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Kratak sadrzaj

Cilj ove disertacije je bio da se u in vivo uslovima ispita efikasnost multikomponentnog
preparata (MR) za detoksikaciju mikotoksina, kao i da se prikaze moguénost u ublazavanju Stetnih
efekata AfB1 i T-2 toksina pojedina¢no ili u kombinaciji, uticaj istih na zdravstveno stanje,
proizvodne rezultate, patohistiloske promene u tkivima, kao i prisustvo rezidua ovih mikotoksina u

tkivima brojlera.

In vivo ispitivanja izvrSena su na ukupno 96 brojlera podeljenih u 8 grupa. E-1 grupa dobijala
je hranu sa 0,1 mg AfB1/kg hrane. E-II grupa dobijala je hranu sa 0,1 mg/kg AfB1 uz dodatak 0,2%
ispitivanog multikomponentnog preparata za detoksifikaciju mikotoksina (MR). E-111 grupa dobijala
je hranu sa 0,5 mg/kg T-2 toksina, E-IV grupa dobijala hranu sa 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak
0,2% MR. E-V grupa dobijala je hranom kombinaciju 0,1 mg/kg AfB1i 0,5 mg/kg T-2 toksina, E-VI
grupa dobijala je hranom kombinaciju 0,1 mg/kg AfB1i 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak 0,2% MR.
Kontrolna grupa (K), dobijala je hranu bez dodataka tokom celog ogleda. MR grupa dobijala je
hranom 0,2% preparata MR. Brojleri su mereni nedeljno, dnevno je beleZena uneta koli¢ina hrane. 1z
ovih podataka izracunavan je prirast i koeficijent konverzije (KK). Nakon Sest nedelja brojleri su
zrtvovani, a zatim su uzeti uzorci duodenuma, jetre, srca i Burze Fabricii (BF) za patohistoloSka
ispitivanja, kao i uzorci grudne muskulature i jetre za ispitivanje prisustva rezidua AfB1 i T-2 toksina
kao i njhovih metabolita (AfM1, HT-2 toksin, T-2 triol i T-2 tetraol).

Tokom celog ogleda najlosije proizvodne rezultate ostvarili su brojleri E-V i E-VI grupe, kao
i brojleri E-1i E-I11 grupe. Brojleri E-Il i E-IV grupe koji su hranom pored toksina dobijali i 0,2%
preparata za detoksikaciju MR imali su bolje prozvodne rezultate, ali do kraja ogleda nisu dostigli
TM kontrolnih grupa. NajviSe TM ostvarili su brojleri grupe koja je uz komercijalnu hranu dobijala i

0,2% preparata MR.

Kod brojlera E-I, E-lll i E-V grupa, detektovane su PH promene u duodenumu u vidu
hiperemije i hemoragije enterocita, atrofije crevnih resica, umnoZavanja peharastih celija crevnih
resica, kao i kariopiknoze u Liberkinijevim kriptama. Promene u jetri zabelezene su u vidu mutnog
bubrenja, vakuolarne degeneracije i nekroze, a takode, je u Zzu¢nim kanalima detektovan
deskvamativni holangitis 1 periholangitis dok je u intersticijmu jetre zabeleZena periportalna fibroza.
Promene u ¢elijama sréanog misi¢a detektovane su u vidu degeneracije, infiltracija miokardiocita

mononuklearima i hemoragije, dok se u ¢elijama limfnih folikula BF zapazaju nekroza i apoptoza.



Rezidue AfB1 detektovane su kod brojlera E-1 grupe u jetri u koncentraciji od 0,235ug/kg.
Kod brojlera E-11 grupe takode su detektovane rezidue AfB1 ali je detktovana vrednost bila za 51,06%

niza u odnosu na E-1 grupu. Razlog je pozitivan efekat preparat za detoksikaciju MR.

Dodavanje 0,2% MR u hranu za brojlere samo je delimi¢no ublazilo negativne efekte AfB1 i
T-2 toksina pojedinac¢no ili u kombinaciji, na proizvodne rezultate, intezitet patohistoloskih promena,

kao i koncentraciju rezudua AfB1 u jetri.

Kljuéne reci: AfB1, T-2 toksin, preparat MR, brojleri, proizvodni rezultati,
patohistoloske promene, rezidue mikotoksina



Summary

The aim of this dissertation was to examine the effectiveness of multi-component mycotoxin
detoxification preparation (MR) in mitigating the adverse effects of AfB1 and T-2 toxins individually
or in combination on health, production results, pathohistological changes in tissues and the presence

of residues of these mycotoxins in broiler tissues.

In vivo studies were conducted on a total number of 96 broilers divided into 8 groups. The E-
| group received feed with 0,1 mg/kg AfB1, the E-1I group received feed with 0,1 mg/kg AfB1 with
the addition of 0,2% of the investigated new multi-component preparation for mycotoxin
detoxification (MR). E-I11 group received feed with 0,5 mg/kg T-2 toxin, E-IV group received feed
with 0,5 mg/kg T-2 toxin with the addition of 0,2% MR. E-V group received a combination of 0,1
mg/kg AfB1 + 0,5 mg/kg T-2 toxin, E-VI group received a combination of 0,1 mg/kg AfB1 + 0.5
mg/kg T-2 toxin with the addition of 0,2% MR. Control group (K), was feed diet without any
additions throughout the study. The MR group received 0,2% of the MR preparation with feed.
Broilers were measured weekly, the amount of feed ingested per day was recorded. After six weeks,
broilers were sacrificed and then samples of the duodenum, liver, heart, and Bursa Fabricii were
taken for histopathological examination, as well as samples of the pectoral muscles and liver to

examine the residues of AfB1 and T-2 toxins and their metabolites.

During the entire experiment, the worst production results were achieved by broilers of the E-
V and E-VI groups, as well as broilers of the E-I and E-Ill groups. Broilers of the E-Il and E-I1V
groups, which beside toxins received 0,2% of MR detoxification preparation with feed, had better
production results, but by the end of the experiment they did not reach the body mass of the control
groups. The highest body mass was achieved by broilers of the group, which, in addition to the

commercial feed, also received 0,2% of MR preparation.

In broilers of E-I, E-I1l and E-V groups, PH changes in the duodenum were detected in the
form of hyperemia and hemorrhage of enterocytes, atrophy of the intestinal villi with multiplication
of goblet cells of the intestinal villi, as well as karyopycnosis in the crypts of Liberkini. Changes in
the liver are in the form of turbid swelling, vacuolar degeneration and necrosis, also desquamative
cholangitis and pericholangitis were detected in the bile ducts, while periportal fibrosis was recorded
in the interstitial tissue of the liver. Changes in the heart muscle cells are in the form of degeneration,
myocardiocyte infiltration by mononuclears and hemorrhages, while hemorrhages, necrosis and

apoptosis are observed in Bursa Fabricii lymphocyte cells.



AfBa1 residues were detected in broilers of the E-1 group in the liver at a concentration of 0,235
mg/kg. In broilers of the E-11 group, residues of AfB1 were also detected, but the concentration was
51,06% lower compared to the E-I group. The reason is the positive effect of the preparation for

detoxification MR

The addition of 0,2% MR to broiler feed only partially mitigated the negative effects of AfB:
and T-2 toxins alone or in combination on production results, the intensity of histopathological

changes, and the concentration of AfB:1 residues in the liver.

Keywords: AfB;, T-2 toxin, MR preparation, broilers, production results,

histopathological changes, mycotoxin residues
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1. UvVOD

Mikotoksini su sekundarni metaboliti saprofitskih plesni koji u organizam Zivotinja dospevaju
putem kontaminirane hrane. Najcesce vrste plesni koje produkuju mikotoksine pripadaju rodovima
Aspergillus, Penicillium i Fusarium. Fusarium, Aspergillus i Penicillium vrste mogu da produkuju
razli¢ite mikotoksine, i to aflatoksine, ohratoksine, patulin, citrinin, T-2 toksin, HT-2 toksin,
fumonizine. Trihotecene produkuju plesni rodova Fusarium, Trichoderma, Stachybotrys,

Trichotecium i sl.

Svi poremecaji zdravstvenog stanja izazvani toksi¢nim dejstvom mikotoksina se nazivaju
mikotoksikoze. Ozbiljnost ovih oboljenja zavisi od toksi¢nih efekata samog mikotoksina, unete doze

kao 1 duzine izloZenosti njihovom dejstvu.

AfB;: je Cest kontaminent hraniva i hrane za Zivotinje te se iz tog razloga njegov uticaj ogleda
u negativnim efektima na zdravstveno stanje, proizvodne rezultate zivotinja, prisustvo
patoanatomskih i patohistolo$kih promena u organima i tkivima, kao i prisustvu rezidua AfB1 i

njegovih metabolita u namirnicama animalnog porekla (NAP).

hraniva 1 hrane za Zivotinje. Zbog toga moze da ispolji negativan uticaj na zdravstveno stanje i
proizvodne rezultate Zivotinja, kao 1 prisustvo patoanatomskih i patohistoloskih promena u organima
i tkivima. S obzirom na rapidno metabolisanje rezidue T-2 toksina i njegovih metabolita se retko

mogu naci u NAP.

U praksi najviSe primenjivan nacin ublazavanja ili eliminisanja Stetnih efekata mikotoksina
kroz nutritivni tretman bilo je kori§¢enje adsorbentnih sredstava. Adsorbenti su supstance koje se ne
resorbuju iz creva, a imaju sposobnost fizickog vezivanja odredenih hemijskih supstanci ¢ime
spreCavaju njihovu resorpciju. NajceS¢e se primenjuju neorganski adsorbenti (aktivni ugalj,
hidratisani natrijum kalcijum aluminosilikat, bentonit, gline i razli¢iti aluminosilikati - zeoliti). Sve
¢escée se primenjuju i organski adsorbenati a posebno modifikovani manan oligosaharidi izolovani iz

unutraSnjeg sloja ¢elijskog zida kvasaca koji poseduju izrazitu sposobnost adsorpcije mikotoksina.

Novija istrazivanja ukazuju da su se u borbi sa mikotoksinima bolje od adsorbenata
pojedinac¢no, pokazali multikomponentni preparati za detoksikaciju koji obi¢no sadrze neorgansko
jezgro (zeolita, bentonita ili dr.) i glukomanane poreklom iz celijskog zida kvasca, ali i

mikroorganizme koji imaju sposobnost (biodegradacije mikotoksina), kao i enzime koji mogu da
1



izvrSe hemijsku biotransformaciju molekula mikotoksina do manje toksi¢nih jedinjenja. U ovakvim
formulacijama ¢esto mogu biti prisutna pomoc¢na sredstva kao $to su hepatoprotektivi, ali aktivni

principi esencijalnih ulja biljka koji imaju potpornu ulogu u organizmu zivotinja.



2. PREGLED LITERATURE

Mikotoksini su metaboliti saprofitskih plesni nastali u njihovom sekundarnom metabolizmu.
SintetiSu ih uglavnom micelijumske strukture plesni. Smatralo se da ova jedinjenja nemaju nikakvu
ulogu u rastu i razvoju plesni. Novija istraZivanja pokazuju da mozda deluju odbijajuée na
kompetitivne organizme, bakterije, viruse i insekte u supstratu. SintetiSu se pod povoljnim uslovima
sredine od kojih su najznaajniji temperatura, relativna vlaZznost vazduha, karakteristike supstrata,
broj spora plesni, prisustvo drugih mikroorganizama u supstratu kao i stepen oSte¢enja supstrata
(Afsah-Hejri i sar., 2013).

Sama produkcija mikotoksina nije u direktnoj korelaciji sa razvojem plesni u supstratu (Bhat i
sar., 2010). Tako na primer, vrste roda Fusarium mogu dobro da rastu na temperaturama od oko 25-
30°C bez produkcije mikotoksina, dok se na niskim temperaturama proizvodi izrazito velika koli¢ina
mikotoksina, uz veoma slab rast samih plesni (Joffe, 1986). Ipak, ukupan broj plesni jedan je od
kriterijjuma higijenske ispravnosti hrane i hraniva jer mozZe da ukaZe na verovatnocu prisustva

mikotoksina u hrani.

Vegetativni oblici plesni, imaju moguénost prodiranja u supstrate i njihovu kolonizaciju. Kada
su u pitanju zitarice, kontaminacija je moguca u razli€itim fazama rasta, i to kako u fazi pre zetve,
tako 1 u fazama nakon zetve, pri obradi i skladiStenju zitarica. LoSi uslovi zetve, kao 1 neadekvatno
suSenje, pakovanje, transportovanje i skladiStenje, pogoduju razvoju plesni i povecavaju rizik od

produkcije mikotoksina (Bhat i sar., 2010).

Najcesce vrste plesni koje produkuju mikotoksine pripadaju rodovima Aspergillus, Penicillium
i Fusarium (Afsah-Hejri i sar., 2013). Plesni rodova Penicillium i Aspergillus mogu da se razvijaju
na vi$im temperaturama i nizoj aktivnosti vode u supstratu od plesni iz roda Fusarium (Bhat i sar.,
2010). Aspergillus i Penicillium vrste mogu da produkuju razli¢ite mikotoksine, i to aflatoksine,
ohratoksine, patulin, citrinin, ergot alkaloide i ciklopiazonsku kiselinu. Trihotecene produkuju plesni

rodova Fusarium, Trichoderma, Stachybotrys, Trichotecium i sl. (Afsah-Hejri i sar., 2013).

Prirodna kontaminacija Zzitarica mikotoksinima obi¢no podrazumeva prisustvo viSe vrsta
mikotoksina istovremeno ali u nizim koncentracijama (ug/kg supstrata). Mikotoksini mogu da deluju
sinergisticki i da izazovu znacajnije toksi¢ne efekte, nego pri pojedinacnom delovanju (Afsah-Hejri
i sar., 2013). Dokazano je da aflatoksini sinergisti¢ki deluju sa odredenim trihotecenima, kao Sto je
T-2 toksin (Rodrigues i sar., 2011). Ipak, istovremena pojava viSe vrsta plesni u supstratu moze
prouzrokovati antagonizam izmedu razlicitih vrsta plesni kao 1 niZom koncentracijom produkovanih

mikotoksina.



