UDK 636.4.033 Strucni rad
Professional paper

OTKRIVANJE SVINJA SKLONIH MALIGNOJ HIPERTERMIJI
(STRES- SINDROMU)

P. Sencic

SaZetak

Sklonost svinja malignoj hipertermiji (stres sindromu) posljedica je intenzivne i
jednostrane selekcije na visoku mesnatost. Najmanja je uCestalost stresu sklonih
svinja u populacijama velikog jorkSira, a najvece kod izrazito mesnatih pasmina
svinja (pietren, belgijski landras). Svinje sklone stres sindromu obiljeZavaju slabija
vitalnost, ¢e$¢a iznenadna uginuca, osobito tijekom transporta, slabija plodnsot, te
izraZena mesnatost uz udestaliju pojavu mesa loSije kakvoce (blijedo, mekano,
vodnjikavo, tzv. BMV meso). Za otkrivanje stresu sklonih svinja postoji vise
postupaka (metoda), a najée§ce se primjenjuju: halotan test, CK test i metoda
lancane reakcije polimerazom. Zbog brZeg provodenja i pouzdanosti, metoda
lanéane reakcije polimerazom je najprihvatljivija.

Uvod

Pozeljne ucinke selekcije - bolju plodnost, tovnost, a osobito mesnatost svinja
prate, na Zalost, i negativne pojave - slabija vitalnost, veca sklonost stres-sindromu
(Porcine Stress Syndrome - PSS) i proizvodnja blijedog, mekanog i vodnjikavog mesa
(Pale Soft Exudative - PSE). Sklonost svinja stres-sindromu i proizvodnja mesa loSije
kvalitete u etiopatogenetskoj su vezi. Etiologija im je vrlo kompleksna - uvjetovani su
genetskim, ali i paragenetskim ¢imbenicima. Zbog velikih financijskih gubitaka,
uzrokovanih slabijom vitalno$¢u i iznenadnim uginuéima stres-osjetljivih svinja,
njihovom slabijom plodnoséu i pojavom mesa loSije kvalitete, ovom problemu se u
svijetu, a posljednjih godina i u nas, poklanja sve viSe pozornosti u ispitivanjima.

Svinje sklone stres-sindromu obiljeZava naglaSeno razvijena muskulatura, osobito
butna, pojacana somatotropna (STH) i oslabljena tireosomatotropna (TSH) i adreno-
kortikotropna (ACTH) aktivnost hipofize, niska podraZajna razina centralnog
Ziv€anog sustava i umanjena funkcionalnost krvotoka. Zbog poremeéenog neuro-hor-
monalnog stanja i oslabljene konstitucije, svinje suvremenih mesnatih pasmina sve se
teZe prilagodavaju na promjenjene i, osobito, na nepovoljne uvjete okolisa (stresore).
Daljnjom selekcijom, uz primjenu isklju¢ivo konvencionalnih metoda za postizanje
genetskog napretka, moZe se oCekivati daljnje slabljenje biologkih funkcija i otpornosti
svinja na nepovoljne ¢imbenike okolisa.

U intenzivnoj proizvodnji svinje su stalno izloZene utjecaju razlicitih stresora.

Dr. sc. Puro Senci¢, Poljoprivredni fakultet Osijek
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Utjecaj stresora moZe prouzrociti iznenadno uginuce stres-osjetljivih svinja, osobito
u vrijeme transporta, kada su izloZene naglom fizi¢kom i psihickom opterecenju.
Ukoliko svinje ipak ne uginu, mogu se razviti razliciti oblici miopatije (atrofija
kaudalne butne muskulature, nekroza ledne muskulture i ponekad miokarda), a post-
mortalno tzv. BMV (blijedo, mekano i vodnjikavo) meso ili, rjede, tzv. TCS (tvrdo,
Cesto i suho) meso.

