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PREVALENGIJA ZARAZNE JOHNE-OVE
BOLESTI GOVEDA U UMBRIJI, ITALIJA

SAZETAK

Ukupno 788 uzoraka seruma uzetih od mlije¢nih gove-
da u Umbriji, Italija, ispitano je na prisustvo antitijela na
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)
pomocu komercijalnog ELISA testa (imunoenzimski test).
Uzorkovane Zivotinje uzgajane su na 19 farmi iz sredisnjeg
dijela pokrajine Umbrije (okruzi Perugia i Assisi). Koristeci
grani¢nu vrijednost za pozitivan test prema preporuci pro-
izvodaca, utvrdene su 44 pozitivne Zivotinje (5,6%). Na
temelju osjetljivosti i specificnosti ELISA testa koje navodi
proizvodac, izracunato je da je ukupna ucestalost bolesti
u mlijecnih goveda u Umbriji ustvari iznosila 9,7% (grani-
ce pouzdanosti 99%, 7,0%, 12,4%).

Kiljucne rijeci: paratuberkuloza, Johne-ova bolest, Kro-
nova bolest

Johne-ova bolest je kroni¢na bolest slabosti
prezivaCa koju uzrokuje bakterija Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP). Ovoj se
bolesti posljednjih godina pridaje sve veéi znacaj
zbog moguce povezanosti s gastrointestinalnim
bolestima ljudi. Poveéana svijest o toj bolesti medu
uzgajivacima mlijeCnih goveda takoder je potaknuta
izvijeS¢ima o negativnom ucinku Johne-ove bolesti
na proizvodnju mlijeka i sveukupnu gospodarsku
dobrobit mljekarske industrije. S obzirom na njene
finalne ucinke, bolest stvara znatan problem i u
industriji goveda mesnih pasmina, jer uslijed dugo-
trajnog proljeva zivotinje postaju izmucéene, dolazi
do razvoja submandibularnog edema (takozvana
“bottle jaw”), a i samo meso pri klaoni¢koj inspekciji
ne zadovoljava uvjete za koristenje u ljudskoj pre-
hrani. U nekim europskim zemljama se raspravljalo
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0 programima suzbijanja bolesti na medudrzavnoj
ili ¢ak nacionalnoj razini, te o moguéim vezama
izmedu Kronove bolesti i paratuberkuloze (Anonim.,
2002). Na moguc¢u vezu izmedu paratuberkuloze
izazvane Mycobacterium avium subsp. paratu-
berculosis (M. paratuberculosis) i Kronove bolesti
prvi put je ukazano 1913. godine, kada su uo¢ene
sli€nosti izmedu makroskopskih patoloskih nalaza i
simptoma Johne-ove bolesti u goveda i onih Kro-
nove bolesti u ljudi. Danas se opcenito vjeruje da
u etiologiji Kronove bolesti sudjeluje vise ¢imbenika
s genetskom predispozicijom, ¢imbenici okoline
(uzro¢nik, prehrana ili pusenje), te abnormalna
upalna reakcija. Dokazi koji govore u prilog posto-
janja veze izmedu M. paratuberculosis i Kronove
bolesti ukljuCuju: viSe stope otkrivanja M. paratu-
berculosis pomoc¢u PCR i kulture uzoraka iz crijeva
bolesnika oboljelih od Kronove bolesti u odnosu na
kontrolnu skupinu; prikaz seroloSkog odgovora na
antigene M. paratuberculosis u bolesnika oboljelih
od Kronove bolesti; te anti-M. paratuberculosis tera-
pija antibioticima koja dovodi do remisije bolesti, ili
znatnog poboljSanja stanja bolesti u brojnih bolesni-