Kontaminacija hraniva mikotoksinima je znacajna sa ekonomskog aspekta. Ekonomski gubici
proisticu iz smanjenog prinosa kontaminiranih Zitarica, smanjene hranljive vrednosti ili
neupotrebljivosti Zita kontaminiranih mikotoksinima. Sa druge strane suo¢avamo Se Sa Smanjenom
produktivnoséu Zivotinja obolelih od mikotoksikoza 1 visokim troSkovima lec¢enja Zzivotinja

(Rodrigues i sar., 2011).

Plesni koje imaju sposobnost proizvodnje mikotoksina mogu dovesti do znacajnih Stetnih
efekata po zdravlje ljudi i Zivotinja koji se hrane kontaminiranom hranom (Bhat i sar., 2010). U lanac
hrane ljudi, mikotoksini dolaze direktno, kao kontaminenti brojnih namirnica biljnog porekla, kao i

zbog prisustva rezidua mikotoksina i njihovih metabolita u hrani Zivotinjskog porekla (Jarvis, 2002).

Svi poremecaji zdravstvenog stanja izazvani toksicnim dejstvom mikotoksina se nazivaju
mikotoksikoze (Nelson i sar., 1993). Ozbiljnost ovih oboljenja zavisi od toksi¢nih efekata samog

mikotoksina, doze i duzine izloZenosti njihovom dejstvu (Bhat i sar., 2010).

2.1. AFLATOKSIN B;

2.1.1. Aflatoksini-opste osobine

Aflatoksini su visokotoksi¢na jedinjenja koje proizvode plesni roda Aspergillus, i to A. flavus i
A. parasiticus. Skoro svi sojevi A. parasiticus mogu da sintetiSu aflatoksine, dok je kod A. flavus
produkcija varijabilnija (Moreau, 1979). Aflatoksini se prevashodno nalaze u hrani i hranivima za
zivotinje. Mogu da se pojave u nizu hraniva, kao §to su Zitarice, zacini, semenke, leguminoze, orasasti
plodovi, mleko, meso i jaja. Zitarice koje su najéesée kontaminirane aflatoksinima su kukuruz, sirak,
proso, pirina¢ i pSenica, dok su od uljarica i leguminoza najceS¢e kontaminirani kikiriki, soja,

suncokret i seme pamuka (Bhat i sar., 2010).

Poznato je da ovi molekuli uneti u organizam ¢oveka ili Zivotinja mogu da prouzrokuju toksi¢ne
efekte (akutne ili hroni¢ne), ispolje teratogeno, karcinogeno i mutageno dejstvo (McLean i Dutton,
1995). Uginuce 100.000 ¢uraka i oko 20.000 ostale vrste zivine od nepoznatog oboljenja (Turkey
»X“ disease) u Velikoj Britaniji, 1960. godine prvi put je povezano sa trovanjem mikotoksinima
(Asao i sar., 1963; Butler, 1974). Tada je iz kikirikijeve saéme poreklom iz Brazila, sastavne sirovine
koriS¢ene za ishranu Zivine, izolovana plesan A. flavus i nekoliko, do tada nepoznatih, jedinjenja koja
su veoma intenzivno fluorescirala pod UV zracima. Otkri¢e ovih jedinjenja, nazvanih aflatoksini,
predstavlja prekretnicu i pocetak intenzivnih proucavanja toksogenih plesni i njihovih sekundarnih

metabolita.

Postoji oko 18 vrsta aflatoksina, od kojih su od najveceg znacaja aflatoksin B1, B2, G1, G2 i

M. Aflatoksini B1, B2, G1 i G2 su direktni sekundarni metaboliti gljivica, dok aflatoksin M1 nastaje
4



metabolisanjem aflatoksina B1 (Bhat i sar., 2010). Slovne oznake svakog aflatoksina poti¢u od boje
kojom fluoresciraju, pa tako aflatoksini B fluoresciraju plavo (eng. blue), dok aflatoksini G — zeleno

(eng. green). Slika 1. prikazuje hemijsku strukturu aflatoksina i njihovih znacajnijih metabolita.

Aflatoxin G, Aflatoxin M, Aflatoxicol
o o o o o g
| | [
r\\ il = = -~
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0-CH, o~ O—CH, \o"]\fl\g,_,
Aflatoxin G, Aflatoxin Q, Aflatoxin P,

Aflatoxin B,

Slika 1. Hemijska struktura aflatoksina i njihovih znac¢ajnijih metabolita
(ResearchGate - link (Loi i sar., 2020))

Na osnovu hemijske strukture i osobina, aflatoksini predstavljaju srodna hemijska jedinjenja
bisfuranokumarinskog tipa. Aflatoksini B grupe u strukturi imaju ciklopentanski prsten, dok
aflatoksini G grupe umesto njega imaju lakton. Aflatoksini predstavljaju izrazito liposolubilne
materije, te se lako prenose kroz ¢elijsku membranu. Plesan A. flavus sintetiSe najcesce aflatoksine B
grupe, dok plesni A. flavus i A. parasitucus sintetiSu aflatoksine D grupe (Gurbay i sar., 2010;
Weidenbdrner, 2001). Strukturne formule pojedinih aflatoksina prikazane su na slici 2.


https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-aflatoxins-and-their-metabolites_fig1_339882420
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Slika 2. Hemijska struktura aflatoksina (EFSA, 2007)

Izolovani AfB1 je belo-zuti prah, slabo rastvorljiv u vodi, a rastvorljiv u veéini organskih
rastvaraca umerene polarnosti, kao Sto su hloroform 1 metanol, dok je narocito rastvorljiv u dimetil
sulfoksidu. Ovaj mikotoksin je po svojoj hemijskoj strukturi bisfurokumarin molekulske mase 312 i

zbirne formule C17H120s.

Svi aflatoksini su izuzetno termostabilni 1 tokom uobicajene termicke obrade hrane (kuvanje,
pasterizacija) se ne mogu degradirati ili eliminisati (McLean i Dutton, 1995), sto je od velikog znacaja

sa aspekta bezbednosti i prevencije kontaminacije hrane i hrane za Zivotinje.

2.1.2. Produkcija i biosinteza AfB;

Za produkciju AfB1, optimalna temperatura je 25-30°C, pri ¢emu su grani¢ne temperature za
produkciju 7,5 do 40°C (Schindler i sar., 1967). Aktivnost vode (aw) potrebna za produkciju iznosi
0,78 (Ayerst, 1969), a optimalna pH vrednost za rast plesni roda Aspergillus iznosi 5,5 (Moreau,
1979).



Formiranje poliketidne osnove AfB1, putem polimerizacije acetata i devet malonatnih jedinica,
smatra se prvim korakom u sintezi ovog mikotoksina. Ovaj korak se odvija pod dejstvom enzima
poliketidna sintetaza, pri cemu dolazi do gubitka CO2 (Bhatnagar i sar., 1992). Druga hipoteza je da
dolazi do sinteze 6-ugljeni¢nog heksanoata, pod uticajem masno-kiselinske sintaze, koji se zatim
produzava dejstvom poliketidne sintetaze, pri ¢emu nastaje 20-ugljenicni dekaketid-norantron

(Townsend i sar., 1992).

Bez obzira na nacin formiranja ovog jedinjenja, sledi njegova oksidacija do antrakvinona
norsolorinske kiseline (Bhatnagar i sar., 1992). U daljem toku sinteze aflatoksina dolazi do nastanka
brojnih jedinjenja, od kojih je verzikolorin A znacajan kao prvi molekul koji sadrzi dvostruku vezu
na poziciji 2,3 u disfuranskom delu. Ova dvostruka veza u molekulu AfB1 je mesto delovanja
mikrozomalnih enzima iz pula citohroma P450 koji dovode do stvaranja visoko reaktivnih epoksida,
koji oste¢uju DNK i proteine u ¢eliji. Za razliku od AfB1, molekul AfB2 ne sadrzi ovu dvostruku

vezu, te je znacajno manje karcinogen (Dvorackova, 1989).

Najznacajniji nac¢in unosa AfB1 je peroralni, odnosno putem kontaminirane hrane. Jedna od tri
najznacajnije Zitarice u svetu je kukuruz (Moreno-Martinez i sar., 2011). Proizvodnja kukuruza u
Srbiji zauzima oko 40% obradivog zemljista, tako da se Srbija u poslednjim decenijama smatra

vaznim proizvodacem i izvoznikom kukuruza u Evropi (Slika 3).

Ry
b ¥ 'Y

Absent
< 1.000.000 ha
>1.000.000 ha

Slika 3. Zastupljenost kukuruza (EFSA, 2012)

Sinteza AfB1 iz aflatoksinogenih plesni je prisutnija u kukuruzu koji raste u toplim i vlaznim
uslovima u tropskim i subtropskim regionima, za razliku od kukuruza koji raste u regionu sa

umerenom klimom (Rustom, 1997). Prisustvo plesni A. flavus na kukuruzu (Slika 4).



Slika 4. Aspergillus flavus na a) klipu kukuruza (Schmidt, 2013)
b) zrnu kukuruza (Loeffler i Miderson, 2010)

Postojanje povoljnih uslova moze dovesti do rasta, razvoja i razmnozavanje Aspergillus plesni
I sintezu AfB:1 tokom rasta kukuruza na njivi, zatim tokom Zetve, transporta, skladiStenja i prerade

kukuruza (Bankole i Adebanjo, 2003).

Razvojni ciklus A. flavus moze se podeliti u dve faze. Kolonizacija ostataka biljaka u zemljiStu
predstavlja prvu fazu, a druga faza je infekcija delova semena i biljke u razvoju. Kod prve faze
sklerocija se nalazi na povrsini zemlji$ta u prole¢noj sezoni, iz nje se brzo razvija i formira novi
inokulum konidija. Inokulumi koji su novo formirani putem vetra i insekata mogu se preneti na tek
zasejani kukuruz. Zarazeni delovi biljke u periodu rasta kukuruza su sekundarni inokulum konidija,
koji moze stvarati nove kolonije na nezarazenim kukuruzima (Horn i Dorner, 1998). Prisustvo
insekata nije neophodno za kontaminaciju kukuruza AfBz, ali sasvim sigurno je da njihovo prisustvo
doprinosi povecanju kontaminacije, jer se na mestu gde o$tete zrno kolonizacija plesni lak$e odvija.
Ovakva pojava se vrlo cesto dovodi u vezu sa postojanjem kukuruznog moljca (Ostrinia nubilalis)

(Widstrom, 1996).

Sinteza AfB1 ¢e nastupiti ukoliko je na kukuruzu doslo do razvoja Aspergillus vrsta, pod
uslovom da same plesni imaju genetsku predispoziciju za sintezu AfB1 i da postoje odgovarajuci
spoljasnji faktori (Abbas i sar., 2009; Widstrom, 1996).

Pod genetskom predispozicijom smatra se postojanje gena koji omogucavaju sintezu AfBi1. A.
flavus poseduje 25 identifikovanih gena grupisanih na 70-kb DNK hromozoma III, ¢ime je
omogucena sinteza aflatoksina. Procesom sinteze koji obuhvata oko 23 enzimske reakcije nastaje

minimalno 15 meduprodukata (Bhatnagar i sar., 2006; Cary i Calvo, 2008).

Najvazniji spoljasnji uslovi koji mogu uticati na pojavu plesni su temperatura i procenat vlage
u supstratu 1 vazduhu. U podruc¢jima u kojima preovladavaju susni uslovi tj. sa smanjenom koli¢inom
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padavina i poviS§enom temperaturom, znacajnija je moguénost pojave plesni i sinteza AfB1 u kukuruzu
(Payne, 1998). U uslovima postojanja suse, biljka gubi vodu koja je neophodna za sve biohemijske
procese. Usled nedostatka vode, biljka se nalazi u stanju stresa §to dovodi do smanjene prirodne
odbrane i otpornosti biljke, ¢ime se direktno povecava moguénost za razvoj plesni i sintezu AfB1
(Gosal i sar., 2009; Moreno-Martinez i sar., 2011). Kao vazna stvar koja utice na razvoj plesni A.
flavus u susnim uslovima proizilazi iz poznatog razloga da je razvoj ostalih plesni pri ovim
okolnostima skoro onemogucen, tako da se smanjuje prirodna konkurencija izmedu razli¢itih vrsta
plesni. A. flavus ima moguénost obrazovanja sklerocije koja moze ostati duzi vremenski period u tom
obliku, tako da moze do¢i do njegovog razvoja i tokom narednih sezona (Klich i sar., 1992). Takode,
sorta kukuruza u znatnoj meri uti¢e na pojavu AfB1u kukuruzu. Ono §to je glavni cilj velikog broja
istrazivanja je stvaranje novih sorti kukuruza koje ¢e biti tolerantnije na susne uslove i pojavu plesni

(Marin i sar., 2001; Moreno-Martinez i sar., 2011).

Svi faktori koji mogu doprineti razvoju plesni i sintezi toksina podeljeni su u Cetiri grupe (Sinha,
1995): unutra$nji-nutritivni, spoljasnji, faktori prerade i implicitni-mikrobioloski faktori. Svaki od
pobrojanih faktora ima odgovarajuci uticaj tokom tri faze u kojima moze da dode do razvoja plesni i
sinteze toksina: pre zetve, tokom Zetve i skladistenja (minimalna sinteza AfB1.) Uticaj faktora na

razvoj plesni i sintezu toksina (Slika 5).



