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SAZETAK

Zivotinjske bjelandevine, dobiveni od termi¢ki obradenih Zivotinjskih
nusproizvoda podrijetlom od kopnenih sisavaca, peradi ili riba, zbog svoje
hranjive vrijednosti, Cesto se koriste kao dodatak krmnim smjesama.

Sitne strukture nekih organa vidljive su mikroskopski pod razli€itim
povecanjima. Mikroskopski u krmivima mozZemo identificirati dijelove kosti,
miSica, hrskavice, dlake, perje, ljuske od jaja, riblje ljuske i ligamente.
Dijelove mekih tkiva i koze naj¢eS¢e ne mozemo identificirati zbog termicke
obrade u kafilerijama.

Uvodenje mikroskopske metode u rutinsku laboratorijsku pretragu za
identifikaciju zivotinjskih tkiva u krmivima, nuzna je zbog bolesti govede
spongiformne encefalopatije (GSE) i njene povezanosti s uporabom i

hranidbom Zivotinja Zivotinjskim bjelan&evinama.
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GSE

UvoD

Uvodenje metode za identifikaciju Zzivotinjskih
sastojaka u krmivima potrebna je zbog pojave BSE-a
i njene povezanosti s hranidbom Zivotinjskim bjelan-
¢evinama. Prije pojave BSE-a, upotreba Zzivotinjskih
bjelancevina u hranidbi zivotinja bila je Siroko raspro-
stranjena, pogotovo u intenzivnom uzgoju. Mesno
brasno, mesno-kostano brasno, brasna peradi, bra-
8na perja, krvno brasno, Zivotinjske masti, riblje bra-
8no, riblje ulje, mlijeko u prahu, sirutka u prahu lako
su dostupne sirovine s velikom koli¢inom kvalitetnih
bjelanCevina koje su se umjeSavale u hranu za Zi-
votinje.

Stoga je bilo potrebno uspostaviti nadzor u ob-
liku zabrane upotrebe Zivotinjskih bjelanevina za

hranidbu Zivotinja (NN 129/1997). Upotreba odrede-
nih preradenih bjelancevina (npr. riblje brasno koje
se kontrolira s posebnim nadzorom — svaka serija
riblieg brasna koja dolazi iz ,tre¢ih“ zemalja mora biti
zasebno uzorkovana i pregledana na prisutnost
mesno-kostanog brasna (Rjesenje o dozvoli uvoza
od MPRRR), a mjeSaonice hrane za Zivotinje koje
umjeSavaju riblie bradno ne smiju proizvoditi hranu
za prezivaCe. Nadziru se takoder transport i uporaba
hrane koja sadrZi riblje bradno i dikalcijev fosfat.
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Zabrana hranjenja Zivotinjskim bjelan¢evinama
vrijedi i za divlje Zivotinje, Zivotinje u zooloSkim vrto-
vima i eksperimentalne Zivotinje (ako pripadaju pod-
vrsti prezivaca).

Od 1994. godine zabranjena je uporaba bjelan-
Cevina porijeklom od sisavaca i za ostale vrste Zivo-
tinja koje se koriste za prehranu ljudi. (Ingravalle i
sur., 2007)

BSE je subakutna degenerativha bolest sre-
didnjeg Ziv€anog sustava odraslih goveda. Spada u
skupinu zaraznih spongiformnih encefalopatija ili
prijonskih bolesti.

Bolest je prvi put opisana u Velikoj Britaniji 1986.
godine.

Oboljele zivotinje postaju plahe, preosjetljive na
vanjske podrazaje (dodir, svjetlost, zvuk), nesigurno
se kre€u i posrcu pri hodu, ne dozvoljavaju muznju,
postaju agresivne prema drugim Zivotinjama i lju-
dima, glavu drze nisko, Cesto se oblizuju, prisutan je
tremor podkoznih miSi¢a, gube na tezini, smanjena
je proizvodnja mlijeka.Prema epizotioloSkim podaci-
ma infekcija nastupa kada se uzro¢nika unese pero-
ralno s hranom koja sadrzi zivotinjske bjelancevine
dobivene od oboljele Zivotinje. Eksperimentalno se
uspjela dokazati peroralna i parenteralna infekcija
tkivom oboljelog goveda (M.J. Prince i sur., 2003).

EpidemioloSka istrazivanja su pokazala da po-
stoji rizik za vertikalnu infekciju (majka-mladunce),
koji ne bi predstavljao veCu opasnost za nastanak
endemske infekcije u populaciji goveda. Horizon-
talno Sirenje bolesti medu govedima nije dokazano.