ka (Dorshorst, N. i sur., 2006). Zajedni¢ko misljenje
struénjaka je da informacije kojima se sada raspo-
laZe nisu dovoljne da bi se potvrdilo ili opovrgnulo
da je M. paratuberculosis uzrok pojave Kronove
bolesti, ali je ta pretpostavka jo$ uvijek vjerojatna.
Nedavno otkri¢e predisponiraju¢eg gena u osoba
s Kronovom bolesti, NOD2/CARD15, ne iskljucuje
unaprijed ulogu M. paratuberculosis u patogenezi
nekih slu¢ajeva Kronove bolesti, buduéi da je funk-
cija ovog gena osjetljivost na crijevne bakterije. Ako
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M. paratuberculosis zaista doprinosi pojavi Kronove
bolesti, tada mozda ne djeluje kao konvencionalan
uzro¢nik. Da bi se uspostavio djelotvoran program
prevencije, potrebni su osnovni podaci o prevalen-
ciji (posebice za razna geografska podrudja i nacine
uzgoja). Pracenje MAP je otezano zbog kroni¢ne pri-
rode zaraze i nedostatka dobrih metoda ispitivanja
za zivotinje u pred-klinickim fazama bolesti. Ranije
provedena ispitivanja u SAD uglavnom su bila ogra-
ni¢ena na pojedina geografska podrudja u kojima je
seroloskom pretragom bolest utvrdena u ¢ak 7,29%
krava i 50% uzgoja, a pretragom kulture fecesa u
3,05% slu€ajeva. Rasirenost bolesti na razini stada
iznosila je 18% u Belgiji, odnosno 16,7% u obalnim
podru¢jima Kanade. U Austriji je pojava bolesti u
pojedinih goveda Holstein pasmine utvrdena u 3 ili
8% Zivotinja, ovisno o upotrijebljenoj ELISA tehnici
ispitivanja, dok je u Belgiji utvrdena u 0,87% Zzivo-
tinja (1). Nacini uzgoja i proizvodni prostori znatno
se razlikuju u mljekarskoj industriji. Manja stada se
Cesto drze na pasnjacima koji im daju znatne koli¢ine
potrebne hrane. U okrugu Assisi nalazi se jedno od
najstarijin zatvorenih uzgajaliSta mlijecnih goveda u
toj pokrajini. U njima se koriste kompletne smjese
razliitog sastava kao i suha sto€na hrana. Na tim
farmama telad se Cesto uzgaja u prostorima koji su
potpuno odijeljeni od Stala mlije€nih krava — ili (oko
50% uzgoja) se telad ustupa vanjskim kooperanti-
ma na daljni uzgoj i proizvodnju mlijeka. Sredisnji
dio pokrajine (okruzi Perugia i Assisi) ima najviSe
mlijeCnih goveda, s priblizno 5000 mlije¢nih krava.
Cijela regija ima populaciju od 10.000 mlije¢nih kra-
va. Mljekarska industrija u ovom podrucju posjeduje
Stale otvorenog tipa, a karakteristike uzgoja su sli¢-
ne onima koje se primjenjuju na farmama mlije¢nih
krava u sjevernom dijelu ltalije. Uzgajivaci Cesto
nabavljaju podmladak krava i junica, kao i bikova.
To pak predstavlja poveéanu opasnost od ulaska
Zivotinja zarazenih Johne-ovom bolesti u postoje-
¢a zdrava stada. Isklju€enja iz uzgoja Cesta su u
tim podruc¢jima (manje od 15% godisSnje). Klini¢ka
pojava Johne-ove bolesti relativno je visoka na tim
farmama gdje je vecina krava >5 godina starosti.
Ispitivanje koje smo proveli imalo je za cilj utvrditi
seroprevalenciju Johne-ove bolesti-MAP u mlije¢nih
goveda u Umbriji, Italija.