Faktori obrade

Spoljasnji faktori

Agroekonomska Klimatski uslovi
praksa
Implicitni faktori PRE Unutrasnji faktori
o ZETVE _
Vrsta plesni i broj spora Aktivnost vode
Interakcija insekata i jaja Razlike izmedu sorti biljaka
Mikrobioloski ekosistem Priroda supstrata
Ostecenje od bolesti biljaka Vreme Sastav supstrata
Vreme i
Implicitni faktori Faktori obrade
Interakcija insekata i jaja Postupak susenja
Prisustvo i broj spora Mehanicko ostecenje
Mlevenje
ZETVA Temperatura
Spoljasnji faktori
Unutrasnji faktori
Klimatski uslovi
Sadrzaj vlage
Implicitni faktori Vreme Faktori obrade
Vrsta plesni i broj spora Brzina susenja
Interakcija insekata i jaja Zarista
Mikrobioloski ekosistem Mehanicko ostecenje
O3tecenje od bolesti biljaka & Mlevenje
SKLADISTENJE Atmosfera
Higijena
Hemijski konzervansi

Unutrasnji faktori Spoljasnji faktori
Aktivnost vode
Priroda supstrata
Sastav supstrata

Temperatura
Klimatski uslovi
Sadrzaj kiseonika

Slika 5. Interakcija izmedu unutrasnjih i spoljasnjih faktora u lancu proizvodnje kukuruza

koji uti¢u na razvoj plesni i sintezu mikotoksina (Magan i sar., 2004)

2.1.3. Metabolizam AfB;

Iako su metabolicka sudbina aflatoksina i putevi njihove biotransformacije u organizmu dosta
istrazeni i opisani, i dalje postoji mnogo praznina u razumevanju regulacije formiranja AfBai,
interakcije izmedu primarnog i sekundarnog metabolizma plesni, kao 1 biotickih i abiotickih faktora
koji rezultiraju odredenom produkcijom AfBi (Bhatnagar i sar., 2003). Sinteza AfB1 odgovara
poliketidnom tipu, a geni A. flavus i A. parasiticus odgovorni za biosinteticki put su deo klaster gena

zajednickog evolutivnog pretka ovih plesni (Bhatnagar i sar., 2003; Chang, 2003).
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Unos AfB1 u organizam ljudi i Zivotinja se najCeS¢e deSava putem digestivnog trakta,
respiratornog sistema i koze. Najznacajniji je peroralni na¢in unosenja, pri ¢emu se resorpcija odvija
u digestivnom traktu. AfB1 se pojavljuje u krvotoku oko 30 minuta nakon peroralnog unosa, a u jetri
posle jednog sata. Nakon resorpcije, AfBa1 se distribuira po organizmu krvotokom, i deponuju u sva
meka tkiva 1 masne depoe. NajviSe se nakupljaju u jetri, pogotovo pri dugotrajnom unosu, kao i u
bubrezima. Nakupljanje u jetri i bubrezima je znacajno, jer ovi organi predstavljaju mesta
najizrazenije biotransformacije (Leeson i sar., 1995). Kod koko$aka nosilja kojima je jednokratno dat
AfB1 nakon 24h najvisa koncentracija toksina je bila zabelezena u jetri, misi¢ima, pankreasu, kozi,

masnom tkivu, plu¢ima i slezini (Sawhney i sar., 1973).

U organizmu dolazi do niza biohemijskih reakcija i nastajanja veoma razlicitih produkata AfB1,
u zavisnosti od metabolic¢kih puteva kojima molekul moZze biti podvrgnut. Veoma je bitno naglasiti
da kljucni karcinogeni efekti AfB1 nastaju tokom metabolisanja (Swenson i sar., 1974) i nastanka
AfB1-8-9-epoksida mehanizmom oksidacije 8,9-vinil etarske veze (Lizarraga-Paulin i sar., 2011)
(Slika 6).

AFB; AFB;-B,9-epoxide

Slika 6. Biotransformacija AfB: u AfB1-8-9-epoksid
(ResearchGate - link (Hartwig i sar., 2020)

Metabolicki put kojim nastaje ovo jedinjenje otpocinje nakon transporta molekula AfB1kroz
¢elijsku membranu, nakon ¢ega dolazi do njegove aktivacije mikrozomalnim monooksigenazama u
prisustvu citohroma P450, NADPH i molekulskog kiseonika. Proizvod reakcije je visokoreaktivni

AfB1-8-9-epoksid. Ovo jedinjenje se vezuje za jedarnu DNK pri ¢emu dolazi do oStecenja jedra, ili
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se vezuje za specificna mesta na endoplazmaticnom retikulumu Sto rezultira odvajanjem ribozoma

sa membrana retikuluma i degradacijom polizoma (Reid i sar., 1982).

AfB1-8-9-epoksid moze biti podvrgnut i reakciji hidratacije pri ¢emu nastaje 8,9-dihidro-8,9-
dihidroksi AfB1, koji se preko posredni¢kog molekula AfB2a vezuje za bo¢ne lance aminokiselina u
proteinima i formira Sifovu bazu (Neal i Colley, 1979). AfBza inkorporisan u strukturne elemente

¢elije moze izazvati sve efekte koje ispoljava i AfB1 (Hsieh i sar., 1977).

Takode, moguca je biotransformacija AfBi1 u polarne molekule AfMy, aflatoksin P1 (AfP1) i
aflatoksin Q1 (AFQ:1) za $ta je odgovoran sistem mikrozomalnih monooksigenaza. Navedeni molekuli

se usled svoje polarnosti eliminiSu lakSe putem urina 1/ili mleka iz organizma.
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Slika 7. Metabolic¢ki putevi AfB; (lyer i sar., 1994)

Konjugacija reaktivnog AfBi1-8-9-epoksida sa glutationom uz pomo¢ enzima glutation S-
transferaze (GST) smatra se primarnom reakcijom (Degen i Neumann, 1978, 1981; Dohnal i sar.,
2014). Konjugat koji se dobije ovom reakcijom, izluCuje se prvenstveno putem zuci. Oslobodeni
metaboliti AfB1u zu¢i mogu se reapsorbovati (enterohepati¢na cirkulacija) (Hsieh i Wong, 1994).
Pojedini naucnici su opisali kao moguci put detoksikacije konverziju AfB1-8-9-epoksida putem UPD-
glukoronil transferaze-sulfotransferaze (Hayes i sar., 1991).

12



Efekti koji mogu nastati unosenjem AfB1 u organizam pojedinih vrsta zavise od razlike puteva
aktivacije AfB1, mehanizama detoksikacije i eliminacije iz organizma (Hsieh i sar., 1974; Roebuck i
sar., 1978). Na osnovu brojnih ispitivanja, dokazano je da rezistentne vrste na AfB:1 (mis$, majmun,
¢ovek) eliminisu AFP1 i AFQ1 dok to nije slucaj kod prijeméivih vrsta (patka, pacov). Nakon 24 Casa,
u organizmu ostaje 20-30% od unetog AfB1 (Pokrovsky i sar., 1972), dok prema drugim podacima
60% AfB1i njegovih metabolita se izluCuje putem Zzuci, a ostatak putem urina i mleka. Kod Zivine se

AfB1izluCuju putem urina i fecesa.

2.1.4. Toksiénost AfBq

AfBa1 ispoljava toksi¢ne, mutagene, teratogene i karcinogene efekte (Ueno i sar., 1978). LDso
za AfB1 iznosi od 0,3-10 mg/kg TM za vecinu Zivotinja. Medutim, kod pacic¢a koji se smatraju
najprijemc¢ivijom vrstom, LDso za AfB1, AfGi1, AfB2 i AfG2iznosi 0,36;0,78;1,70 i 3,44 mg/kg TM
(Carnaghan i sar., 1963). Toksi¢nost pojedinih aflatoksina moze se poredati na slede¢i nacin
AfB1>AfG1>AfB2>AfG2 To je rezultat stvaranja epoksida koji nastaju prilikom oksidacije dvostruke
veze na 8-9 polozaju. Takode, moze biti i posledica vece reaktivnosti AfB1 i AfB2 sa ciklopentanskim
prstenom u odnosu na AfGi i AfGz koji imaju cikloheksanski laktonski prsten (McLean i Dutton,
1995; Wogan, 1966).

Najprijemcivije zivotinjske vrste su ovce, psi 1 pacovi, a manje osetljive vrste su majmuni,
kokosi 1 miSevi. Ono §to je sigurno, u slabo prijemcive zivotinje ubrajaju se prezivari zbog postojanja
mikroflore buraga koja ima veliki kapacitet za detoksikaciju, te tokom procesa metabolisanja AfB:1
pretvara u aflatoksikol ¢ime smanjuje ispoljavanje njegovog Stetnog dejstva kod prezivara (Fink-
Gremmels, 2008). Reakcija u kojoj nastaje aflatoksikol je reverzibilna, tako da uvek moze da dode
do ponovnog nastajanja AfB1 (Nakazato i sar., 1990). Vazno je napomenuti, da je sam kapacitet koji
poseduje mikroflora u buragu ogranicen, i zavisi od nacina ishrane zivotinja kao i patoloskih stanja
koja su vezana za ishranu (metabolicka acidoza). Usled pojave ovakvog stanja opada sposobnost
mikroflore za eliminaciju toksina, te posledi¢no AfBi1 ulazi u krvotok i dolazi do njegove
biotransformacije, hidroksilacije AfB:1 i nastanka AfMz (Fink-Gremmels, 2005; Jouany i Diaz, 2005).
U tabeli 1. prikazane su vrednosti LDso za razlicite Zivotinjske vrste, odakle se moze zapaziti da u

najosetljivije vrste spadaju kuni¢, pacici i svinje dok su pili¢i nesto manje osetljivi.
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Tabela 1. Srednja smrtna doza (LDso) AfB1 kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta
(A. Yunus i sar., 2011)

Zivotinjska vrsta LDso (mg/kg TM)
Kuni¢ 0.4
Pacici 28
Svinja 3.9
Pas 6,3
Zamorce 10,6
Ovca 12,5
Mis 56,3
Brojleri 72,0
Pacov 73,3

2.1.5. Mehanizam dejstva

Funkcionalna oStecenja koja nastaju pod uticajem mikotoksina kao posledica biohemijskih
poremecaja, zahvataju na prvom mestu bioloSke membrane sa posledicnim poremecajem
permeabiliteta, dok se u organelama usled poremecéaja metabolickih funkcija javljaju ultrastrukturne
promene na nivou ¢elija, a onda i promene u strukturi tkiva (Sinovec i sar., 1996). Unosenje vece
koli¢ine toksina konzumiranjem kontaminirane hrane, dovodi do povecanja stepena i inteziteta
patohistoloSkih alteracija koje potom progrediraju u promene sa zahvatanjem ciljanih organa

(Sinovec, 1991).

Molekuli AfB1 kao liposolubilna jedinjenja, lako prolaze kroz membrane. Po ulasku u ¢eliju,
AfB1 i njegovi metaboliti mogu da se vezuju za razli¢ite molekule, od kojih su najznacajniji DNK i
RNK molekuli, kao i proteini, ¢ime se remeti njihova normalna funkcija. Vezivanje za DNK prekida
proces transkripcije, Sto dovodi do inhibicije sinteze normalnih proteina u ¢eliji, $to za posledicu ima

mutacije i karcinogenezu.

AfB1 se apsorbuje u duodenumu i stize do jetre, gde se delovanjem razli¢itih mikrozomalnih
enzima iz pula citohrom (P 450) isti aktivira. AfB1 je genotoksi¢ni, hepatokarcinogen za koji se
pretpostavlja da dovodi do pojave adenokarcinoma jetre indukujuéi nastajanje DNK adukata.
Nastajanje ovih adukata dovodi do genetskih promena u ciljnim ¢elijama, §to ima za posledicu

oste¢enje lanca DNK, ostecenje baza u okviru DNK i oksidativnih oSteé¢enja §to moze da uzrokuje
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nastajanje adenokarcinoma jetre. DNK adukti nastaju hemijskom modifikacijom baza u DNK lancu
ili aminokiselina u proteinima (Hamid i sar., 2013).

Priblizno polovina humanih karcinoma nastaje mutiranjem TP53 gena. Upravo ovo moze biti
posledica konzumiranja hrane sa AfB1 (Weng i sar., 2017). Da bi pokazao svoj hepatokarcinogeni
efekat AfB1 mora biti transformisan enzimima iz pula citohroma P450 $to prouzrokuje proizvodnju
hemijskog intermedijarnog jedinjenja AFBO. Molekul AFBO Kkoji je vrlo nestabilan, reaguje sa
nukleinskim kiselinama, proteinima i fosfolipidima $to dovodi do razli¢itih genetskih, metabolickih
i poremecaja celijske strukture (Rushing i Selim, 2018). Ovo visoko reaktivno genotoksi¢no
jedinjenje se vezuje za DNK celija jetre i formiraju se adukti DNK odnosno trans-8,9-dihidro-8 (N7
guanil)-9-hidroksi AfB1 (AfB1 N7-gua) (Weng i sar., 2017). Medu tri o$te¢enja DNK izazvana AFBO
koje su glavni prekursori genotoksi¢nih i kancerogenih efekata AfB1, najmutegeniji je, zbog svog
konstantnog oStecenja DNK, AfB1-FAPy.

Tokom procesa metabolizma nastali AfBi1 prouzrokuje ostecenje DNK i razlicitih éelijskih
proteina preko svog toksi¢nog metabolita AfB1-8,9 epoksida (AFBO) (Ates i Ortatatli, 2021;
Mungamuri i Mavuduru, 2020) i na taj nadin remeti metabolizam proteina i lipida stimuliSuci

proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) (de Freitas Souza i sar., 2020).

Dokazano je da AfB1dovodi do poremecaja urodenog i steCenog imuniteta, pri ¢emu molekul
AFBO stupa u interakciju sa imunokompetentnim ¢elijama u organizmu i time uti¢e na proliferaciju
i/ili proizvodnju medijatora imunskog odgovora (Mohsenzadeh i sar., 2016). Ako se ovo oStecenje
ne popravi pre replikacije DNK, adukti stupaju u interakciju sa guaninskom bazom i izazivaju

mutagene efekte u genu supresora tumora P53 sto dovodi do hepatokarcinogeneze.

Detoksikacija visokogenotoksi¢nog AFBO je sustinski put u cilju sprecavanja nastajanja DNK
adukata. Konjugacija AfB1 sa glutationom i njegovo naknadno izlu¢ivanje se smatra vaznim putem

detoksikacije kod zivotinje (Weng i sar., 2017).

