. enterocolitica i mogao bi blagovremeno preduzeti mere za smanjenje unakrasne
kontaminacije u smislu odvojenog klanja svinja sa rizi¢nih farmi, odvajanja glave pre rasecanja
trupa, laboratorijske analize, upotrebe mesa isklju¢ivo za proizvodnju termicki obradenih
proizvoda, mere dezinfekcije i dekontaminacije.

U tom pogledu, mikrobiolosko ispitivanje tonzila, kao metoda za kategorizaciju rizika na farmi
u odnosu na infekciju Y. enterocolitica moze biti ograni¢eno zbog dobrobiti i zastite Zivotinja
na farmama. Jedno od reSenja je serolosko ispitivanje za dugoro¢nu kategorizaciju farmi i
praéenje sojeva Y. enterocolitica u klanicama visokog rizika po ukupnoj karakterizaciji, koje je
predloZzeno kao model umerenih troskova i koristi. Sa druge strane, poznato je da infekcija
svinja nastaje nakon prva dva meseca Zivota pri ¢emu dolazi do stvaranja antitela. Ovaj
seroloski odgovor ostaje dugo prisutan u organizmu pa na klanje vrlo ¢esto dolaze svinje koje
su seroloski pozitivne, dok je stvarni nalaz Y. enterocolitica kod ovih svinja u znatno nizem
procentu (Nesbakken isar., 2006; Von Altrock i sar., 2006). U prilog ovome govori studija koju
su sproveli Bonardi i sar., (2016) u Italiji gde je istovremeno na uzorcima tonzila uradeno
bakterioloSko ispitivanje, a na uzorcima mesnog soka dijafragme istih svinja sprovedeno
serolosko ispitivanje. Rezultati ove studije dali su 27,4% pozitivnih uzoraka tonzila na Y.
enterocolitica BT4/0:3 i 56,1% seropozitnivnhih uzoraka mesnog soka. Istovremeno 17
seronegativnih svinja je bilo pozitivho na nalaz Y. enterocolitica (ispitani uzorci tonzila), sto
ukazuje na skorasnju infekciju svinja i potvrduje hipotezu da infekcija svinja moZe nastati i u
fazama utovara, transporta i istovara ili za vreme boravka u depou klanice. Zbog toga bi
kombinacija seroloskog ispitivanja na farmama i bakterioloskog ispitivanja na klanicama bila
idelano reSenje za kategorizaciju farmi i procenu rizika. Dalji tok istrazivanja treba fokusirati
na cost-benefit analizi, radi ukljuéivanja razli¢itih metodoloskih pristupa od farme do klanice
u cilju sveobuhvatnijeg ispitivanja patogenih mikoroganizama.
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U nasem istrazivanju faktor rizika za infekciju svinja, pored farmi za tov svinja i produzenog
perioda boravka u depou, ukljuuje i zimsku sezonu. Utvrdena je skoro cetvorostruka
verovatnoca infekcije svinja tokom zime u odnosu na druga godisnja doba (p<0,001). Utvrdili
smo da je u odnosu na sezonu najveca prevalencija u toku zimskih meseci, kada je broj
pozitivnih uzoraka bio 46/255 (18,04 %). Najveci broj pozitivnih uzoraka u jednoj seriji bio je
u januaru mesecu 32/120 (26,67 %). U ovom periodu su spoljasnje temperature niZe nego u
ostalim periodima godine pa se moZe pretpostaviti da je nalaz veci usled delovanja niskih
spoljasnih temperatura, zbog ¢ega su svinje u pokusaju da se zagreju zbijene jedne uz druge
pri ¢emu dolazi do ve¢e mogucénosti unakrasne infekcije. Takode i drugi autori su utvrdili da
je vecéa prevalencija u toku hladnijih meseci, kao i stopa izolacije ovih bakterija (Weber i
Knapp, 1981, Bonardi i sar., 2016). Ovo je moZda jedan od razloga veée prevalencije u
zemljama sa hladnijom klimom kao $to su Finska, Estonija, Letonija i dr. Nasuprot tome, visok
nivo prevalencije Y. enterocolitica zabeleZen je i u JuZznoj Evropi, taénije u Spaniji (93%) (Ortiz
Martinez i sar., 2011). Narocito visok nalaz u toku zimske sezone, bio je izrazen kod svinja
poreklom iz regiona | i iznosio je 40%. U Regionu |, uzgoj svinja predstavlja veoma razvijenu
granu stocarstva, gde se svinje gaje u intenzivnim uslovima $to uz delovanja vise nepovoljnih
faktora kao Sto su duzi transport i niske spoljasnje temperature ima za rezultat i vecu
prevalenciju. Studije adaptacije psihotrofnih mikroorganizama na nizZe temperature, posebno
u pogledu transkripcionih i translacionih mehanizama prezivljavanja su neophodne za bolju
kontrolu patogenih mikroorganizma u savremenom pristupu bezbedne hrane (Li i sar., 2020).