MATERIJAL | METODE

Posijetili smo na 19 farmi mlije¢nih goveda u okru-
zima Perugia i Assisi i uzeto je 788 uzoraka krvi u
razdoblju od sije¢nja do rujna 2006. g. Farme su
nasumiéno odabrane iz banke podataka identifi-
kacijskih brojeva uzgajaliSta na samom pocetku
ispitivanja (preciznije, svi su brojevi za odredeno
podrucje odStampani, razrezani u papirice i izvuceni
iz “SeSira”). Odabrane su kako bi predstavljale mlje-
karsku industriju srediSnje Umbrije prostorno, pa je
stoga viSe farmi odabrano iz podrucja gdje ih je bilo
viSe. S priblizno 350 farmi mlijeénih goveda i 10.000
krava u Umbriji, veli¢ina ovog uzorka je na razini
pouzdanosti od 99% za oc&ekivanu prelavenciju u
cijeloj zemlji na razini krave do 0,56% (£1,5%) i razi-
nu pouzdanosti od 99% za oCekivanu prelavenciju u
cijeloj zemlji na razini uzgoja do 20% (+10%) (Win
PEPI 5.5 http://www.brixtonhealth.com). Ovisno o
kojem se podrucju radilo podskupina uzgajalista
muzara koje su koriStene u ovom ispitivanju pri-
mjenjivala je varijabilno sli¢ne uzgojne prakse $to
se ti€e Johne-ove bolesti kao i ve¢a skupina uzor-
kovanih farmi. Na svakoj od njih se muzlo viSe od
50 krava. Uzorci su ispitivani sukladno specifikaci-
jama proizvodaca s komercijalnim ELISA testom za
Johne-ovu bolest (HerdChek Mpt, IDEXX Labora-
tories ltalia SrL, Milano, Italija). Uzorci su pocetno
ispitivani samo na jednostrukim jazicama, a svaki
uzorak sa S/P omjerom izmedu 0,15 i 0,30 ponovo
je ispitan na modelu dvostrukih jazica. Kod ponovo
ispitivanih uzoraka, klasifikacija pozitivan, negativan
ili suspektni nalaz temeljila se na rezultatima analize
u dvostrukim jazicama. U uputi za ELISA test, proi-
zvodac navodi da “test pokazuje osjetljivost ve¢u od
50% i specifinost iznad 99%”. Prave prevalencije
su izraCunate pomoc¢u standardnih metoda (http://
www?2.unipr.it/~bottarel/epi/[HomePage.html).

REZULTATI

Od ukupno 788 uzorkovanih krava, 44 (5,6%) je
bilo pozitivno kada je koristen S/P omjer od 0,30 kao
grani¢na toCka (prema preporuci proizvodaca ELI-
SA testa). Koristeci vrijednost osjetljivosti od 50% i
specificnosti od 99% (prema navodu proizvodaca),
izraCunata je prava ukupna prevalencija u mljecnih
krava u Umbriji od 9,7% (99% CI, 7,0%, 12,4%). Iz
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iskustva je poznato da su vrijednosti osjetljivosti i
specifienosti koje navodi proizvodal optimisti¢ne.
Ako se pretpostavi da osjetljivost i specificnost ELI-
SA testa iznosi 27% odnosno 90%, tada bi prava
ukupna prevalencija u mlje¢nih krava u Umbriji bila
18% (99% ClI, 16,3%. 19,7%), a vrijednosti istinske
prevalencije su izraCunate kao 14,6 (99% Cl, 18,1%,
21,7%). Ako se koristi grani¢na vrijednost koju pre-
poruca proizvodac, te ako je pojedino stado klasifi-
cirano kao pozitivho na temelju nalaza jedne ili viSe
sero-pozitivnih Zivotinja, tada bi 9 (47,4%) uzgoja
u tom podrucju bilo klasificirano kao pozitivno. Pri-
mjena testa sa specifiCnosti <100% i ponavljano
ispitivanje rezultira pove¢anom mogucnoscéu lazne
identifikacije Zivotinje kao pozitivne, i shodno tome
cijelog stada. Stoga bi mozda bilo primjerenije da se
stado klasificira kao pozitivno jedino ako se u njemu
nalazi vise sero-pozitivnih zivotinja. Ako se primjeni
jo$ strozi standard (=2 sero-pozitivne Zivotinje) to ¢e
dovesto do toga da ¢e 6 (31,6%) stada biti klasifici-
rano kao pozitivna.