2.1.5.1. Imunska toksi¢nost

Imunosupresivno delovanje AfBi1 dokazano je imunskim odgovorom kod eksperimentalnih
zivotinja. U zavisnosti od doze AfB1 dolazi do smanjenja potencijala makrofaga za adherencijom,
¢ime se povecava broj ostecenja u ¢elijama a kao posledica se javlja znaCajna supresija potencijala
fagocitoze (Neldon-Ortiz i Qureshi, 1992). Pojedini autori objasnjavaju gubitak TM usled snizavanja
koncentracije albumina u serumu i ukupnih proteina (Harvey i sar., 1988; Lindemann i sar., 1993;
Southern i Clawson, 1979).
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Imunosupresivno dejstvo AfB:1 je dokazano kod laboratorijskih Zivotinja, kao i kod pilic¢a i
¢uraka (Sharma, 1993). AfB:1 dovodi do negativnog uticaja na nespecifi¢ne komponente imunskog
sistema, kao S§to su komplement, interferon, kao i fagocitna sposobnost makrofaga (Pier i
McLoughlin, 1985). Smatra se da su negativan uticaj na komplement, interferon i serumske proteine,
posledica ostecenja jetre i inhibicije sinteze proteina. Takode, AfB1 dovodi do aplazije timusa i
supresije ¢elijski posredovanog imuniteta (Pier i McLoughlin, 1985). Unosenje AfB1 u nizim dozama
(0,2-0,5 mg/kg) ne uti¢e znacajno na titar antitela kod pastereloze, salmoneloze i atipi¢ne kuge Zivine.
Unosenje visih doza AfB1 (0,6-10 mg/kg) dovodi do supresije produkcije 1gG i IgA antitela (Corrier,
1991).

2.1.6. AfB;1 u hranivima i hrani za Zivotinje

Sve viSe podataka Organizacije za hranu i1 poljoprivredu (FAO, 2014) ukazuje da je
kontaminacija mikotoksinima na globalnom nivou visoka, te da je preko 25% svetske Zetve , skoro

svake godine kontaminirano jednim ili vi$e razli¢itih mikotoksina (Eskola i sar., 2020).

AfB1 je detektovan u mnogim hranivima i hrani za zivotinje u razli¢itim koncentracijama.
Sadrzaj AfB1 u hranivima zavisi¢e od temperaturnih uslova, vlaznosti vazduha, aktivnosti vode i
koncentracije spora toksinogenih plesni. Takode, zavisi 1 od primenjenih agrotehni¢kih mera,
prisustva insekata i glodara koji mehanicki o$te¢uju zrno i omogucavaju naseljavanje i infestaciju

toksinogenih plesni.

U studiji (Bocarov-Stancic¢ i sar., 2000) dokazano je od 40 do 100 pg/kg AfB1 u ispitivanim
uzorcima kukuruza, dok je u studiji (Masic i sar., 2003) pokazano da je 10,43% od 585 ispitivanih

uzoraka kukuruza bilo kontaminirano AfB1.

Tokom ispitivanja koja su vrSena u Italiji u periodu od 1982. do 2007. godine analizom je bilo
obuhvaceno 3607 uzoraka kukuruza (Cinti i sar., 2005; Decastelli i sar., 2005; Micco i sar., 1986;
Pietri i sar., 2004; Piva i sar., 2006), a najvisi sadrzaj AfB1koji je utvrden iznosio je 233 ug/kg, dok
su se srednje vrednosti kretale u opsegu od 14 do 21 ug/kg. U studiji iz 2003. godine (Piva i sar.,
2006) utvrdena je visoka koncentracija AfB1sa maksimalnom vredno$c¢u od 155 pg/kg, a verovatno

uzrokovano velikom suSom koja je pogodila Italiju 2003. godine.

Geografski polozaj Turske, sa prisutnom mediteranskom klimom, omogucava ovoj drzavi
optimalne klimatske uslove u kojima je mogu¢ razvoj plesni koje produkuju AfBi. U periodu od
1986. do 2006. godine ispitivanjima je bilo obuhvaceno 423 uzoraka kukuruza (Alperden i Karaali,
1990; Alptekin i sar., 2009; Giray i sar., 2009; Gursoy i Bicici, 2003; Nizamlyolu i Oguz, 2003; Oruc
i sar., 2006; Orug i sar., 2007; Ozay i Heperkan, 1989), a najvisi sadrzaj AfB1koji je utvrden iznosio
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je 432 ug/kg u 2006. godini (Orug i sar., 2007). U mediteranskom delu Turske tokom 2002. i 2005.
godine zabeleZene su najvise vrednosti AfB1 i iznosile su izmedu 120 i 133 pg/kg pojedinaéno (Giray

i sar., 2009; Nizamlyolu i Oguz, 2003).

Evropska zemlja koja, takode, poseduje klimatske predispozicije za kontaminaciju kukuruza
AfB1 je Rumunija, koja je po podacima drugi proizvoda¢ kukuruza u EU (Evropska agencija za
bezbednost hrane-EFSA, 2012). Analiza prisustva AfB1 u kukuruzu obuhvatila je period 1997. do
2004. godine, tom prilikom je analizirano ukupno 95 uzoraka kukuruza (Braicu i sar., 2008; Curtui i
sar., 1998; Tabuc i sar., 2009), a najvi$a zabelezena koncentracija AfB1 iznosila je 46,4 png/kg u studiji
iz 2009. godine.

U istrazivanjima sprovedenim u Iranu (Karami-Osboo i sar., 2012) prijavljeno je 146 pozitivnih
uzoraka kukuruza na prisustvo AfB1 od ukupno 373 analiziranih uzoraka u periodu od 2006-2008.

godine, Sto predstavlja 46,3% ispitivanih uzoraka.

U periodu od jula 2001. do novembra 2002. godine u Brazilu (Sassahara i sar., 2005), utvrdeno
je da je od 98 analiziranih uzoraka AfB1 bilo kontaminirano 26% ispitivanih uzoraka hraniva za

zivotinje, 1 ¢ak 53% uzoraka potpunih smesa za ishranu Zivotinja.

Studija iz 2006. godine u Americi (Abbas i sar., 2006) obuhvatila je gajenje vise
eksperimentalnih hibrida kukuruza, uz primenu odgovaraju¢ih agrotehnickih mera, pracena je
kontrolisana infestacija sa A. flavus plesni. Ukupan sadrzaj AfB1 u svim analiziranim uzorcima

kretala se u opsegu od 21 ug/kg do ¢ak 699 ug/kg.

Republika Srbija je 2012. godine pretrpela susu koja je narocito pogodila poljoprivredne useve.
Na osnovu analiza koje su vr$ene, utvrdeno je prisustvo A. flavus na svim ispitivanim uzorcima zrna
soje, zatim na kukuruznom zrnu (95,3%), jecmu (65,2%) i suncokretu (57,1%), kao i na zrnu pSenice
(45,85%) (Levic i sar., 2013). Izuzetno topli i suvi vremenski uslovi koji su zabelezeni 2012. godine
omogucili su razvoj AfB1, §to je potvrdeno prisustvom AfBi1u 79% od 700 ispitivanih uzoraka

kukuruza (Kos, 2015).

.....

utvrdeno da su srednji nivoi kontaminacije AfB1 iznosili 28,06 pg/kg u regionu Beograda (20,77%),
29,1 pg/kg na podrucju Centralne Srbije (22,29%) i 33,21 pg/kg na teritoriji Vojvodine (29,73%) sa

nivoima AfB1 visim od maksimalno dozvoljenih koncentracija-MDK (Stefanovi¢, 2014).

Ispitivanjem koje je sprovedeno u Srbiji 2013. godine utvrdeno je prisustvo AfB1 iznad MDK

u 67 od ukupno 281 ispitanih uzoraka potpunih smesa za ishranu krava muzara. Koncentracije AfB1
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bile su iznad MDK u 22% ispitivanih uzoraka kukuruza, dok AfB1 nije detektovan u senu, silazi

kukuruzne biljke,, suncokretovom brasnu i rezancima repe (Spiri¢ i sar., 2015).

Na teritoriji Hrvatske u studiji koja je obuhvatila 633 ispitivanih uzoraka kukuruza u ¢ak 38%
koncentracija AfB: bila je visa od 81 pug/kg (Pleadin i sar., 2014). Ispitivanjima koja su izvrSena u
Bosni i Hercegovini tokom 2014-2016. godine od 272 ispitana uzorka silaze, zrna kukuruza ili

koncentrovane hrane za zZivotinje u svega 2,57% uzoraka dokazana je vrednost AfB1visa od vrednosti

MDK.

U poredenju sa ranijim godinama tokom 2016. godine u Holandiji zapazeno je povecanje
koncentracije AfBi1 u kukuruzu i proizvodima od kukuruza (Van der Fels-Klerx i sar., 2018).
Medutim, ispitivanjima je utvrdeno znaCajno smanjenje koncentracije AfB1i u sirku, semenu
suncokreta, kukuruznom glutenu i soji u poredenju sa prethodnim godinama (Van der Fels-Klerx i

sar., 2018).

Ispitivanjima sprovedenim tokom 2013-2015. godine u Kini detektovan je najvisi sadrzaj AfB1
u s0ji, nize vrednosti su bile u zrnu kukuruzu i mekinjama, a najnize vrednosti u psenici (Wu Li i sar.,

2016).

MDK AfB:1 propisane Pravilnikom o kvalitetu hrane za Zivotinje (,,Sluzbeni glasnik RS", br.
4/2010, 113/2012, 27/2014, 25/2015, 39/2016 1 54/2017) (preracunato na 12% vlage) prikazane su u
Tabelama 2. 1 3.

Tabela 2. MDK AfB: u hranivima i hrani za Zivotinje

Proizvodi namenjeni za hranu za Zivotinje MDK (mg/kg)

preracunato na 12%

vlage
Hraniva 0,03
Dopunske i potpune smese 0,01
Smese (dopunske 1 potpune) za mlecne krave 1 telad, mle¢ne ovce i 0,005
jagnjad, mle¢ne koze 1 jarad, prasi¢e i mladu Zivinu
Smese (dopunske i potpune) za goveda (izuzev muznih krava i teladi), 0,02

ovce (izuzev mle¢nih ovaca i jagnjadi), koze (izuzev mle¢nih koza i
jaradi), svinje (izuzev prasadi) i Zivina (izuzev mladih Zivotinja)
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Tabela 3. MikrobioloSki kriterijumi za plesni u 1g hraniva i hrane za Zivotinje

Proizvodi namenjeni za hranu za Zivotinje Broj kvasaca i plesni u 1g
Hraniva biljnog porekla 200.000
Hraniva animalnog porekla 10.000
Smese za mlade Zivotinje 50.000
Smese za odrasle zivotinje 200.000

2.1.7. Aflatoksikoza Zivine

Aflatoksikoza predstavlja akutno ili hroni¢no oboljenje zivine koje nastaje p.o. unosenjem
AfBi1. Akutna aflatoksikoza zivine nastaje pri konzumiranju hrane kontaminirane visokim dozama
AfB1 i relativno su retke. Dugotrajan unos ovog mikotoksina, ¢ak i pri veoma niskim
koncentracijama, moze dovesti do poremecaja zdravstvenog stanja i znacajnog pada proizvodnih

rezultata, pri ¢emu mogu nastati hroni¢na trovanja.

Znacaj AfB1je prvi put sagledan 1960. godine, nakon masovnog uginuéa ¢uraka, pataka i
pili¢a (viSe od 100.000 jedinki) u Velikoj Britaniji. U to vreme, hemijska struktura, niti uloga
aflatoksina jo$ nije bila poznata, te je ova ,,misteriozna“ bolest nazvana ,,X - oboljenje ¢uraka® ili
hepati¢na nekroza. MikoloSka analiza hrane za Zivotinje, kojom je uginula zivina hranjena, potvrdila
je prisustvo plesni A. flavus. Kasnija analiza tankoslojnom hromatografijom omogudéila je samo
vizualnu identifikaciju nekoliko jedinjenja koja su pokazivala sposobnost nativne fluorescencije

nakon izlaganja UV spektru.

Svinje 1 Zivina su u najvec¢em riziku od aflatoksikoze, zato Sto se u najvecoj meri hrane
zitaricama, te nemaju predzeluda¢nu mikrofloru koja u odredenoj meri ima sposobnost degradacije
AfB:1 (Bhat i sar., 2010). U okviru kategorija, mlade Zivotinje su osetljivije od starijih, gravidne od
negradivnih. U okviru vrsta zivine, najosetljivije su patke, zatim guske, ¢urke i fazani, dok su kokoske

nosilje najotpornije na dejstvo AfB1 (Leeson i sar., 1995; Muller i sar., 1970).

Pocetni simptomi trovanja AfB1 su anoreksija, gubitak TM, bledilo koze i sluzokoza, slabost
nogu i krila, kao 1 nervni simptomi. Takode, dolazi 1 do poremecaja metabolizma lipida i posledi¢no
do pojave steatoreje, masne jetre, kao i do snizavanja vrednosti triglicerida, holesterola i fosfolipida

u krvi obolelih Zivotinja.

AfB1 je toksican za veliki broj zivotinjskih vrsta, te kod njih dovodi do direktnih ili indirektnih
toksi¢nih efekata, kao Sto su: imunosupresija, smanjenje prirasta, smanjenje produkcije mleka 1 jaja.

Opisan je mehanizam nastajanja hepatocelularnog karcinoma kod Zivotinja koje su hranom unosile
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AfB1, zato je Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) svrstala AfB1 u grupu 1A, (dokazani

karcinogen za ljude i zivotinje, IARC, 2002).

AfB1 u koncentracije od 0,7 mg/kg hrane znaajno je uticao na smanjenje proizvodnih
rezultata kod ¢uraka, dok ista koncentracija toksina nije imala uticaja na proizvodne rezultate

prepelica i brojlera (Lozano i Diaz, 2006).

Kod zivine AfB1 dovodi do poremecaja proizvodnih rezultata, TM, prirasta, konzumacije
hrane, konverzije hrane, pigmentacije, randmana trupova na klanicama, produkcije jaja kao i do
poremecaja reproduktivnih sposobnosti muZzjaka i zenki. Neki od ovih uticaja posledica toksicnog
delovanja AfB1 dok su drugi posledica smanjenog unosa hrane (Calnek i sar., 1997).

U klini¢koj slici obolelih zivotinja dominiraju anemija, hemoragija, oStecenja jetre, pareze i

odgovor nakon vakcinacije kao i povecana osetljivost na infektivne bolesti (Calnek i sar., 1997).

Osetljivost pilica na uneti AfB1 zavisi¢e od nekoliko faktora kao §to su: rasa, starost, nutritivni

status, koli¢ina unetog toksina, kapacitet jetre 1 mikrozomalnih enzima za detoksikaciju.

Akutne aflatoksikoze kod pili¢a, karakteriSu se: krvarenjima u tkivima, nekrozama u jetri i
ikterusom. Akutne aflatoksikoze kod zivine su retke, i postoji samo nekoliko opisanih slu€ajeva u
literaturi: 1971. u Severnoj Karolini uginulo je 50% jata zivine, jer su hranjeni kukuruzom sa 100
mg/kg hrane AfBi. Na obdukciji uginulih zivotinja videna je bleda i uvecana jetra, tro$ne
konzistencije sa nekroti¢nim zariStima. Takode, zabelezena su petehijalna krvarenja po tkivima, i

intenzivna proliferacija ¢elija zucnih kanala (Smith i Hamilton, 1970).