Univarijantnom logistickom regresijom utvrdili smo da region sa koga poticu svinje moZe imati
znacajan uticaj na prevalenciju. Najces¢i nalaz jerisnija (18,8%) zabeleZen je u Regionu | u
odnosu na proseénu prevalenciju po regionima od 10,8% sa statistickom znacdajnos¢u od
(p<0,001). U ovom regionu je proizvodnja svinja veoma razvijena grana stocarstva gde se
ukupno gaji oko 755.000 svinja Sto ¢ini 26% celokupne proizvodnje svinja u Srbiji (RZS, 2018).
Najc¢esce su u pitanju veliki farmski sistemi, uglavnom otvorenog tipa, gde se prasad neretko
uvoze za potrebe tova, pa je i to jedan od razloga ¢eSéeg nalaza ovog mikroorganizma u
navedenom regionu.

U Severnom delu Srbije, dobro je razvijena tradicionalna proizvodnja proizvoda od mesa kao
Sto su: Sremski kulen, Sremska Sunka, Lemeski kulen, Petrovska klobasa i dr. (Karabasil i sar.,
2018). Proizvodnja tradicionalnih proizvoda, podrazumeva upotrebu nekoliko razlicitih
postupka konzervisanja medu kojima su najceséi soljenje, susenje, dimljenje i fermentacija.
Kombinacija razli¢itih metoda konzervisanja uz poStovanje primene dobre proizvodacke i
dobre higijenske prakse trebalo bi da u potpunosti osiguraju bezbednost ovih proizvoda
(Ducicisar., 2014).

Kada razmatramo Cinjenicu ovako visokog nalaza Y. enterocolitica u Regionu |, moramo uzeti
u obzir i duzZinu transporta svinja koji je za ove regione bio najduzi >4h. U sluéaju duZeg
transporta (>4h) prevalencija je bila veéa (10,9%) u odnosu na kraéi transport (<4h) gde je
iznosila 9,2%. Utvrdeno je da uticaj transporta na nalaz Y. enterocolitica nije bio statisticki
znacajan (p=0,435) ali ga ne moZemo u potpunosti zanemariti, narocito kada uzmemo u obzir
¢injenicu da stresni dogadaiji, kao Sto je npr. trasport, doprinose intenzivnijem medusobnom
kontaktu pri ¢emu se stvara veca mogucénost za unakrasnu infekciju i kontaminaciju. Za
transport svinja u nasoj studiji koriséeni su specijalizovani kamioni sa podnom povrSinom u
jednom ili dva nivoa ali je utvrdeno da vrsta transportnog sredstva (spratni ili jedan nivo)
nema statisti¢ki znacajan uticaj na prevalenciju (p=0,300). Od ranije je poznato da se neke
svinje mogu inficirati tokom transporta (Fukushima i sar., 1990). Skjerve i sar., (1998) utvrdili
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su da transportna sredstva (sopstveni kamioni klanica) mogu uticati na veéi nivo nalaza Y.
enterocolitica, medutim to u nasoj studiji nije bio slucaj. Verovatno je da postupci temeljnog
pranja i dezinfekcije kamiona na klanicama imaju uticaj na manju verovatno¢u pojave
unakrasne kontaminacije tokom transporta pa samim tim i na manju prevalenciju.