Primljive Zivotinjske vrste su: domace govedo,
divlie vrste goveda (bizon, oriks), domace i divije
macke (gepard, puma, tigar, lav), a eksperimentalno
(peroralno i parenteralno): miSevi, goveda, ovce,
koze i kune (Ramantanis, 2006).

Kod prasadi je tek kod videkratnih parenteralnih
infekcija homogeniziranim zaraZzenim tkivom uspjelo
izazvati bolest, dok se peroralnom infekcijom nije
izazvala bolest (Gerald i sur., 2003).

Kod peradi bolest nije eksperimentalno izazvana
ni peroralnom ni parenteralnom aplikacijom zaraze-
nog materijala (Matthews i sur., 2003).

Psi i konji: do sada nije bilo opisanih primjera.

Primati: eksperimentalno je dokazana primljivost
za BSE kod viSe vrsta primata.

Kod ljudi opisana je CJB i BSE. (Markovi¢ i sur.,
2004)

Karakteristika ovih bolesti je duga inkubacija i
neurodegenarativhe promjene u centralnom Ziv€a-
nom sustavu.

Direktiva Europske unije 2003/126/EC definira
osnovna pravila za identifikaciju dijelova zivotinjskih
tkiva u hrani za Zivotinje. Potreba za ovom identi-
fikacijom temelji se na zabrani dodavanja Zivotinjskih
bjelanCevina u hranu za farmske zivotinje, osim rib-
liih bjelan&evina, u posebnim okolnostima. Zivotinj-
ske bjelanCevine dobivaju se termi¢kom obradom
klaonic¢kog otpada, te se u okviru mikroskopske pre-
trage generalno oznaduju kao mesno brasno i me-
sno-kostano brasno. Veci dio Direktive 2003/126/EU
opisuje reagense, opremu i nacin obrade uzorka
(prosijavanje i sedimantaciju), bojanje, izracun koli-
¢ine i ocjenu hrane.

Metoda mikroskopske pretrage usla je u zako-
nodavstvo EU 1988, kao smjernica 98/88/EC, u kojoj
je bio opisan postupak pretrage, koja se temeljila na
metodi koju je primjenjvala IAG (International
Assosation of Feedstaf Analaysis). Medutim kako je
98/88/EC bila samo smjernica, dopustala je primjenu
razli€itih varijacija metode, pa su tako bile primje-
njivane Austrijska i Francuska metoda. U meduvre-
menu se pokazala potreba za optimiziranjem poje-
dinih koraka u metodi. Zbog toga je u sklopu projekta
Europske unije pokrenut istrazivacki projekt STRAT-
FEED za identifikaciju zivotinjskih bjelancevina u
hrani za zivotinje, uz pomo¢ kojeg se definirala me-
toda. U potpunosti su opisane karakteristike koStanih
fragemnata, dlake, miSi¢a, perja i Skrga i nacin nji-
hove interpretacije. Cijelokupna metoda identifikacije
i potpun opis zivotinjskih fragmenata koji se traze u
sto¢noj hrani opisani su u softveru ARIES (Animal
Remains Identification and Evaluation System), koji
u mnogo¢emu pomaze pri identifikaciji.

Alternativni testovi, kao ELISA, PCR (lan¢ana re-
akcija polimerazom) i NIR (near infrared) spektro-
fotometrija, koriste se kao skrining ili konfirmirajuce
metode (van Raamsdonk i sur., 2007).
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MATERIJAL | METODE

Uzorci za pretragu pripremljeni su u laboratoriju.
Tijekom validacije mikroskopske metode identifika-
cije Zivotinjskih bjelancevina pretraZzeno je 10 uzora-
ka koji su sadrzavali mesno - koStano, riblje brasno i
brasno perja umijesano u razliCite vrste krmnih smje-
sa u razli¢itim omjerima i u razli€itim koncentracijama
(tablica 1).

Tablica1. Priprema uzoraka za mikroskopsku

pretragu
Components for preparing samples for
microscopic examination

Table 1.

UmjeSavane komponente - Added components

Negativan uzorak A - Negative sample A

Negativan uzorak B (Peleti) - Negative sample B (pellets)

0.1% mesno-kostano brasno - Meat-bone meal 0.1%

0.5% brasno perja - Feathers meal 0.5%

1% mesno brasno - Meat meal 1%

Riblje brasno + 0.5% mesno-kostano brasno
Fish meal + 0.5% meat-bone meal

Peleti+ 0.1% MBM - Pellets + 0.1% MBM

Postupak:

Od uzorka se odvaze najmanje 5 g te se melje
(ako je potrebno, na sito promjera 2 mm), a zatim
prosije kroz sito promjera otvora 0,5 mm. Ta prosi-
jana frakcija promatra se mikroskopski pod razli¢itim
povecanjima, a ,trazimo® dlaku, miSi¢éne fragmente i
perje. Kao pomo¢ u pretrazivanju mozemo uzorak
obojiti luZinom, kloral-hidratom, Lugolovom otopinom

ili reagensom cistina. Frakciju koja je ve¢a od 0,5
mm promatra se pod stereomikroskopom. Treba
pregledati najmanje 1 slajd prosijane frakcije. Ako su
uoCeni fragmenti ribe, moraju se pregledati jo§ 2
dodatna slajda.