Izvestaj iz Nju Hempsira gde su pili¢i hranom dobijali 250-500 png AfBi/kg hrane pokazao je

uvecanje jetre, smanjenje nivoa hemoglobina i1 hipoproteinemiju kod intoksiciranih Zivotinja.

U klini¢koj slici kod hroni¢nih aflatoksikoza dominira smanjen unos vode i hrane, gubitak
tezine, zaostajanje u rastu, razbaruseno perje, bledilo sluzokoza, ataksija, drhtanje, paraliza nogu,

krila i uginuc¢a (Leeson i sar., 1995).

AfB1 uzrokuje odloZeno sazrevanje muskih i Zenskih polnih c¢elija, smanjenje nivoa
testosterona u plazmi kod muzjaka, i smanjenje broja folikula kod zrelih kokosi nosilja. AfB1 dovodi
do pojave uvecane i masne jetre, smanjenje produkcije jaja i smanjene izleZenosti iz jaja. Utvrdeno
je da neposredni pad izleZenosti iz jaja proizilazi iz povecanja embrionalnog mortaliteta. Smatra se
da smanjena produkcija jaja nastaje zbog inhibicije sinteze i transporta prekursora Zumanca u jetri

(Dhanasekaran i sar., 2011).
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Najveca koli¢ina AfB1 se metaboliSe kroz jetru i najvaznije oStecenje jetre izaziva metabolit
aflatoksin 8,9 epoksid. Prezivari su generalno manje osetljivi na AfB1 i toksi¢ne metabolite u odnosu
na monogastricne zivotinje, zahvaljuju¢i mikroflori buraga koja ucestvuje delimi¢no u

biotransformaciji aflatoksina u manje toksi¢an aflatoksikol (Fink-Gremmels, 2008).

Kod zivotinja otrovanih AfB1primecuje se supresija hematopoeze, smanjenje ukupnog broja
eritrocita i koncentracije hemoglobina (Huff i sar., 1986). Smanjenje broja eritrocita rezultira

hemolitickom anemijom koja nastaje zbog smanjenja broja zrelih eritrocita u cirkulaciji.

Izlozenost AfB1 rezultira snizavanjem koncentracije ukupne koli¢ine serumskih proteina, a,

zgrusavanja krvi delujué¢i na tromboplastin B, kao i na faktore koagulacije V, VII i X (Doerr i sar.,
1976). Takode, smanjuje nivo protrombina i fibrinogena u plazmi, te posledi¢no produzava vreme
koagulacije. Unos AfB1 hranom dovodi do malapsorptivnog sindroma koji se karakterise steatorejom,

kao i smanjenom koli¢inom Zu¢ne soli, pankreasne lipaze, tripsina i amilaze (Osborne i sar., 1982).

2.1.8. Uticaj AfB1 na proizvodne rezultate Zivine

AfB1 pokazuje negativan uticaj na proizvodne rezultate zivine u smislu pada TM i prirasta,
poremecene konzumacije hrane i povecanja indeksa konverzije hrane. Intenzitet promena zavisice od

doze unetog toksina i duzine izloZenosti.

U eksperimentu koji je sproveden na brojlerima koji su sa hranom dobijali 2mg/kg AfB1
tokom tri nedelje, ova grupa brojlera imala je za 26% nizu TM 1 24,32% nizi prirast u odnosu na
kontrolnu grupu. Grupa koja je hranom dobijala 2 mg/kg AfB1 konzumirala je za 3,38% manje hrane

u odnosu na kontrolnu grupu brojlera (Solis-Cruz i sar., 2019).

U studiji sprovedenoj na ukupno 300 brojlera koji su sa hranom dobijali 1 mg/kg AfB1,
zapazeno je znacajno smanjenje prirasta i to za 34,82%, konzumacije hrane za 29%, dok je konverzija

hrane bila lo$ija za 8,9% u odnosu na kontrolnu grupu (Rajput i sar., 2017).

(A. W. Yunus i sar., 2011) uocili su negativan efekat AfBina TM zivine kada je u AfB1 bio
prisutan u hrani u koncentraciji visoj od 0,5 mg/kg. (Dersjant-Li i sar., 2003) utvrdili su da dodatkom
AfB1 u koncentraciji od 0-10 mg/kg hrane, dovodi do smanjenja proizvodnih rezultata za 5% po
svakom unesenom miligramu AfB:1. (Raju i Devegowda, 2000) uoéili su smanjenje TM kod brojlera
koji su hranom dobijali 0,3 mg/kg AfB1 za 21% u odnosu na kontrolnu grupu. (Tedesco i sar., 2004)
primetili su smanjenje TM kod brojlera koji su hranom dobijali 0,8 mg/kg AfB1 za 10% u odnosu na
kontrolnu grupu. (Zhao i sar., 2010) zapazili su da je doslo do smanjenja TM brojlera koji su hranom

dobijali 1 mg/kg AfB1 tokom tri nedelje za 10% u odnosu na kontrolnu grupu. (Denli i sar., 2009)
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primetili su da je doSlo do smanjenja TM brojlera koji su hranom dobijali 1 mg/kg AfB1 tokom 42

dana za 15% u odnosu na kontrolnu grupu.

(Kana i sar., 2010) su u svojoj studiji opisali negativne efekte veoma niskih doza AfB1 (0,02
mg/kg) na proizvodne rezultate brojlera. U ogledu koji je trajao tri nedelje, ova doza AfB1 dovodila

je do smanjenja TM brojlera za 5% u odnosu na kontrolnu grupu.

(Tedesco i sar., 2004) su pokazali rezultate svoje studije gde su brojleri dobijali AfB1 u
koncentraciji od 0,8 mg/kg hrane. Nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu grupe koja je hranom
dobijala 0,8 mg/AfB1/kg hrane i kontrolne grupe Zivotinja. U periodu izmedu Cetvrte 1 pete nedelje
ogleda, grupa brojlera koja je dobijala 0,8 mg AfBi/kg hrane imala je stati¢ki znacajno nize vrednosti
TM u odnosu na brojlere kontrolne grupe. Takode, tokom pete 1 Seste nedelje ogleda konzumacija
hrane je bila statisticki znac¢ajno niza kod grupe koja je dobijala 0,8 mg/kg AfBz, i to za 25,6% u
odnosu na kontrolnu grupu. KK za ceo ogled iznosila je 2,93 kg kod brojlera koji su hranom dobijali
AfB1, dok je kontrolna grupa ostvarila znacajno bolji KK-2,48 kg u odnosu na grupu koja je hranom
dobijala 0,8 mg AfBukg hrane.

Iz navedenih rezultata, evidentno je da na smanjenje TM brojlera uticu kako koncentracija

AfBs, tako i duzina izlozenosti samom toksinu (A. W. Yunus i sar., 2011).

U eksperimentu koji je trajao 42. dana, 120 jednodnevnih brojlera, bilo je podeljeno u Cetiri
grupe. Prva grupa dobijala komercijalnu hranu bez dodataka,, druga je dobijala 100 pg/kg, treca 200
ng/kg i Cetvrta grupa je dobijala 400 ng/kg AfB1. Na kraju ogleda TM brojlera prve grupe bila je visa
za 32,18% u odnosu na ¢etvrtu grupu brojlera. Isto tako, konzumacija hrane je bila visa kod brojlera
prve grupe za 23,30% u odnosu na brojlere cetvrte grupe. KK hrane kod brojlera prve grupe je iznosio

2,24 dok je kod brojlera Cetvrte grupe iznosio 2,53 (Alam i sar, 2020).
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2.1.9. Uticaj AfB1 na histopatoloske (HP) promene u jetri, srcu, crevima i BF

Kod brojlera koji su hranom dobijali 50 pg AfB1 po kilogramu hrane 21. dana ogleda zapaza
se degeneracija jetre u vidu blagog hepatocelularnog edema i masnih promenama u centrolobularnom
podrucju, dok se 42. dana zapaZaju tezi oblici promena u vidu jasnog hepatocelularanog edema u

centrolobularnim i srednjim zonama jetre (Magnoli i sar., 2011).

Ogled je sproveden na 120 brojlera ROSS provinijence koji su hranom dobijali 1 mg/kg AfB1
tokom Sest nedelja. PatohistoloSke promene su opisane u tkivu jetre u vidu vakuolarne degeneracije
hepatocita, perilobularno se zapaza infiltracija mononuklearnih celija, kao 1 hiperplazija sa
hipertrofijom epitela zu¢nih kanali¢a (Denli i sar., 2009). Kod brojlera ROSS provinijence hranjenih
sa 1mg/kg AfB1 zapaza se blaga infiltracija perilobularnih prostora eozinofilima, kao i vaskularna

degeneracija uz masne promene u hepatocitima (Slizewska i sar., 2019).

Brojleri su hranom dobijali 50 i 200 ug/kg AfB1tokom 40 dana, Kod brojlera koji su hranom
dobijali 50 ug/kg AfB1 zapazaju se HP promene u jetri u vidu diskretne vakuolarne degeneracije
hepatocita i proliferacije zu¢nih kanala u blizini portnog prostora. Kod grupe brojlera koja je hranom
dobijala 200 png/kg AfB1 zapaza se prisustvo fokalne nekroze i zapaljenskog celijskog infiltrata sa

naruSenom arhitekturom hepatocita (Tessari i sar., 2006).

Kod brojlera koji su hranom dobijali 100 pg AfBi/kg hrane, zapazena je difuzna
mikrovakuolarna degeneracija hepatocita. Morfometrijska studija toksi¢nosti AfBi1 pokazala je

toksican efekat AfB1 na dubinu kripti i visinu crevnih resica enterocita (Poloni i sar., 2015).

Kod jednodnevnih brojlera koji su 21 dan dobijali hranu sa 0,2 ili 3 mg AfB1 a zatim 10 dana
hranu bez AfB1, uoena je pojava vakuolizacije hepatocita i deplecije limfocita u folikulima medule
BF. Promenu nisu nestale nakon faze oporavka od tri nedelje. Intenzitet promena bio je povezan sa
koncentracijom toksina u hrani. Takode, primec¢eno je smanjenje apsolutne mase organa i to jetre,

slezine, BF i tireoidne Zlezde kod grupe brojlera koja je dobijala visu dozu AfB1 (Espada i sar., 1992).

U ogledu koji je izveden na 240 brojlera koji su hranom dobijali 0,5 i 1 mg AfB1/kg hrane
primeceno je signifikantno povecanje apsolutne teZine jetre, srca i pankreasa i smanjenje apsolutne
tezine slezine i BF u poredenju sa kontrolnom grupom brojlera. Na makroskopskom pregledu uoc¢eno
je da je jetra ptica koje su hranom dobijale 1mg AfBi/kg hrane uvecana, bledo-zute boje, troSne
konzistencije, a po parenhimu jetre zapazaju se hematomi. U zu¢noj kesi primeceno je nakupljanje
vece kolicine guste zelenkaste zuci. U sr€anoj muskulaturi videne su blage degenerativne promene.
U digestivnom traktu kod ptica koje su hranom dobijale 0,5 i 1 mg/kg AfB1 zapaza se kataralni do

hemoragi¢no-nekroti¢ni gastroenteritis. U crevima kod brojlera koji su hranom dobijali AfB1 u
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koncentraciji od 0,5 i 1 mg/kg primecene su kataralne promene sa pojatanom aktivno$¢u peharastih
¢elija tokom celog ogleda. Primecena je takode, hiperplazija kripti epitelnih ¢elija i blagi do umereni

stepen limfoidne infiltracije unutar ¢elija lamine proprije (Lakkawar i sar., 2017).

Brojleri Cobb provinijence hranjeni su hranom koja je sadrzala 0,6 mg AfBi/kg hrane, dubina
kripti ¢elija tankog creva bila je signifikantno viSa u odnosu na kontrolnu grupu. Visina i povrsina
crevnih resica bile su znacajno smanjene kao 1 broj peharastih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu

(Wang i sar., 2018).

2.1.10. Rezidue AfB;

Hrana Zivotinjskog porekla koja potice od zivotinja koje su hranjene hranivima
kontaminiranim AfBi1, moze sadrzati ostatke ovog mikotoksina ili njegovih metabolita. Iako je
najdominantniji nalaz AfM1 u mleku, ¢ak i nakon procesa pasterizacije, ovi mikotoksini se mogu naci

i u ostalim proizvodima zivotinjskog porekla, kao $to su jetra, jaja i meso (Kumar i sar., 2017).

Rezidue su pronadene u jajima kokoSaka nosilja koje su bile hranjene hranom koja je sadrzala
vise od 3310 pg/kg i 1680 ug/kg AfB:1 toksina tokom 28 dana (Wolzak i sar., 1985). Aflatoksin i/ili
njegovi metaboliti su nadeni u svim delovima jajeta najranije 10 ¢asova nakon ovulacije. Nakon 48h
koncentracija AfB1 opada u belancetu, a raste u Zumancetu i ljusci (Sawhney i sar., 1973). Jaja
kokosaka nosilja hranjenih hranom sa 100-400 pg/kg AfB: toksina, sadrzala su 0,2-3,3 pg/g ovog

toksina (Jacobson i Wiseman, 1974).

Kokoske nosilje hranjene hranom sa 8 ug/kg AfB1 tokom 7 dana, imale su rezidue AfB1 u
jajima 1 svim jestivim tkivima, pri ¢emu je najvisa koncentracija bila u jetri 1 jajnicima. Kokoske
nosilje koje su nakon 7 dana ishrane kontaminiranom hranom, dobijale jo§ 7 dana hranu bez AfB4,

imale su rezidue samo u jajima, a u jestivim tkivima ih nije bilo (Trucksess i sar., 1983).

Kokoske nosilje i brojleri hranjeni tokom duzeg perioda hranom sa 50 ug AfBi/kg imali su
rezidue ovog toksina u jetri, bubrezima i miSi¢ima, pri ¢emu je najvisa koncentracija zabeleZzena u
jetri (0,6-1,1 pg/kg). Dve nedelje nakon prestanka unos$enja kontaminirane hrane, rezidue nisu bile

detektovane (Micco i sar., 1988).