Fredriksson-Ahomaa i sar., (2000b) pronasli su znacajnu razliku u prevalenciji izmedu klanica
koja moze biti posledica postojanja razlicitih postupaka klanja, razli¢itih higijenskih mera i
razli¢itog porekla primljenih svinja. U nasoj studiji prevalencija je bila najveéa na klanici B
(16,8%) Ciji je satni kapacitet klanja bio najveci (100 svinja/h). Uticaj kapaciteta klanice na
ukupnu prevalenciju u nasoj studiji univarijantnom statisickom analizom pokazao se kao
statisticki znacajan (p=0,042). Medutim uklju¢ivanjem ovog faktora u model multivarijantne
logisticke regresije ovaj faktor nije bio od znacaja za prevalenciju. Van Damme i sar., (2015)
su takode utvrdili da je nalaz jersinija bio veci na klanicama velikog kapaciteta. Analizirajudi
rezultate u odnosu na druge ispitivane karakteristike kao $to su sezona, region i tip farme
utvrdeno je da je u svim slu¢ajevima prevalencija bila najveca na klanici B. Veéi nalaz u klanici
veéeg kapaciteta moze biti povezana sa veéim brojem farmi sa kojih se dobavljaju svinje
tokom dana i samim tim postoji i veci rizik od unakrasne kontaminacije tokom smestaja u
depou klanice ukoliko dolazi do mesanja svinja sa razli¢itih farmi. Vedi kapacitet klanice
zahteva i vedi broj ljudi koji obraduje trupove Sto moZe dovesti do vece verovatnode
unakrasne kontaminacije.

Postoji mogucnost da kontaminacija trupova nastane i u samoj klanici. Naime utvrdeno je da
povrsine u klanici ¢esto mogu biti kontaminirane. Dokazano je prisustvo Y.enterocolitica na
testeri za rasecanje trupova, na kukama za kacenje iznutrica, na noZzevima i sl. (Fredriksson-
Ahomaa, 2001b).

Na nasSim klanicama glava se ne odvaja od trupa vec se elektricnom testerom raseca na
polovinu u jednom potezu zajedno sa trupom pa prilikom rasecanja trupa testera dolazi u
kontakt sa tonzilama i jezikom. Imajuéi u vidu da su bakterije pronadane na tonzilama,
rasecanje trupova elektricnom testerom, zasecnje limfnih ¢vorova i dalja manipulacija glavom
moze biti preduslov za dalje Sirenje i kontaminaciju na mnogo veéem broju trupova u klanici.
Ovu hipotezu dodatno potvrduje ¢injenica da su patogene Y.enterocolitica u ranijim studijama
utvrdene na testeri za rasecanje trupova (Laukkanen i sar., 2010). Postupci sterilizacije testere
toplom vodom izmedu rasecanja dva trupa mogu doprineti smanjenju nalaza jersinija na
klanici. OpSte je poznato je da higijenske mere za smanjenje rizika od kontaminacije
patogenim bakterijama ukljuuju izmedu ostalog podvezivanje i zastitu rektuma plasti¢énom
kesom odmah posle odvajanja od prirodnih veza. Medutim, u cilju smanjenja pocetne
kontaminacije Y.enterocolitica, znacajnu ulogu imalo bi i odvajanje glave od trupa pre
rasecanje glave i razdvajanja jezika kako bi se sprecila unakrasna kontaminacija sa
Y.enterocolitica koja se nalazi na tonzilama i unutrasnjim povrSinama obraza. Iz tog razloga bi
u buducem periodu obuke radnika trebalo da obuhvataju i poglavlja o pravilnom rukovanju
tonzilama svinja i odvajanju glave od trupa pre rasecanja. Prema vazaéim propisima u okviru
post mortem inspekcije mesa obavezan je pregled i zasecanje mandibularnih limfnih évorova.
Cinjenica da se infekcija Y.enterocolitica $iri limfnim putevima, zasecanje limfnih &vorova
moze predstavljati rizik od dalje unakrasne kontaminacije. U cilju smanjenja rizika od
unakrasne kontaminacije zasecanjem limfnih ¢vorova, preporuka je da veterinar na liniji
klanja bude upoznat sa statusom gazdinstva porekla svinja u smislu da li je slobodno ili ne od
Y.enterocolitica $to bi bilo utvrdeno prethodnim monitoringom.
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Voda mozZe imati znacajnu ulogu kao izvor infekcije ili kao sredstvo prenosa infektivnih
agenasa. U prilog tome govore i dokazi o nalazu Y. enterocolitica u vodi za pi¢e u pojilicama
na farmama svinja (Pilon i sar., 2000). U nasoj studiji na svega 7 farmi se koristi voda iz
gradskog vodovoda, preostale farme (23) se snadbevaju vodom iz sopstvenih izvora (bunari).
Nalaz Y. enterocolitica u uzorcima tonzila svinja poreklom sa farmi koje koriste vodu iz
sopstvenih izvora bila je neznatno veca (11,3%) u odnosu na farme koje koriste vodu iz
gradskog vodovoda (10,1%), te samim tim nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p=0,626).
Od 23 farme koje koriste vodu iz sopstvenih bunara, samo je osam farmi primenjivalo mere
za kontrolu kvaliteta vode (laboratorijske analize). Ovaj parametar, takode nije bio statisticki
znacajan za nalaz jersinija (p=0,339). Za razliku od naSih rezultata, u ranijim studijama
utvrdena je znacajno manja prevalencija Y. enterocolitica na farmama koje koriste vodu iz
gradskog vodovodnog sistema (Virtanen i sar., 2011).