U cilju suzbijanja pojave stres-sindroma (PSS) i sprecavanja proizvodnje mesa
lo§ije kvalitete (BMV), stres-osjetljive svinje treba izlugiti iz rasploda. Otkriti se mogu
na viSe nacina:

- analizom aktivnosti misiénih enzima u krvnoj plazmi (laktodehidrogenaze -
LDH, kreatin kinaze - CK, aldolaza dehidrogenaze - ALD, glutamat-piruvatne tran-
saminaze - GOT, malat-dehidrogenaze - MDH),

- analizom aktivnosti hormona u krvnoj plazmi (adrenalin, glukokortikoidi, tirok-
sin i dr.),

- mjerenjem sadrZaja metabolita glikolize (glukoza, mlije¢na kiselina),

- odredivanjem hemolitickih pokazatelja (hemoglobin, hematokrit, broj stanica),

- odredivanjem svojstava miSi¢nog tkiva biopsijom miSica,

- odredivanjem osjetljivosti na anestetik halotan (halotan- test),

- odredivanjem tipova krvnih grupa i enzimskih sustava, tj. geneti¢kih markera u
krvi,

- metodom lan¢ane reakcije polimerazom (PCR).

U praksi se primjenjuje samo nekoliko postupaka: halotan-test, odredivanje
kreatin-kinaze (CK-test), odredivanje genetskih markera u krvi i metoda lan€ane
reakcije polimerazom.

CK - test

Ovim testom odreduje se aktivnost enzima kreatin-kinaze u krvi 12 - 20 sati nakon
standardiziranog napora (stresa) koji u svinje uzrokuje morfolosko i funkcionalno
ostecenje tkiva i povecanje propustljivosti sarkolema za enzime miSi¢a i njihov prijelaz
u krv. Standardizirani napor, koji ¢e izazvati blagu miopatiju (misi¢nu degeneraciju),
moZe se izazvati npr. tréanjem svinja na 100 m ili preparatom Myostres (Bichard,
1984.), koji se primjenjuje subkutano ili intramuskularno. Myostres aktivira motori¢ni
sustav uz izazivanje drhtavice i simptoma slicnih onima kod PSS: oteZano disanje,
ubrzani puls, povecanje temperature tijela, naizmjeni¢no bljedilo i crvenilo koZe. Krv
treba uzimati iz usne vene, jer se ubadanjem igle kroz misi¢ unose u venu i enzimi iz
misic¢a u kojima je aktivnost CK i do 1000 puta veéa nego u krvi.

Nedostaci CK-testa, kao metode za dijagnosticiranje stres- osjetljivosti svinja, su:

- teZe laboratorijsko dokazivanje enzima, uz potrebu strogog standardiziranja i
pazljivosti,

- velika varijabilnost sadrzaja CK u Zivotinja zbog zna¢ajnog utjecaja ¢imbenika
okolisa,

- kasno dobivanje jasnih rezultata, tek u poodmakloj fazi razvoja miSica, kod
tjelesne mase od oko 60 kg.

60 STOCARSTVO 49:1995 (1-2) 59-64



D. Senéi¢: Otkrivanje svinja sklonih malignoj hipertermiji (stres- sindromu)

Halotan-test

Druga moguénost otkrivanja stres-osjetljivosti svinja je primjena halotan-testa.
Test se temelji na pojavi da svinje sklone stresu, pri inhaliranju halotana reagiraju
specifi¢nim simptomima malignog hipertermnog sindroma (Malignant Hyperthermia
Syndrome MHS): gréenje udova, pjegasto crvenilo koZe, ubrzano dlsan]e tahikardija
i hipertermija (Sybesma i Eikelenboom, 1969.). Zwolm_]e s opisanim simp-
tomima su tzv. halotan-pozitivne (stres-osjetljive), dok one koje pri udisanju narkotika
halotana ne reagiraju opisanim pojavama, ve¢ dolazi do opuStanja muskulature,
spadaju u skupinu tzv. halotan-negativnih (stres-rezistentnih) Zivotinja.