DISKUSIJA

Utvrdili smo da je sero-prevalencija Johne-ove
bolesti unutar raspona prevalencije koja je rani-
je objavljena za ltaliju i druge zemlje EU (2, 5, 7).
Agresivna praksa iskljuCenja pozitivnih grla iz
uzgoja (poput one koja se primijenjuje na farmama
sjeverne lItalije), mogla bi ublaziti gospodarske Ste-
te (6). Sve dok se ne provedu temeljita ispitivanja
epidemiologije i gospodarskog znacaja Johne-ove
bolesti u uzgojima mlije¢nih krava, preostaje samo
da se utvrdi je li ekonomski utjecaj MAP dovoljno
velik da bi opravdao obavezno uvodenje programa
sprieCavanja bolesti na drzavnoj razini (umjesto
sada$nje strategije koja se oslanja na procjenama
individuanim procjenama proizvodaca o tome da li
Johne-ovu bolest smatraju znaajnim problemom
koji opravdava primjenu agresivnih strategija sprje-
¢avanja bolesti u vlastitim uzgojima) (8). Odavno je
poznato da se MAP moze izolirati iz neobradenog
mlijeka krava klini€ki zarazenih paratuberkulozom.
Vjerojatno je da se mikroorganizmi nalaze unutar
populacije monocita kojima mlijeko obiluje, ali se oni
takoder nalaze izvan stanica. Nedavno provedeno
ispitivanje je pokazalo da se MAP moZze izolirati
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iz mlijeka naizgled zdravih, supklini¢ki zarazenih
krava (Anonim., 2000). KliniCki zaraZene Zivotinje
mogu izlugiti izmetom ¢ak do 1012 MAP po ml. Sup-
klini¢ki zaraZzene Zivotinje mogu takoder izlu€ivati taj
mikroorganizam, ali u manjim koli¢inama. Zarazene
mlije€ne krave i ovce izluCuju MAP putem mlijeka
(9). Uzevsi u obzir visoku prevalenciju MAP u mli-
je€ne i domace stoke u zapadnom dijelu Europe i
Sjevernoj Americi, nije moguce izbjec¢i povremenu
pojavu MAP u cisternama s mlijekom koje se dovozi
u pogone za pasterizaciju. To se neobradeno mli-
jeko obi¢no podvrgava bilo postupku pasterizacije,
UHT obradi ili sterilizaciji. Udio konzumacije svake
pojedine kategorije mlijeka znatno varira u Euro-
pi. Zbog otezanog izoliranja uzroc¢nika, pokazalo
se problemati¢nim eksperimentalno utvrdivanje
djelotvornost postupaka obrade kao $to je paste-
rizacija. Rezultati nekih ispitivanja su pokazali
da se mikroorganizam MAP pripremljen u in vitro
podlogama, te inokuliran u mikrobijskim koncentra-
cijama u punomasno kravlje mlijeko koje je zatim
obradeno eksperimentalnom pasterizacijom, i dalje
mogao izolirati iz nekih uzoraka koji su ostavljeni
na temperaturi od 65°C kroz 30 minuta (standar-
dna Holderova metoda) ili na 72°C kroz 15 sekundi
(High Temperature Short Time — metoda visoke
temperature kroz kratko vrijeme) (2, 10). Ta su ispi-
tivanja kritizirana prvenstveno temeljem tvrdnje da
eksperimentalna pasterizacija ne reproducira to¢no
uvjete kao Sto je turbulentan protok koji postoji u
komercijalnim uredajima za pasterizaciju. Nadalje,
zbog prisustva mikroorganizma u monocitima, takvi
pokusi nasadivanja ne mogu biti reprezentativni. U
nedavnom privremenom izvjeScu o istrazivanju koje
je jos u tijeku u UK spominje se nalaz zive MAP u
oko 5% analiziranih uzoraka neobradenog mlijeka,