Procenu nivoa biosigurnosnih mera definisali smo u odnosu na prisustvo/odsustvo
dezinfekcionih barijera na ulazu u farmu svinja. Dezinfekcione barijere na ulazu farme
utvrdene su na 16 farmi od ukupno 30 ispitanih farmi. Nalaz jersinija je bio manji na farmama
koje su imale dezinfekcione barijere (9%) u odnosu na farme na kojima to nije bio slucaj
(12,2%). Univarijantnom statistickom analizom postojanje dezinfekcionih barijera nije bilo
statisticki znac¢ajno (p=0,101), Sto su takode u ranijoj studiji utvrdili Virtanen i sar., (2011). Za
razliku od nasih rezultata Skjerve i sar., (1998) su utrdili da dezinfekcione barijere znac¢ajno
doprinose smanjenju nalaza Y. enterocolitica na farmama svinja. Primena biosigurnosnih
mera ima svoj znacaj za kontrolu unosa patogenih uzronika i vazan segment jeste provera
efikasnosti dezinfekcionih barijera, zatim priprema i sveZina dezinfekcionih rastvora, vrsta
koris¢enih dezinfekcionih sredstava kao i njihova koncetracija.

Velike koli¢ine raznovrsnih hraniva ¢ine farme svinja idealnim staniStem za divlje glodare,
poput miSeva i pacova. Od ranije je poznato da divlji glodari mogu imati ulogu rezervoara ili
prenosioca patogenih mikroorganizama te njihovo stalno prisustvo na farmama svinja
opravdava bojazan da mogu imati ulogu u Sirenju infekcije Y. enterocolitica. Ovu sumnju
opravdava nalaz patogenih biotipova Y. enterocolitica kod miSeva i pacova na farmama svinja
za razliku od glodara koji su ulovljeni na nekim drugim lokacijama (Backhans i sar., 2011). Zbog
toga se u cilju smanjena prevalencije, kako infekcije Y. enterocolitica tako i drugih uzrocnika,
preporucuje redovno sprovodenje mera sistemske derazitizacije od strane ovlaséenih i
sertifikovanih institucija. U naSoj studiji profesionalne mere kontrole glodara i deratizacije
sprovedene su na svega Sest farmi, dok se na preostalim farmama koriste in-house metode
(mamci, macke). Prevalencija na farmama na kojima se ne primenjuju mere profesionalne
deratizaije bila je veca (12,1%) u odnosu na farme na kojima se primenjuju (9,8%), ali ova
razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,286). Sa druge strane, ¢esto prisustvo macaka na
farmama, bilo je povezano i sa nalazom pozitivnih Zivotinja na farmama. Utvrdeno je da
macke mogu biti nosioci Y. enterocolitica BT4/0:3 pa se pretpostavlja da mogu imati odredeni
znacaj kao rezervoari i prenosioci infekcije (Hurvell, 1981).