Da bi se dobio koncentrirani sediment potrebno
je najmanje 5 g samljevenog uzorka sedimentirati u
separacijskom lijevku s 50 ml tetrakloretilena. Nakon
protresanja i sedimentacije u trajanju od najmanje 3
minute, sediment se odvoji. Zatim se mjeSavina jo$
jednom promijeSa i ostavi najmanje 3 minute sedi-
mentirati, tada se odvoji sediment i ostavi se susiti.
Ako sediment sadrzi velike dijelove, treba ga pro-
sijati.

Sediment se promatra pod stereo mikroskopom i
slozenim mikroskopom (40-400x). Za lakSe proma-
tranje pod slozenim mikroskopom upotrebljava se
glicerol ili parafinsko ulje. Za lak8u identifikaciju dje-
lica kostiju, sediment se moZe oboijiti alizarinskim
crvenilom.

Ova metoda moze biti kvalitativna i semikvantita-
tivna. Kvalitativno odredivanje temelji se na detekciji
tkiva Zivotinjskog podrijetla, bilo kopnenih ili vodenih
Zivotinja.

Metodom se ne mozZe odrediti od koje vrste Zi-
votinja potje€u nadeni dijelovi.

Za odredivanje koli¢ine dodanog mesno-kosta-
nog brasna, sediment se treba izvagati i iz formule
se izraCunava postotak dodanog mesno-kostanog
brasna.

Zivotinjske komponente su najéesée ,uklopliene®
u biljnu ili mineralnu matricu.

REZULTATI | RASPRAVA
Pretragom uzoraka u svima je odredena vrsta

Zivotinjskih bjelanCevina, medutim nije se izracuna-
vala koli¢ina.
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Mikroskopske slike dijelova Zivotinjskih tkiva - (Fotografije iz ARIES-a)

Slika 1. Fragmenti kosti pod stereomikroskopom Slika 3. Ljuska ribe
Fig. 1. Bone fragmets under stereomicroscope Fig. 3. Fish scale

Slika 2. Skrge Slika 4. Kost ribe
Fig. 2. Gills Fig. 4. Fish bone
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Slika 5. Misi¢no tkivo Slika 7. Perje
Fig. 5. Muscle tissue Fig. 7. Feahers

Slika 6. Dlaka Stakora Slika 8. Fragment kosti
Fig. 6. Rat hair Fig. 8. Bone fragment

Dobiveni rezultati prikazani su na tablici 2.
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Tablica 2. Rezultati pretrage na prisutnost zivotinjskih bjelancevina

Table 2. Results of examination of animal protein presence

] Nadeno mikroskopskom pretragom
Broj Found by microscopic examination
uzorka UmijeSani materijal - Added material
Sample Kopnene Zivotinje (sisavci/ptice) Riba - Fish
Land animals (mammals/birds)
1 0.5% brasno perja - Feather meal 0.5% + -
2 Negativan uzorak A (peleti) - Negative sample A (pellets) - -
3 Riblje brasno+0.5% MKB* - Fish meal + 0.5% MKB* + +
4 0.1% MKB - MKB 0.1% + -
5 Negativan uzorak B - Negative sample B - -
6 1% mesno brasno - Meat meal 1% + -
7 0.1% MKB - MKB 0.1% + -
8 1% mesno brasno - Meat meal 1% + -
9 0.5% brasno perja - Feather meal 0.5% + -
10 Riblje brasno+0.5% MKB* - Fish meal + 0.5% MKB + +
*Mesno kostano brasno
*Meat-bone meal
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SUMMARY

Additional animal proteins in feeds because of their edibility, is by
adding ground slaughter by-products originating either from ruminants,

poultry or fish.

This means that fine structures are visible after microscopic inspection
at different magnification. The principal particles of animal origin that might
be present in feeds are bones, muscle fibres, cartilage, hairs, feather
filaments, egg shells, fish scales and ligaments. Parts from organs, skin
and other soft tissues are generally absent, because of their denaturation
after sterilisation. The need of this identification is based on the prohibition
on adding animal proteins to feeds intended for farm animals therefore a
connection between appearance of Bovine spongiform encephalopathy
(BSE) and feeding animals with animal proteins.

Key words: animal proteins, feeds, microscopic detection, BSE
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