U ogledu na brojlerima koji su tokom 7, 14 i 28 dana hranjeni hranom sa 1600, 3200 i 6400
ug/kg AfB1 primeceno je da su najvisu koncentraciju rezidua u jetri i muskulaturi imali brojleri koji
su hranom dobijali 6400 ug/kg AfB:1 i to u koncentracijama 6.97+0.08 ng/g (jetra) i 3.27+0.05 ng/g

(muskulatura). Rezidue su detektovane ve¢ od drugog dana ogleda (Hussain i sar., 2010).
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U eksperimentu Kkoji je trajao 42. dana, 120 jednodnevnih brojlera, bilo je podeljeno u ¢etiri
grupe. Prva grupa dobijala je komercijalnu hranu bez dodataka, druga je dobijala 100 ng/g, treéa je
dobijala 200 ng/g i Cetvrta grupa je dobijala 400 ng/g AfBi. Na kraju ogleda rezidue nisu bile
detektovane kod brojlera prve grupe. Kod brojlera druge grupe zabelezene rezidue u jetri u
koncentraciji od 0,010 ng/g, dok rezidue AfB1 nisu detektovane u muskulaturi. Kod tre¢e grupe
zivotinja detektovano je prisustvo rezidua u jetri u koncentraciji od 0,091 ng/g i muskulaturi 0,010
ng/g. Kod Cetvrte grupe brojlera opisano je prisustvo rezidua AfB1 u jetri u koncentraciji od 0,140

ng/g i muskulaturi od 0,061 ng/g (Alam i sar, 2020).

2.2. T-2 TOKSIN

2.2.1. T-2 toksin opSte osobine

T-2 toksin je jedan od najznacajnijih mikotoksina, prema ucestalosti pojavljivanja i opasnosti
koju predstavlja po zdravlje ljudi i zivotinja i (Adhikari i sar., 2017). Pripada grupi trihotecena, koju
¢ini vise od 180 razli¢itih mikotoksina (Mostrom i Raisbeck, 2012). Proizvode ih prevashodno plesni
iz roda Fusarium, ali i one koje pripadaju rodovima Trichoderma, Trichotecium, Myrothecium,

Cephalosporium, Verticimonosporium i Stachybotrys (Bhat i sar., 2010; Ueno, 1983).

Svi trihoteceni imaju sli¢nu strukturu, tetracikli¢ni seskviterpenoidni 12, 13— epoksitrihotek-
9-enski prsten 1 12,13-epoksidni prsten koji je odgovoran za toksikolosku aktivnost. Poseduju
hemijsku strukturu koju karakteri$e hidroksilna (OH) grupa na poziciji C-3, acetiloksi (-OCOCHO)
grupe na pozicijama C-4 i C-15, vodonik na poziciji C-7 1 estarski vezani izovaleril
[OCOCH2CH(CHz3)2] grupa na poziciji C-8 (Slika 8).

T-2 toxin HT-2 toxin

Slika 8 - Struktura T-2 toksina
(ResearchGate - link (Knutsen i sar., 2017)

25


https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structures-of-T-2-toxin-left-and-HT-2-toxin-right_fig2_313015827

Na osnovu funkcionalnih grupa u molekulu, podeljeni su na tip A (T-2 i HT-2 toksin), tip B

(deoksinivalenol i nivalenol), tip C (krotocin, bakarin) i tip D (satratoksin, roridin) (Adhikari i sar.,

.....

T-2 toksin je bela, kristalna, opticki aktivna supstanca. Nerastvorljiv je u vodi, ali se rastvara
u acetonu, etanolu, metanolu, propilen glikolu i drugim organskim rastvara¢ima. Ovaj toksin je
stabilan u spoljasnjoj sredini, te je otporan na niz svetlosnih i temperaturnih opsega, ali se lako

deaktivira jakim kiselinama ili bazama (Adhikari i sar., 2017).

2.2.2. Produkcija i biosinteza T-2 toksina

T-2 toksin produkuju plesni roda Fusarium, i to F. tricinctum, F. roseum, F. poae, F.
sporotrichioides i dr. Ove plesni su ubikvitarne i mogu da infestiraju hraniva, kako na polju, tako i u
fazi skladiStenja. T-2 toksin se sintetiSe na temperaturi od 0 do 32° C, a maksimalna sinteza se odvija
na temperature od 10°C-15°C C (Bouaziz i sar., 2008).

Proces biosinteze molekula zapocinje ciklizacijom farnezil pirofosfata u hidrokarbon
trihodien, uz pomo¢ enzima trihodien sintetaze (Vedula i sar., 2007). Dalji put u sintezi trihotecena
ukljucuje mnogobrojne reakcije oksigenacije, izomerizacije, ciklizacije 1 esterifikacije, pri ¢emu od

trihodiena nastaju trihoteceni — diacetoksiscirpenol, T-2 toksin i 3-acetil deoksinivalenol.

2.2.3. Metabolizam T-2 toksina

Resorpcija trihotecena se deSava na razliCite nacine, ukljucujuéi oralni, dermalni i inhalacioni
put (Adhikari i sar., 2017). Trovanje T-2 toksinom najée$ce nastaje nakon peroralnog unosenja
toksina. U velikoj meri se metaboliSe ve¢ u tankim crevima, te je bioloska raspolozivost
nepromenjenog T-2 toksina potencijalno veoma niska. Metabolisanjem T-2 toksina u organizmu
nastaje HT-2 toksin (Bhat i sar., 2010). Nakon resorpcije toksina dolazi do njegove distribucije po
organizmu putem krvi. Toksin i njegovi metaboliti se u organizmu distribuiraju u razli¢ita tkiva,

zavisno od afiniteta toksina prema tkivima, doze toksina i vrste zivotinja. (Matsumoto i sar., 1978).

Kod brojlera starih 6 nedelja koji su dobijali T-2 toksin u koncentraciji od 2 mg/kg hrane
tokom 5 nedelja, a kojima je zatim jednokratno u voljku aplikovan radioaktivno obelezeni T-2 toksin
u dozi od 0,5 mg/kg TM, maksimalna koncentracija u vecini tkiva bila je zabeleZena 4 ¢asa nakon
aplikacije, a u miSi¢ima, kozi i zuci nakon 12 Casova. Posle 48 sati u miSi¢ima i jetri je bilo utvrdeno

prisustvo toksina i/ili njegovih metabolita u koncentraciji od 39-40 ug/kg (Chi i sar., 1978).
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Metabolicka biotransformacija toksina se odvija u velikom broju ¢elija, od kojih su
najznacajniji hepatociti. Metabolizam T-2 toksina se odvija u dve faze. U prvoj fazi dolazi do
formiranja polarnih jedinjenja tokom reakcija saponifikacije, hidroksilacije i deepoksidacije, dok se

u drugoj fazi nastali metaboliti T-2 toksina konjuguju sa glukuronskom kiselinom.

Proces saponifikacije T-2 toksina se deSava pomocu enzima karboksilesteraze, koja
deacetiliSe C4 ostatak T-2 toksina, pri ¢emu prevashodno nastaje HT-2 toksin. Ovaj metabolit se
razlaze dalje reakcijom hidroksilacije do T-2 triola, koji se zatim, u reakciji deepoksidacije, razlaze
do T-2 tetraola, pri cemu se gubi toksi¢nost primarnog jedinjenja (Swanson i sar., 1987). T-2 tetraol

I HT-2 toksin se pre eliminacije, kod nekih zivotinjskih vrsta, konjuguju sa glukuronskom kiselinom

(Slika 9).
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Slika 9. Metabolizam T-2 toksina (Wu i sar., 2012)

Zavisno od vrste Zzivotinja, T-2 toksin moze da se transformiSe u razli¢ita jedinjenja.
Istrazivanja sprovedena na hepatocita brojlera pokazuju da metabolisanjem T-2 toksina nastaje HT-
2 toksin, koji se preko 4-deacetilneosolaniola metabolise u T-2 tetraol (Yoshizawa i sar., 1980). Pored
navedenih jedinjenja kao produkt metabolicke biotransformacije T-2 toksina, utvrdeno je prisustvo i
razli¢itog broja nepoznatih derivata. Svi metaboliti T-2 toksina su manje toksi¢ni od samog T-2
toksina, sa izuzetkom 3-hidroksi T-2 toksina. Na pile¢im embrionima, kojima je T-2 toksin ubrizgan
u zumancéanu kesu, utvrdeno je da je poluzivot T-2 toksina bio 48-60h, dok je posle 8-9 dana T-2
toksin bio potpuno metabolisan u T-2 tetraol (Bata i sar., 1983). Ekskrecija toksina i njegovih
metabolita se deSava dominantno putem zuci (Bhat i sar., 2010). Brojleri u roku od 48 c¢asova

eliminiSu skoro ¢itavu dozu unetog T-2 toksina, bez zna¢ajne akumulacije rezidua (Chi i sar., 1978).
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Kod brojlera starih 5 nedelja kojima je intraperitonealno aplikovan toksin, rezidue T-2 toksina
1 njegovih metabolita pronadene su u ekskretima, jetri i plu¢ima, ali nisu pronadene u srcu ili

bubrezima (Pandey i sar., 2005; Visconti i Mirocha, 1985).

2.2.4. Toksiénost T-2 toksina

T-2 toksin je veoma toksican, kako za ljude, tako i za zivotinje. Trovanje T-2 toksinom kod
ljudi se oznacava kao alimentarna toksi¢na aleukija (ATA) (Adhikari i sar., 2017). Toksi¢ni efekti
koje kod razlic¢itih organizama ispoljava T-2 toksin zavise od brojnih faktora, kao $to su nacin unosa,
doza i vreme izlaganja, prisustvo drugih mikotoksina, ali i vrsta, starost, pol kao i kondicija organizma
(Hossam, 2013). Najmarkantniji simptomi trovanja kod ljudi su abdominalni bol, muc¢nina,
povracanje, smanjen apetit, dijareja, vrtoglavica, glavobolja i otezano disanje. Lokalno iritantno
dejstvo se ispoljava epitelonekroticnim efektima, najcesce u usnoj duplji i ostatku digestivnog trakta.
Hemoragicna dijateza se javlja kao posledica oste¢enja zidova krvnih sudova (Stoev i sar., 2010).
Hipoplazija kostne srzi dovodi do leukopenije i pada imunskih sposobnosti organizma (Bhat i sar.,
2010).

Veca toksi¢nost T-2 toksina u odnosu na druge toksine iz grupe trihotecena posledica je
izrazene lipofilnosti molekula, koja mu omogucava brzi prolazak kroz ¢elijsku membranu 1 pojacava
toksi¢no dejstvo. Ovaj toksin ima hidrofilne osobine, te svoje toksi¢ne efekte ostvaruje i ugradnjom
u lipidne ili proteinske komponente ¢elijske membrane, ometaju¢i njenu funkciju. Efekat ometanja
funkcije celijske membrane je dokazan u in vitro uslovima na kulturama celija (eritrocitima,
mioblastima i fibroblasta) (Coulombe Jr, 1993). U tabeli 4. Tade su vrednosti LDso za T-2 toksin kod
zivotinja (Adhikari i sar. 2017) .

Tabela 4. Srednja smrtna doza (LDso) T-2 kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta

Zivotinjska vrsta | LDso (p.0. mg/kg TM) | LDso (i.v. mg/kg TM) | LDso (i.p. mg/kg TM)
Misevi 10,0 4,2 5,2
Pacovi 3,7 0,9 1,5
Zamorci - 1-2 1,2
Kokoske nosilje 6,3 - -
Jednodnevni pilici 5,0 - -
Svinje 5,0 1,2 -
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2.2.5. Mehanizam dejstva

Na dejstvo T-2 toksina su najosetljivija tkiva i ¢elije sa visokim stepenom proliferacije. Celije
koje se u velikoj meri aktivno dele kao Sto su ¢elije krvne loze, kao i ¢elije crevnog epitela i koze, a
zatim 1 Celije jetre, bubrega 1 pankreasa. Nediferentovane celije 1 ¢elije sa nizem stepenom

diferencijacije su manje osetljivije nego visokodiferentovane ¢elije (Rai i sar., 2011).

Mikotoksini iz grupe trihotecena se vezuju za ribozome, remeteci time sintezu molekula DNK
I proteina (Pestka, 2007). T-2 toksin izaziva inhibiciju sinteze eukariotskih proteina, inhibiciju
¢elijske deobe i sinteze RNK/DNK, inhibiciju aktivacije signalnih puteva protein kinaza aktiviranih
mitogenom (MAPK), promenu integriteta membrane, poremecaj funkcije mitohondrija, indukciju

ekspresije gena citokina i ¢elijsku smrt (Rocha i sar., 2005; Wu i sar., 2013).

Citotoksi¢ni efekti T-2 toksina, mogu da se manifestuju apoptozom celija Stvaranjem
slobodnih radikala, i to prevashodno peroksidnih, hidroksilnih radikala kao i superoksidnih molekula,
Sto dovodi do peroksidacije viSih nezasi¢enih masnih kiselina u ¢elijskoj membrani i njenih oSte¢enja
(Lobo i sar., 2010). U in vitro uslovima, T-2 toksin dovodi do apoptoze razlicitih ¢elija u ¢elijskim
kulturama, §to je potvrdeno 1 ispitivanjima kod miSeva, gde dolazi do apoptoze ¢elija koze, bubrega,
mozdanog tkiva i kostne srzi (Afsah-Hejri i sar., 2013). Takode, prema navodima (Dvorska i Surai,
2001) usled prisustva T-2 toksina u hrani za prepelice u koncentraciji od 8,1 mg/kg doslo je do
smanjenje koncentracije antioksidanata u jetri i do povecanja koncentracije malon dialdehida tj. do

peroksidacije lipida u jetri.

Sprovedena brojna istrazivanja dokazuju inhibiciju sinteze proteina u in vitro celijskim
kulturama sisara. Izlozenost hepatocita pacova koncentraciji T-2 toksina od 0,01 ng/ml dovodi do
inhibicije sinteze proteina za 75% (Trusal i O'Brien, 1986). Ispitivanja su pokazala da T-2 toksin u
koncentraciji od 0,75 mg/kg TM kod miSeva dovodi do inhibicije sinteze proteina u kostanoj srzi,
slezini i timusu (Feinberg i McLaughlin, 2017; Organization, 1990; Rosenstein i Lafarge-Frayssinet,
1983; Thompson i Wannemacher Jr, 1990).