Utvrdeno je da se patogene Y. enterocolitica ¢esto mogu naci u usitnjenom mesu svinja. Ferl
i sar., (2020) utvrdili su da je 22,6% uzoraka usitnjenog mesa svinja bilo kontaminirano sa Y.
enterocolitica. Ovako visok nalaz je verovatno posledica upotrebe mesa poreklom sa regije
glave i obraza za proizvodnju usitnjenog mesa. Nalaz Y. enterocolitica u mesu ¢ak i u malom
broju moze predstavljati faktor rizika po potrosace zbog toga Sto Y. enterocolitica pripada
grupi bakterija koje imaju sposobnost da se razmnozavaju i pri niskim temperaturama.
Skladistenjem mesa svinja u hladnom lancu, olakSava se rast ovih bakterija usled inhibicije
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rasta mezofilnih bakterija (Fredriksson-Ahomaa i sar., 2001c). Cinjenica da su navike
potrosaca u Srbiji takve da se meso svinja konzumira samo posle termicke obrade a da je V.
enterocolitica termolabilan mikroorganizam, moZe se pretpostaviti da je moguci nacin
infekcije putem unakrasne kontaminacije u slucaju kada se koristi isti pribor i ista radna
povrsina za sveZe i termicki obradeno meso. Primera radi, u Nemackoj postoji tradicionalni
specijalitet mlevenog mesa svinja sa lukom i biberom koje se konzumira u sirovom stanju Sto
predstavlja dodatni rizik od nastanka infekcije Y. enterocolitica. Takode, zbog sposobnosti
rasta pri niZim temperaturama, postoji mogucnost unakrasne kontaminacije prilikom
koris¢enja frizidera za sveze i termicki obradeno meso kao i za drugu hranu koja se konzumira
bez prethodne termicke obrade.

U cilju produzenja roka trajanja i $to duzeg ocuvanja orginalnih senzornih osobina mesa i
svezine u poslednje vreme su sve ¢eSée u upotrebi kako vakum pakovanja tako i pakovanja sa
modifikovanom atmosferom gasova, pri ¢emu se kao gasovi najéeSce upotrebljavaju
ugljendioksid i azot. Istrazivanje koje je sprovedeno na usitnjenom mesu svinja pokazuje da i
pored upotrebe pakovanja sa modifikovanom atmosferom gasova dolazi do porasta broja V.
enterocolitica u mesu tokom skladiStenja pri temperaturi frizidera (lvanovi¢, 2014).

Nalaz ovako velikog broja svinja inficiranih sa Y. enterocolitica BT4/0:3, moguénost dalje
unakrasne kontaminacije tokom klanja i prerade mesa i moguénost razmnoZzavanja pri niskim
temperaturama tokom skladistenja predstavlja rizik po javno zdravlje, zbog ¢ega je vazno
posebnu paznju usmeriti na uslove higijene klanja kao i na rukovanje delovima trupa kao Sto
je glava, zatim tonzile i jezik svinja. Dobro poznavanje izvora i puteva kontaminacije Y.
enterocolitica je od velikog znacaja za sprecavanje bolesti prenosivih hranom.