iako jo§ nema podataka o broju prisutnih mikroor-
ganizama ( Cerf O Fau - Griffiths i sur., 2007). Zbog
prisustva MAP u neobradenom mlijeku, uzrocnik
moze biti prisutan i u sirevima koji se pripremaju od
neobradenog mlijeka zarazenih zivotinja ili od mlije-
ka koje je pasterizirano na niskoj temperaturi prije
procesa proizvodnje sira. MAC (Mycobacterium
avium compleks) su uglavnom otporni na kiselinu
i poznato je da mogu biti otporni na kisele uvjete
nastale u intracelularnim fagolisosomima kao dije-
la njihove strategije prezivljavanja unutar stanice
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domacina. MAC stoga moze prezivjeti u uvjetima
niske vrijednosti pH karakteristicne za proizvodnju
sira, premda ponovna izolacija i uzgoj MAC na kon-
vencionalnoj podlozi mogu biti nepouzdani. Zasada
nisu objavljeni radovi o laboratorijskim istrazivanjima
usmjerenima isklju¢ivo na utvrdivanje eventualnog
prisustva MAP u siru, ali su epidemioloska istraziva-
nja ¢imbenika ekoloskog rizika za MAC u bolesnika
oboljelih od HIV utvrdila da postoji pove¢ana opa-
snost povezana s konzumacijom tvrdih sireva (3).
Poznato je da se makrofagi koje sadrze MAP mogu
naci u bilo kojem dijelu tijela Zivotinja u uznapredo-
vanom multi-bacilarnom obliku Johne-ove bolesti.
Nalaze se u vecini tkiva uklju€ivsi limfne Evorove,
slezenu, kostanu mozdinu, jetru, bubrege i pluéa, i
iako je sam titar bakterija nizak moguce je uspjes-
no izdvoijiti i uzgojiti MAP. U podrudjima s visokom
prevalencijom MAP zastupa se primjena programa
za sprjeCavanje i kontrolu ove skupe bolesti na svim
farmama. U osnovi, svaki program bi trebao imati za
cilj kontrolu broja bakterija Johneove bolesti u gnoju,
kolostrumu, kod procesa s mlijekom te postupaka sa
inficiranim Zivotinjama. Fundamentalnim korakom
se smatra smanjenje izlaganja novorodene teladi
gnoju koji moZe biti kontaminiran, zatim osigura-
vanje Ciste hrane i vode za napajanje kako mladim
tako i odraslim zivotinjama. Neophodno je vazno
sprijeciti pristup mladih Zivotinja gnoju podrijetiom
od odraslih jedinki. Kontrola broja Johneovih bakte-
rija u postupcima s kolostrumom i mlijekom se svodi
na koristenje kolostruma ,niskog rizika” i mlijeka
»niskog rizika”, to jest korisStenje kolostruma podrije-
tlom samo od zdravih krava koje su dale negativan
rezultat na nedavno testiranje na Johneovu bolest i
imajuéi na umu da se skupnim sabiranjem mlijeka
povecava moguénost inficiranja velikog broja teladi
mlijekom od samo jedne inficirane krave. U uzgoju
goveda mesnih pasmina kolostrum podrijetiom od
krava ,niskog rizika” se moze Kkoristiti uz pomoc¢
hladenja i zamrzivanja. Jo§ jedna indikacija jest
koristenje nadomjestaka kolostruma pogotovo ako
je u stadu infekcija prisutna u visokom stupnju. Iste
sugestije vrijede i za mlijeko: bolje je koristiti mlije¢-
ne nadomjestke negoli mlijeko nepoznatog statusa,
pasterizirano mlijeko ili mlijeko podrijetiom samo
od krava sa negativnim rezultatima na nedavno
provedenom testiranju na Johneovu bolest. Dobar