Pri provodenju halotan-testa postoje razlike u uvjetima narkoze: koli¢ina kisika,
koncentracija halotana, trajanje narkoze i dob odnosno masa svinja. Najcesce se za
testiranje uzima prasad tjelesne mase od 18 - 30 kg i izlaZe 4 - 5 minuta udisanju
mjeSavine kisika i 3 - 5% halotana. Kod svinja s pojavom MHS-a, narkoza se odmah
prekida, kako ne bi doslo do acidoznog $oka i uginuéa.

Pozitivna reakcija na halotan uvjetovana je autosomnim recesivnim genom "n",
smjestenim u lokusu Hal. Simptome MHS-a pokazmﬁl samo homozigotno- receswnc
Fivotinje (Hal™), dok su dominantni homozigoti (Hal™) i heterozigasi (Hal\" rezis-
tentni na halotan.

"Halotan-gen" (n) ima znacajan utjecaj na mesnatost svinjskih polovica. Nepre-
kidnom selekcijom na poveéanje mesnatosti svinja, bez istovremene selekcije na
stres-rezistentnost, moZe se oekivati daljnje povecanje frekvencije "Halotan-gena" u
populacijama mesnatih pasmina svinja. Selekcijom na otpornost prema halotanu ne
mora se obvezatno oCekivati i pogorSanje mesnatosti svinja, jer i medu halotan-nega-
tivnim Zivotinjama ima onih s izraZenom mesnato8¢u, na Sto ukazuje i znacajna
varijabilnost mesnatosti kod halotan-negativnih svinja. Halotan-test je sastavni dio
postupka procjenjivanja uzgojnih vrijednosti svinja (osobito nerastova u performans
testu) u svim zemljama s naprednim svinjogojstvom. Neprekidnim radom na otkri-
vanju halotan-pozitivnih svinja, njihova se ucestalost moZe znacajno smanjiti.

S obzirom na osjetljivost na halotan, tj. sklonost stres- sindromu, postoji velika
varijabilnost izmedu pasmina. Svinje velikog jorkSira, duroka i hempSira skoro su
potpuno stres- rezistentne, dok je kod izrazito mesnatih pasmina - belgijskog i
njemackog landrasa, a osobito pietrena (i do 100%), velika ucestalost stres-osjetljivih
Zivotinja. Razlike u frekvenciji stres-osjetljivih svinja postoje i izmedu populacija
unutar pasmina.

Izmedu stres- osjclljivih (halotan-pozitivnih, Hal") i stres- rezistentnih (halotan-ne-
gativnih, Hal ) svm;a postoje znacajne razlike glede proizvodnih sposobnostl Stres-
osjetljive (Hal™) svinje inferiornije su gledc brzine rasta, ali i troSe rnanje hrane za kg
prirasta. Polovice halotan- pozitivnih svinja imaju viSe miSi¢nog tkiva i veée udjele
vrijednijih dijelova - butova, leda i plecki, tj. bolju strukturu u odnosu na polovice
halotan-negativnih svinja. Medutim, misi¢no tkivo halotan-pozitivnih svinja slabije je
kvalitete, na Sto ukazuju niZi pHj (mjereno 45’ post mortem) i pH2 (mjereno 24 sata
post mortem), slabija sposobnost vezanja vode i konzistencija, kao i ucestalija pojava
BMV-mesa.

Ucestalost pojave blijedog, mekanog i vodnjikavog (BMV) mesa u nasim klaoni-

STOCARSTVO 49:1995 (1-2) 59-64 61



D. Senti¢: Otkrivanje svinja sklonih malignoj hipertermiji (stres- sindromu)

cama nedovoljno je ispitana. BMV-meso ima losiji okus i slabiju tehnolosku vrijed-
nost, 3to se ogleda u vecem kaliranju za vrijeme hladenja, smrzavanja, dimljenja,
kuhanja i pecenja, kao i nedovoljnom upijanju sastojaka salamure.

Halotan-pozitivne svinje imaju i loija reproduktivna svojstva. Halotan-pozitivne
krmacCe daju manje Zivo rodene i odbite prasadi, te imaju vece gubitke prasadi za
vrijeme dojenja.