Pored mera koje se primenjuju na klanici, vazno je posebnu paznju obratiti i na smanjenje
pocetne kontaminacije na farmama porekla. Zahvaljujuci dobijenim rezultatima i poznavanju
faktora rizika u lancu proizvodnje mesa svinja, doprinece se boljem razumevanju znacaja
primene principa dobre higijenske prakse, sto sveukupno ima za cilj smanjenje nalaza Y.
enterocolitica u krajnjem proizvodu. U cilju o€uvanja javnog zdravlja, dobijeni rezultati
ukazuju na potrebu podizanja svesti o znadaju nalaza Y. enterocolitica u mesu svinja i daljem
razvoju programa kontrole ovog patogenog mikroorganizma na farmama kao vainu meru
upravljanja ovim rizikom, sa ciljem smanjenja odnosno eliminacije u lancu proizvodnje mesa
svinja.
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7. ZAKUUCCI

Na osnovu sprovedenih istrazivanja i dobijenih rezultata izvedeni su slededéi zakljucci:

Uzorkovanje je sprovedeno u 30 serija na tri klanice (Region V). Uzeto je 960 uzoraka
tonzila sa trupova zaklanih svinja. Procentulana zastupljenost uzetih uzoraka po
regionima bila je sledeéa: Region | (Severno Backi i Juzno Backi okrug), 16,7%; Region
Il (Sremski okrug), 39,4%; Region Il (Macvanski okrug), 15,6%; Region IV (Podunavski
i Branicevski okrug), 11,5%; i Region V (Toplicki, Rasinski i NisSavski okrug), 16,9%. Udeo
uzoraka po sezonama bio je ujednacen i iznosio je: leto (25%), jesen (25%), zima (27%)
i prolece (23 %);

Tokom jednogodisenjeg ispitivanja, ukupno je 83,3% (25/30) serija uzorkovanja bilo
pozitivno na Y. enterocolitica. Od ukupno ispitanih 960 uzoraka tonzila svinja, Y.
enterocolitica je izolovana iz 100 uzoraka, tako da je ukupna prevalencija iznosila
10,4% (95% Cl=8,5-12,3%). Najveca prevalencija utvrdena je na klanici B i iznosila je
16,8%, dok je na klanici A iznosila 10% i klanici C 8,9%. Utvrdeno je da je Region |
podrucje sa najve¢im brojem pozitivnih svinja, a znacajno manji broj potvrden je u
Regionu Il (p<0,003), Il (p<0,001) i V (p<0,001);

Kao najcesci bioserotip utvrden je BT4/0:3 koji ima udeo od 79 % u odnosu na broj
pozitivnih uzoraka. Kod 5 % uzoraka, izolovani su saharoza negativni izolati BT4 S-/0:3.
Udeo preostalih izolavanih bioserotipova bio je sledeéi: BT2/0:5,27 (3%); BT3/0:3
(5%); BT1B (1%); kao i nepatogeni soj BT1A (7%). Svi ispitani izolati (125) bili su osetljivi
na cefotaksim, ceftazidim, meropenem, gentamicin, trimethoprim, sulfonamid, dok je
sledeéi obrazac rezistencije utvrden, samo na ampicilin (80,8%), ampicilin i
nalidiksinsku kiselinu (12,8%), zatim na ampicilin, nalidiksinsku kiselinu, hloramfenikol
i tetracikline (5,6%) i ampicilin i cefoksitin (0,8).

Svi ispitani izolati Y. enterocolitica BT4/0:3 i BT4S-/0:3 sadrzali su ail i ystA gen dok su
bili negativni na prisustvo ystB gena.
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e Analizirajuci podatke PFGE profila Y. enterocolitica BT4/0:3 i BT4 S-/0:3, utvrdeno je
pet razlicitih genotipova (G1-G5), sa zajednickim identi¢nim genetskim profilima
(100% sli¢nosti) unutar svakog genotipa;

e Analizom faktora rizika uocen je dvostruko povecan rizik od infekcije kod svinja koje
poti¢u sa farmi Tip Il (farme za tov svinja) u poredenju sa farmama Tip | (farme
zatvorenog tipa, od prasenja do kraja tova) (p<0,001). Povecani rizik od infekcije
postoji i za produzeno vreme boravka u depou klanice (>3h) u odnosu na krace (0-3h)
vreme zadriavanja na nivou klanice (p<0,035), Sto se ti¢e sezona, utvrdena je skoro
Cetvorostruka verovatnoca infekcije svinja tokom zimske sezone u poredenju sa
drugim godisnjim dobima (p<0,001).
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