postupak jest i temeljito €iS¢enje vimena i sisa pri-
je same muznje mlijeka namjenjenog za hranjenje
teladi. Kad je rije€ o postupku s inficiranim Zivotinja-
ma, potrebno je Sto prije identificirati i ukloniti klini¢ki
oboljele Zivotinje i Zivotinje u kasnom stadiju bolesti;
testiranjem pronaci jedinke u subklini¢kom stadiju te
definirati status samog stada. Kako su za organi-
zaciju samog programa kontrole bolesti neophodni
podaci (pogotovo za razli€ita zemljopisna podrucja i
nacine upravljanja), ovo istrazivanje predstavlja prvi
pokusaj u prikupljanju osnovnih podataka u talijan-
skoj regiji Umbriji u svrhu daljnjeg prou¢avanja utje-
caja Jonheove bolesti na goveda mlije¢nih i mesnih
pasmina.

ZAHVALE

Ovo istrazivanje je provedeno zahvaljujuci potpori
Ministarstva vanjskih poslova, Direzione Generale
per la Promozione e Cooperazione Culturale, Rim,
Italija, lzvr8nog programa znanstvene i tehnicke
suradnje izmedu Republike Italije i Juznoafricke
Republike 2005-2007, u okvirima znacajnog bila-
teralnog projekta izmedu Veterinarskog fakulteta
Sveudilista u Perugi, ltalija, i Veterinarskog fakulteta
Sveudilista u Pretoriji, Juzna Afrika.

RIASSUNTO
LA PREVALENZA DELLA MALATTIA DI JOHNE NEU
BOVINI NELL” UMBRIA, ITALIA

E’ stata valutata la prevalenza dell’enterite paratuberco-
lare in alcuni allevamenti di bovini da latte in Umbria. Allo
scopo ¢ stato effettuato uno screening tramite test ELISA
che consente lindividuazione di animali con immunitf
umorale nei confronti di MAP (Mycobacterium avium com-
plex). Il test ELISA ha messo in evidenza una prevalenza
variabile nelle aziende saggiate, con una media comple-
ssiva del 5.6% ed una prevalenza vera nella regione del
9.7% (limiti fiduciari 99%, 7.0%, 12.4%,).
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KVALITATIVNO-KVANTITATIUNA SVOJSTVA
MESA NOVOZELANDSKOG BIJELOG KUNIGA

SAZETAK

Kao materijal za eksperiment posluZile su jedinke novo-
zelandskih bijelih kunica, koji su hranjeni ad libitum indu-
strijskom peletiranom hranom, uz dodatak malih koli¢ina
zelene mase i sijena. Eksperimentom je obuhvaceno 30
kunic¢a i to 15 muskih i 15 Zenskih. Definiranu Zivu masu
od 1800 do 2000 g kunici su postigli za 75 dana, nakon
Cega su prispjeli na klanje. U radu se iznose rezultati
istrazivanja tovnih i klaonickih svojstava, kao i sastav i
Svojstva mesa novozelandskog bijelog kunica. Dostignuta
prosjecna Ziva masa mus$kih kunica bila je 1963,67 g, a

Skandro' M., A. Tarig?, B. Ali¢?, T. Goleti¢*, A. Kustura*

randman 44,93 %, dok je kod Zenskih kunica prosje¢na
Ziva masa bila 1907,00 g, a randman 45,08 %. Prosjec¢ni
udio zadnjeg dijela trupa kod muskih/Zenskih kunica bilo
je 33,27 % / 32,34 %, lednog dijela 34,90 % / 34,43 %, a
prednjeg dijela trupa 22,57 % / 22,45 %. SadrZaj vode u
mesu muskih/Zenskih kunica bio je u prosjeku 74,93 % /
74,39%, sadrzaj bjelanevina 22,02% / 21,79 %, sadrzaj
masti 0,48 % / 0,96 %, a sadrzaj mineralnih tvari 1,26%
/1,17 %.

Kljuéne rijec¢i: Novozelandski bijeli kuni¢, kvaliteta
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