Usled oksidativnog stresa proteina dolazi do ostec¢enja DNK, aktiviranja mitohondrijskih
puteva apoptoze i posledicno ¢elijske smrti. Citohrom C iz mitohondrija i povecana aktivnost
specifi¢nih proteaza dovodi do apoptoze u ¢eliji. Na osnovu druge teorije, ¢elijska smrt nastupa nakon
indukcije MAPK i protein kinaze aktivirane stresom/C-jun N-terminalna kinaza (SAPK/INK) koje
nastaju posledi¢no usled inhibicije proteina ili lipidne peroksidacije i oslobadanje slobodnih radikala.

Apoptoza uzrokovana T-2 i HT-2 toksinom prvenstveno zahvata tipove ¢elija koje brzo proliferisu
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(hematopoetska, limfoidna i gastrointestinalna tkiva) (Jaradat, 2005; Schuhmacher-Wolz i sar.,
2010).

S obzirom na razvoj oksidativnog stresa pod uticajem T-2 toksina, smatra se da dodatak
antioksidanata u hranu za Zivotinje moze ostvariti zastitni efekat (Rizzo i sar., 1994). Kao i ostali
mikotoksini i trihoteceni svoje toksicne efekte delimi¢no ostvaruju direktnom interakcijom sa
enzimima i koenzimima ¢elija, ¢ime modifikuju enzimsku aktivnost i metabolizam materija. T-2
toksin moze da inaktiviSe enzime koji sadrze tiol grupu (-SH) (Suneja i sar., 1989). Kod T-2 toksina,
tiol grupa omogucéava potencijalnu inhibiciju tanskripcije i translacije (Nyangi i sar., 2016). Na
samom mestu transkripcije, T-2 se vezuje i inaktivira funkciju peptidil-transferaze (Henghold, 2004),
¢ime se ograniCava sinteza proteina (Krska i sar., 2014). T-2 toksin ima afinitet da se veze za
ribozomalni sistem 60S, ¢ime se blokira inicijacija polipeptidnog lanca (Devreese i sar., 2013). T-2
ispoljava efekte inhibicije na nivou transkripcije 1 translacije Sto utice znatno na celije koje rastu:
¢elije sluznice gastrointestinalnog trakta, koStanu srz, hematopoetske mati¢ne ¢elije, koze 1 eritroidne
¢elije (Rai i sar., 2011). T-2 toksin menja fiziolosku ulogu membrane ¢ime sprecava proliferaciju
limfocita, menja proizvodnju antitela i rast dendritskih ¢elija (Obremski i sar., 2013). T-2 toksin
deluje sa subcelijskim strukturama sto dovodi do poremecaja morfologije mitohondrija, granuliranog

endoplazmati¢nog retikuluma i ostalih slojeva membrane (Afsah-Hejri i sar., 2013).

T-2 toksin dovodi do redukcije sukcinata i citrata u urinu i smanjenja nivoa fumarata u jetri,
uz povecanje nikotinamid-adenin-dinukleotida kod pacova, §to sugeriSe da T-2 toksin dovodi do

inhibicije ciklusa limunske kiseline (Adhikari i sar., 2017).

2.2.6. Teratogenost, karcinogenost i imunska toksi¢nost T-2 toksina

Zbog postojanje ogranicenih dokaza o karcinogenosti kod Zivotinja, Medunarodna agencija

za istrazivanje raka, svrstala je T-2 toksin u kategoriju 3 (IARC, 1987).

U eksperimentu koji je sproveden na 100 miSeva, koji su hranjeni sa 1,5 1 3,0 mg/kg hrane T-
2 toksina, pojava plu¢nih adenoma i adenoma jetre muzjaka bila je signifikantno visa u odnosu na

kontrolnu grupu (Schiefer i sar., 1987).

T-2 toksin ostvaruje imunosupresivne efekte prekidom deobe ¢elija u kostnoj srzi, slezini,
timusu, limfnim ¢vorovima i crevnoj sluznici. Tretiranje T-2 toksinom kod pacova dovodi do
limfoidne deplecije u timusu, slezini i BF (Rahman i sar., 2021). Takode, dolazi do smanjenog
stvaranja limfocita, poremecaja u sekreciji interleukina, smetnji u sintezi antitela i ometanja razvoja

dendriti¢nih ¢elija (Obremski i sar., 2013).
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Prema podacima Nau¢nog odbora za hranu EU postoje ograniceni dokazi o tumorogenosti T-
2 toksina kod eksperimentalnih zivotinja (indukcija hepatocelularnih i pluénih adenoma kod muzjaka

miseva) (Chain, 2011)2.2.11 T-2 toksin u hranivima i hrani za zivotinje

Trovanje zivotinja T-2 toksinom u najvecoj meri nastaje unosom kontaminirane hrane. T-2
toksin se najCesce nalazi u zrnastim hranivima, kao $to su kukuruz, ovas, pSenica, jeCam, pirinac 1
soja (Krska i sar., 2014). Na osnovu dobijenih podataka srednja vrednost koncentracije T-2 toksina u
nekim hranivima iznosila je 4,6 ng/kg za jecam, 3,2 ug/kg za kukuruz, 21 pg/kg za ovas, 0,7 pg/kg
za pirina¢, 0,2 pg/kg za raz i 1,6 pg/kg za pSenicu (Canady i sar., 2001). Od 24 uzorka zrna je¢ma,
50% je bilo pozitivno na prisustvo T-2 toksina, u koncentraciji od 0,02 do 2,4 mg/kg, pri cemu je u
polovini od tih uzoraka bio prisutan i HT-2 toksin u koncentraciji od 0,01 do 0,37 mg/kg (Placinta i
sar., 1999).

U studijiiz 2019. godine ispitivano je 40 uzoraka hrane za brojlere, komercijalnih proizvodaca
na prisustvo AfBs1, ohratoksina A, T-2 toksina, fumonizina i zearalenona. T-2 toksin je detektovan u
21 ispitivanom uzorku Irackih i u 19 uzoraka Iranskih proizvodaca hrane u koncentraciji od (2,00-

16,00) pg/kg i (2,00-23,00) pg/kg (Bibani i sar., 2019).

Istrazivanje koje je sprovedeno na 3000 uzoraka hraniva u osam zemalja Evrope, potvrdilo je
kontaminaciju T-2 toksinom kod 20% ispitivanih uzoraka, od toga je najces¢a kontaminacija bila
evidentirana u kukuruzu kod (28%), pSenice (21%) i ovsu (21% ispitivanih uzoraka). Takode,
utvrdeno je prisustvo HT-2 toksina u uzorcima ovsa (41%), kukuruza (24%) i razi (17%) (Gareis,
2003).

Istrazivanja sprovedena u periodu od 2002. do 2005. godine, potvrdila su prisustvo T-2
toksina kod (84%) i HT-2 toksina kod (92%) ispitivanih uzoraka, u koncentracijama iznad 10 pg/kg.
Zajednicka srednja vrednost za T-2 i HT-2 toksin iznosila je 213 i 570 pg/kg (Edwards, 2009).

Istrazivanje koje je sprovedeno u Italiji u periodu od 2011. do 2014. godine pokazuje da se
kontaminacija jeéma T-2 toksinom kretala od 22% do 53% ispitivanih uzoraka, dok su se vrednosti

kontaminacije kretale u rasponu od 26 do 787 ug/kg (Morcia i sar., 2016).

U istrazivanju koje je sprovedeno u Hrvatskoj od 1998. do 2004. godine, zabeleZzene su
koncentracije T-2 toksina od 100-500 pg/kg ili kod 16,8% ispitivanih uzoraka hrane za zivotinje
(Sokolovi¢ i Simpraga, 2006).

U kukuruzu koji je uzgajan tokom kiSovitog perioda u Hrvatskoj, zabeleZeno je prisustvo T-

2 toksina u 24,4% ispitanih uzoraka tokom 2012. godine (Pleadin i sar., 2012).
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Analizom zitarica detektovano je prisustvo 304,2 pg/kg i 521,0 pg/kg T-2/HT-2 toksina u
uzorcima ovsa, dok je u hrani za telad zabelezeno 129,3 ug/kg T-2 toksina, (Pleadin i sar., 2017).

Istrazivanja sprovedena od 2005-2014. godine u Finskoj, pokazala su da je srednja vrednost
zbira koncentracija T-2 i HT-2 toksina iznosila za ovas 43-161 pg/kg, a za psenicu, jeGam i raz 25

Mg/kg (Hietaniemi i sar., 2016).

U uzorcima nepreradenog ovsa koji su prikupljeni u Irskoj u periodu od 2015-2016. godine,
utvrdena je uCestalost prisustva T-2 toksina od 41% i HT-2 toksina od 51% u ukupno 208 ispitivanih
uzoraka. Najniza zabelezena vrednost T-2 toksina iznosila je 55 pg/kg, dok je najvisa vrednost
iznosila 1102 pg/kg. Kod HT-2 toksina najniza vrednost je iznosila 53 pg/kg, dok je najvisa vrednost
iznosila 3405 pg/kg (De Colli i sar., 2021).

Ispitivanja koja su sprovedena u Evropi u periodu od 2013. do 2019. godine, pokazala su
ucestalost prisustva T-2 toksina od 98,1% i HT-2 toksina od 96,7% od ukupno 281 ispitivanih
uzoraka. Srednja vrednost zbira koncentracija navedenih toksina iznosila je 149 ug/kg (Meyer i sar.,
2021).

MDK T-2 toksina nisu propisane Pravilnikom o kvalitetu hrane za Zivotinje (,,Sluzbeni
glasnik RS", br. 4/2010, 113/2012, 27/2014, 25/2015, 39/2016 1 54/2017), ve¢ su preuzete vrednosti
iz regulative Evropske Unije (European_Commission, 2013).

Tabela 5. MDK T-2 toksina u hranivima i hrani za Zivotinje regulativa

MDK (mg/kg)
Komponente za hranu za sve vrste zivotinje osim za macke 0,25
Hrana za macke 0,05

2.2.7. T-2 toksikoza zZivine

Toksicni efekti T-2 toksina se kod zivine manifestuju u vidu apatije, inapetence, pojave lezija
u ustima i crevima, proliva, negativnog uticaja na imunski i hematopoezni sistem, pada nosivosti i
smanjenja debljine ljuske jaja, gubitka TM, nepravilnog poloZzaja krila, loSeg kvaliteta perja, kao i
neuroloskih simptoma. Diferencijalno dijagnosticki treba uzeti u obzir mnoga sli¢na oboljenja, kao

Sto su kandidijaza 1 atipi¢na kuga Zivine (Nesi¢, 2007).

Ispitivanje izvrSeno na guskama 2023. godine, pokazalo je da su parametri vezani za funkciju

jetre alanin amino-transferaza (ALT) i aspartat amino-transferaza (AST) znacajno povecani u
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grupama kojima je T-2 toksin dodavan u koncentracijama od 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 i 2,0 mg/kg hrane
u odnosu na kontrolnu grupu. Isto tako, grupe koju su dobijale T-2 toksin imale su znac¢ajno povisen

nivo laktat dehidrogenaze (LDH) u odnosu na kontrolnu grupu (Gu i sar., 2023).

Pored toga, T-2 toksin dovodi i do produzenja protrombinskog vremena (Doerr i sar., 1974;
Doi i sar, 2008). Smanjen nivo hemoglobina, smanjenje vrednosti holesterola i ukupnih proteina u
serumu, kao i povecanje koncentracije mokrac¢ne kiseline se uocavaju pri koncentraciji od 2 mg/kg

T-2 toksina kod ptica (Indresh i Umakantha, 2013).

Najmarkantniji efekat T-2 toksina kod brojlera obi¢no je stomatitis sa razvijenim nekroti¢nim
promena, prac¢enim prekomernim razmnozavanjem saprofitske mikroflore. Karakteristi¢ne lezije u
usnoj duplji su ustanovljene kod svih brojlera koji su tri nedelje dobijali T-2 toksin, i to ve¢ pri
koncentracijama od 1 mg/kg hrane. PoCetne promene se pojavljuju ve¢ 7 dana nakon unosenja T-2
toksina i manifestuju se u vidu izdignutih kazeoznih zuto-belih plakova. Nakon 14 dana lezije su se
povecale i zahvatile koren jezika, dok su nakon tri nedelje lezije bile veoma izrazene. Iz lezija su

izolovane E. coli i Staphylococcus epidermidis.

U komercijalnom jatu brojlera, koji su hranjeni hranom kontaminiranom sa 2,5 mg/kg T-2
toksina, zapazeno je loSe operjavanje, depresija, nekroza sluznice usta i atrofija limfoidnog tkiva
(Akande i sar., 2006; Bitay i sar., 1981). Nervni simptomi su primeéeni kod brojlera koji su dobijali
T-2 toksin u dozi od 4 mg/kg hrane.

HematoloSke promene nisu bile znacajno izraZzene kod brojlera kojima je davan preciséeni T-
2 toksin (8 ili 16 mg/kg), ve¢ kod brojlera hranjenih sirovim ekstraktom T-2 toksina. ZapaZeno je
znaajno smanjenje broja leukocita, trombocita, eritrocita i koncentracije hemoglobina (Adhikari i
sar., 2017; Joffe i Yagen, 1978). Do znafajnog negativnog uticaja na koagulaciju krvi, doslo je kod
brojlera starih 40 dana koji su dobijali T-2 toksin u koncentraciji od 16 mg/kg hrane (2 mg/kg TM)
(Doerr i sar., 1981). Imunosupresija sa smanjenom rezistencijom prema bakterijama je zabelezena

kod brojlera kojima je davan T-2 toksin u dozama visim od 4 mg/kg hrane.