Nedostatak halotan-testa je §to se njegovom primjenom ne mogu otkriti hetero-
zigotne Zivotinje (Hal\™) koje su fenotipski halotan-negativne, ali su nosioci re-
cesivnog gena. Zbog toga i halotan-negativni roditelji mogu dati halotan-pozitivne
potomke. Problem otkrivanja heterozigotnih Zivotinja rijeSen je nakon $to je utvrdena
povezanost lokusa Hal s nekim drugim lokusima, koji nemaju recesivan karakter.

Test prema krvnim markerima

Genski lokus koji kontrolira reakeiju svinja na halotan (Hal) nalazi se na istom
kromosomu s genskim lokusom koji kontrolira sustav krvne grupe H, s lokusom koji
upravlja sintezom enzima fosfoheksoizomeraze - PHI i enzima 6-fosfoglukodehidro-
genaze - 6-PGD, s lokusom za sustav krvne grupe S, te lokusom za postalbumin 2 -
POa2.

Genski lokus PHI odreduju dva kodominantna alela, PHI? i PHI® pa prema tome
postoje Zivotinje s tri razlicita genotipa: PHI*A, PHIPE i PHIB, odnosno s tri razlicite
varijante PHI enzima eritrocita. Alelni gen PHI” najcesée je udruZen s Hal" genom,
Sto ukazuje na moguénost primjene polimorfizma PHI u selekciji protiv stres sindroma
u svinja i loSe kakvoce mesa. Polimorfizam enzima PHI odreduje se elektroforezom
na Skrobnom i agaroznom gelu i specifi¢nim bojanjem elektroforezograma (Detter
isur, 1968.; Gahne i Juneja, 1985.).

Sli¢no lokusu PHI i lokus 6-PGD ima dva kodominantna alela, A i B, koji odreduju
elektroforetske varijante enzima 6- fosfogluko dehidrogenaze.

Lokus krvne grupe S sastavljen je od dva alela, S i s, a daje genotipove SS, Ss i ss.
Nazalost, kod ovog lokusa ne mogu se seroloski razlikovati SS i Ss Zivotinje.

Lokus za serum-protein postalbumin-2 (PO2) je pod kontrolom alela F i S, s tri
genotipa: FF, FS i SS.

H je viSealelni lokus krvne grupe. U literaturi se uglavnom razmatraju samo dva
alela, H* i H', pri &emu je H™ sloZeni alel §to ukljuduje sve alele koji ne proizvode
antigen krvne grupe H”. Nakon §to je otkrivena povezanost izmedu sistema krvne grupe
H i kvalitete mesa (Jensen, 1976.), u Danskoj je od 1976. do 1979. godine
primjenjivana selekcija pomoc¢u markera (Marker Assisted Selection - MAS) u cilju
popravljanja indeksa kvalitete mesa (tzv. KK indeks). Kod svinja krvne grupe H?,
utvrden je visoko signifikantan visak PSE mesa, tako da je pocetni pristup bio da se
eliminiraju sve H (a+) svinje. Ovo je utjecalo na poveéanje indeksa kvalitete mesa na
zadovoljavajucu razinu, smanjenje pojave PSE mesa i frekvencije Hal" gena kod
danskog landrasa. Medutim, povezanost izmedu H krvne grupe i kvalitete mesa je u
meduvremenu nestala, te je u Danskoj 1979. godine opisana selekcija prekinuta, a
selekcija pomoc¢u markera koristi se samo kod problemati¢nih stada (Andersen,
1985.). Lokusi koji su usko vezani s Hal lokusom, tzv. lokusi "markeri", mogu se
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koristiti u selekciji protiv Hal" gena, odnosno stres-sindroma u svinja (PSS) i loije
kvalitete (PSE) mesa.

Elektroforezom i imunokemijskim metodama mOogu se u krvi utvrditi proizvodi
gena tijesno povezanih s Haln genom, pri ¢emu ovi geni mogu pos]uzm kao njegovi
genetski markeri. Izbor gena-markera (alela) pri selekciji protiv Hal" gena, odnosno
stres-sindroma i slabe kvalitete mesa zavisi o odredenoj populaciji svinja.

Metoda lan¢ane reakcije polimerazom (Polymerase Chain Reaction - PCR)

Noviji naCin otkrivanja nositelja gena za malignu hipertermiju (stres sindrom u
svinja) je metoda lan¢ane reakcije polimerazom (Saiki i sur., 1988.). Ova metoda, u
odnosu na halotan test, omogucava testiranje u kratkom vremenu veceg broja Zivotinja
i otkrivanje svih nositelja mutiranog gena. U zapadnoeuropskim zemljama ovaj test je
obvezatan za sva mati¢na stada svinja.

Novija su genetska istraZivanja pokazala da je za pojavu maligne hipertermije
odgovoran gen RYRI (Otsu i sur, 1991.; Fuji isur, 1991.). Ovaj gen proizvodi
membranski protein sarkoplazmatskog retikuluma miSic¢a koji kontrolira protok kalci-
jevihionauretikulumiiz retikuluma tijekom kontrakcije miSic¢a. Ako se u tom proteinu
mutacijom aminokiselina arginin na mjestu 615 zamijeni cistinom, stvara se nenor-
malni proizvod koji uzrokuje nagomilavanja kalcijevih iona u citoplazmi, simptome
maligne hipertermije i uginuce Zivotinje.

Za analiziranje gena RYRI metodom PCR-a, stanice tkiva treba razoriti i iz njih
osloboditi DNA. Testiranje veceg broja uzoraka sastoji se od sakupljanja uzoraka,
izolacije DNA, obrade retrikcijskim enzimom i elektroforeze. Uzorke krvi treba
skupljati u sterilne epruvete u ko ]1mage antikoagulans (EDTA), a treba ih ¢uvati na
4°C do tjedan dana ili smrznuti na -85°C

Za izoliranje DNA treba u 50 pl krvi dodati pufer za razaranje stanica. Leukociti
se izdvajaju centrifugiranjem, ispiru i podvrgavaju djelovanju proteinaze K preko nodi.
Proteinaza se nakon toga inaktivira zagrijavanjem. U smjesu treba dodati specijalni
PCR-pufer, deoksiribonukleotid (200 uM), DNA- polimerazu (tzv. Tag-polimeraza)
koja je aktivna i pri visokim temperaturama (50 pU) i posebna DNA "klice" koje sluZe
za otpocinjanje i tijek reakcije (1 mg/ml). Smjesa se stavlja u poseban uredaj (DNA
Thermal Cycler "Perkin Elmer", SAD) koji automatski mijenja temperaturu reakcije.
Nakon 1-2 sata reakciju treba zaustaviti i u sm_]esu dodati restrikcijski enzim Hgi-Al
zajedno s puferom. Smijesu treba inkubirati na 60°C 1-2 sata, a nakon toga nanijeti na
agarozni gel i elektroforezom razdvojiti DNA po veli¢ini. S obzirom da se u gelu nalazi
ctidijbromid, razdvojene DNA-vrpce mogu se vidjeti pod UV-svjetlom. Moguée su tri
kombinacije DNA-vrpci u gelu:

1. dvije vrpce (genotip N/N)

2. tri vrpce (genotip n/n)

3. Cetiri vrpee (genotip N/n).

Metoda PCR-a je znaCajno brZza i pouzdanija pri otkrivanju stresu sklonih svinja u
odnosu na halotan test.
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Zakljucak

Za otkrivanje stresu sklonih svinja postoji vi§e postupaka (metoda), a najcesce se

primjenjuju: halotan test, CK test i metoda lanCane reakcije polimerazom. Zbog brZeg
provodenjai pouzdanosti i moguénosti otkrivanjabeterozigotnih Zivotinja, za primjenu
je najprihvatljivija metoda lanéane reakcije polim&razom (PCR).
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