Eksperiment je sproveden na 300 jednodnevnih brojlera koji su hranom dobijali 0, 50, 100,
150 1 200 pgT-2 toksina/kg hrane. Kod brojlera je zapazen smanjen unos hrane, povecan koeficijent
konverzije (KK) hrane kao i smanjenje TM kod grupa koje su hranom dobijale 150 i 200 pg/kg T-2
toksina. Ukupna koncentracija proteina u serumu bila je najniza u grupi koja je hranom dobijala 200
Mg/kg T-2 toksina. Nizi nivo holesterola i hemoglobina, poveéan sadrzaj mokrac¢ne kiseline, AST i
ALT zabelezen je u grupama koje su hranom dobijale 150 i 200 pg/kg T-2 toksina (Singh i sar.,
2020).
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Ispitivanje koje je sprovedeno na 160 jednodnevnih pili¢a tokom tri nedelje, pokazuje da
koncentracije od 2 mg/kg T-2 toksina imala negativan efekat na TM, prirast i konverziju hrane. Kod

brojlera su zabelezene lezije u ustima $to je prouzrokovalo odbijanje hrane (Nesi¢ i sar., 2011).

Takode, odbijanje hrane kao simptom koji se javlja usled trovanja T-2 toksinom posledica je

promena u usnoj duplji i sluzokozi tankog creva, uz smanjenje TM i konzumacije hrane (Ueno, 1977).

2.2.8. Uticaj T-2 toksina na proizvodne rezultate Zivine

Kao i svi ostali mikotoksini i T-2 toksin ima negativne efekte na proizvodne rezultate zivine

a koji se manifestuju smanjenjem TM, prirasta i konzumacije hrane a povecanjem KK.

Smanjenje unosa hrane i gubitak TM su zapazeni pri koncentracijama T-2 toksina od 2 do 6
mg/kg hrane, dok opisani efekti nisu bili prisutni pri koncentraciji od 1 mg/kg hrane (Raju i
Devegowda, 2000).

Davanje T-2 toksina u dozi od 2 mg/kg hrane u prvih 28 dana je dovelo do znaajnog
smanjenja TM i prirasta kod brojlera (Diaz i sar., 2005). Do istih efekata je doveo i T-2 toksin koji je
u koncentraciji od 1 mg/kg dodat u hranu brojlera tokom prvih pet nedelja Zivota, kada je ovo

smanjenje TM u odnosu na kontrolnu grupu iznosilo oko 20% (Fazekas i sar., 2000).

U studiji o uticaju T-2 toksina, opisan je efekat razli¢itih koncentracija toksina u hrani na
proizvodne rezultate. Brojleri su hranom dobijali T-2 toksin u koncentracijama: 0, 0,05 mg/kg, 0,1
mg/kg, 0,15 mg/kg i 0,2 mg/kg hrane. Studija je pokazala da se konzumacija hrane i prirast nisu
znacajno razlikovali kod grupa koje su hranom dobijale 0,05 1 0,1 mg T-2 toksina/kg hrane u odnosu
na kontrolnu grupu. Dok su grupe koje su hranom dobijale 0,15 mg/kg i 0,2 mg/kg T-2 toksina imale
znacajno nizu konzumaciju i prirast (Singh i sar., 2020). Sli¢ne nalaze prezentovali su i (Raju i
Devegowda, 2000) koji navode da prisustvo T-2 toksina u hrani za brojlere u koncentraciji od 3 mg/kg

hrane uti¢e veoma negativno na prirast i konzumaciju hrane.

Brojleri tretirani sa 0,4 mg T-2 toksina/kg hrane imali su slabiji prirast u odnosu na zivotinje
kontrolnu grupu. Pri dodavanju visih koncentracija T-2 toksina, od 4 mg/kg do 16 mg/kg hrane

tretirani pili¢i su ispoljili slabiji prirast uz izrazene oralne lezije i pove¢an mortalitet (Singh i sar.).

(Wei i sar., 2019) su grupi brojlera u hrani dodavali 6 mg/kg T-2 toksina, i ustanovili da su
smanjenu konzumaciju hrane i prirasta koje je iznosilo 11,4% do 31,8% u odnosu na grupu brojlera

koja je dobijala hranu bez T-2 toksina.

(Indresh i Umakantha, 2013) su brojlerima hranom davali 2 mg/kg T-2 toksina, §to je dovelo

do smanjenja prirasta i TM kod ove grupe brojlera u odnosu na kontrolnu grupu.
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U ispitivanju koje je trajalo 28 dana, T-2 toksin je dodat u koncentraciji od 2 mg/kg u hranu
brojlera, $to je dovelo do znac¢ajnog smanjenja TM, koje je na kraju ispitivanja iznosilo 9% u odnosu
kod brojlera koji su hranom dobijali T-2 toksin u koncentraciji od 1 i 2 mg opisano je smanjenje TM
za 22% i 46% u odnosu na brojlere K grupe. (Pande i sar., 2006). Ispitivanje koje je sprovedeno
tokom 35 dana na brojlerima, pokazalo je da dodavanje hranom 1 mg/kg T-2 toksina nije uticalo na
TM i KK hrane (Sklan i sar., 2001).

2.2.9. Uticaj T-2 toksina na HP promene u jetri, srcu, crevima i BF

T-2 toksin dovodi do patomorfoloSkih promena u jetri, organima digestivnog trakta, kostnoj
srzi, kozi, srcu, plu¢ima, reproduktivnim organima, slezini, BF i nervnom tkivu. HP promene obi¢no
obuhvataju degenerativne promene u jetri, bubrezima i retko u srcu, kao i povrSne nekroze
digestivnog trakta. U hroni¢nim slucajevima, izrazenije su promene na bubrezima u vidu
intersticijalnog nefritisa, skleroze bubrega i glomerulonefritisa, dok nekroticne promene u

digestivnom traktu postaju znacajnije izrazene (Stoev i sar., 2010).

Radi ispitivanja makroskopskih i HP promena, brojlerima je dato 2 mg/ T-2 toksina /kg TM
jednokratno, sondom u voljku. Kod brojlera zrtvovanih posle 24 ¢asa, promene su se manifestovale
difuznom hiperemijom skeletnih miSica, prisustvom tecnog sadrzaja u tankim crevima,
diseminovanih tackica po jetri, punom Zu¢nom kesom. Kod manjeg broja jedinki, konstatovana je
hiperemija sluznice tankih creva i zida zu¢ne kese, edema bubrega i crvenkastog prebojavanja kostne
srZi tibije. Patohistoloske promene su posle 24 Casa bile prisutne u timusu, BF, cekalnim tonzilama,
slezini, kostnoj srZi, jetri 1 Zu¢noj kesi, Zelucu, crevima 1 perju. Kod jedinki Zrtvovanih nakon 7 dana,
nije bilo znacajnih promena u vidu atrofije limfnog tkiva, koja je prisutna nakon 24h. U jetri su
zapazena nekroti€na ZariSta po ¢itavom parenhimu jetre, uz blagu hiperplaziju Zu¢nih puteva. U
ekstrahepati¢nim zuc¢nim putevima i zucnoj kesi zapazaju se hiperemija i prisustvo malih bazofilnih
citoplazmatskih granula u lamini propriji epitela. Promene na gastrointestinalnom traktu su u vidu
blage atrofije crevnih resica i nekroze epitela crevnih resica, i to vrha u duodenumu, i kripti u tankom

i debelom crevu, sa malim bazofilnim citoplazmatskim granulama u epitelnim ¢eijama (Hoerr i sar.,

1981).

Kod sedmodnevnih brojlera koji su dobijali T-2 toksin u koncentraciji od 1,5 do 3 mg/kg
hrane tokom dve nedelje, zapaZzena je atrofija limfnih organa, dok su mikroskopski ustanovljeni
nekroza i deplecija limfoidnog i hematopoeznog tkiva, nekroza hepatocita, ¢elija Zucnih kanala i

sluznice creva (Hoerr i sar., 1982).
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Kod brojlera koji su tokom druge i trec¢e nedelje zivota dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina u hrani,
ustanovljene su promene u vidu masne degeneracije i nekroze u jetri, kataralni duodenitis sa atrofijom

crevnih resica, kao i vostana fokalna degeneracija miokarda (Grabarevi¢ i sar., 1992).

Brojleri koji su dobijali T-2 toksin u dozi od 1 mg/kg hrane tokom 40 dana kod 90% brojlera
primeéene su promene u vidu nekroze sluznice usta, dok je generalno kod brojlera bila prisutna
atrofija limfnih organa, edem sluzokoza i akumulacija tamnozute tecnosti u abdominalnoj duplji

(Fazekas i sar., 2000).

Grupa brojlera koja je hranom dobijala 2 mg/kg T-2 toksina ispoljava promene u jetri u vidu
multifokalnih nekroti¢nih ZariSta, prugastih subkapsularnih krvavljenja, umereno proSirenih
sinusoidnih kapilara, degeneracije hepatocita i hepatocelularne nekroze jetre. U crevima se zapaza
degeneracija i deskvamacija enterocita, kao i kataralni enteritis. Takode, zapaZene su promene u vidu

atrofije limfnog tkiva u kori i srzi BF (Nesi¢, 2007).

Brama kokoske nosilje koje su spontano otrovane hranom koja je sadrzala 0,7 mg/kg T-2
toksina, imale su promene u jetri u vidu vakuolarne distrofije i pasivne hiperemije. Promene u
crevima zabelezene su kao teski nektoti¢ni tifilitis sa difteroidnim pseudomembranama. U BF bila je

izrazena deplecija i nekroza limfocita (Konjevic i sar., 2004).

2.2.10. Rezidue T-2 toksina

S aspekta prisustva rezidua u namirnicama Zivotinjskog porekla, trihoteceni, a narocito T-2
toksin, spadaju u manje znacajne mikotoksine. Nakon unosa trihotecena ne dolazi do njihove
bioakumulacije u telu Zivotinje, odnosno, dolazi do njihove potpune eliminacije u roku od nekoliko

dana.

Rezidue T-2 toksina su detektovane u jetri, bubrezima i misi¢ima 12h nakon aplikacije, dok
su nakon 24h bile ispod limita kvantifikacije (LOQ) (Giroir i sar., 1991). Kako je toksi¢nost T-2
toksina vec¢a u in vitro nego u in vivo uslovima (Bauer, 1995), a pritom se i rapidno metabolise, Nema

puno navoda u literature o nalazu rezidua T-2 toksina i njegovih metabolite u uzorcima tkiva zivine.

U studiji koja je sprovedena na brojlerima koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina, nisu
zabelezeni rezidualni ostaci T-2 toksina i njegovih metabolita u jetri i miSi¢ima brojlera. Iz ovoga,
moze se potvrditi da se T-2 toksin brzo metabolise i eliminiSe bez akumulacije u jestivim tkivima

(Stefanovic i sar., 2023).
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2.3. SREDSTVA ZA SMANJENJE KONTAMINACIJE HRANE ZA
ZIVOTINJE MIKOTOKSINIMA

Vise razlic¢itih postupaka moze se sprovesti u cilju smanjivanja toksi¢nosti mikotoksina. Ovi
postupci podrazumevaju onemogucavanje produkcije mikotoksina od strane poljskih 1 “skladiSnih
plesni”, redukciju resorpcije toksina iz gastrointestinalnog trakta zivotinja i koriS¢enje rezima ishrane

koji neutraliSu metabolicke efekte AfB1.

Evropska Komisija regulativom od 12. maja 2009. godine (EC 386/2009) definise novu
funkcionalnu grupu aditiva za hranu za zivotinje. To su supstance koje mogu smanjiti kontaminaciju
hraniva i hrane za Zivotinje mikotoksinima. U zavisnosti od na¢ina delovanja ti aditivi mogu smanjiti

bioraspolozivost mikotoksina ili ih degradirati i pretvoriti u manje toksi¢ne metabolite.

Dele se na dve osnovne kategorije: a) adsorbentna ili vezivna sredstva i b) sredstva koja

degradiraju mikotoksine 1/ili biotransformiSu mikotoksine (bakterije, plesni, kvasci 1 enzimi).

U praksi najviSe primenjivan nacin ublaZzavanja i eliminisanja Stetnih efekata mikotoksina je
koriS¢enje adsorbenata. Adsorbenti su materijali koje se ne resorbuju iz creva, a imaju sposobnost
vezivanja odredenih hemijskih supstanci ¢ime sprecavaju njihovu resorpciju. Najcesce se primenjuju
neorganski adsorbenti (hidratisani natrijum kalcijum aluminosilikat-HSCAS, natrijum bentonit,

glinena zemlja i razliciti tekto aluminosilikati, slojeviti ili filo silikati-zeoliti).

Zeoliti su kristalni, hidratisani tekto alumosilikati alkalnih i zemnoalkalnih katjona, koji imaju
beskonac¢nu trodimenzionalnu kristalnu strukturu. Poseduju sposobnost da bez veéih promena
strukture gube i primaju vodu i da izmenjuju neke od svojih konstitucionih katjona (Tomasevic-
Canovic i sar., 1997). Zbog ovih osobina zeoliti se primenjuju i kao molekulska sita i katjonski

izmenjivaci katalizatori u mnogim reakcijama (Godovikov, 1983).

Karakteristika svih zeolita je prisustvo kanala, otvora i Supljina (Meier i sar., 1987). U mrezi
se javljaju tri vrste kanala. Jedna vrsta kanala je formirana od desetoclanih (0,44 x 0,72 um), a druge
dve od osmoclanih (0,40 x 0,55 um) kiseonickih prstenova. Ve¢i kanal 1 jedan od manjih su paralelni
sa X 1 y kristalografskim osama, dok je drugi osmoc¢lani prsten normalan na njihovu ravan. Kristalni
zeoliti su pogodni adsorbenti i karakteriSu se slobodnom zapreminom 20-50% i velikom specificnom
povrsinom. U prirodi se nalazi viSe vrsta prirodnih zeolitskih minerala razli¢itog hemijskog sastava,
a samim tim 1 kvaliteta (Meier i sar., 1987). Najsiru primenu medu njima ima mineral klinoptilolit.
Primena prirodnih zeolita zavisi od njihovih fizicko-hemijskih osobina, kao $to su: izmena katjona i
adsorpcija, osobine ,,molekulskog sita“, hidratacija/dehidratacija (specijalni oblik adsorpcije) i

osobine mineralnog agregata ili karakteristike rudne mase (veli¢ina i oblik zrna, poroznost 1 tvrdoc¢a).
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S obzirom da su izmenljivi katjoni kod klinoptilolita smeSteni u zeolitskim kanalima,
reakcijama jonske izmene dobijaju se minerali novih osobina, pri ¢emu se sama struktura
klinoptilolita ne narusava (Toma$evi¢-Canovi¢ i sar., 1997). Tehnoloskom preradom prirodnog
zeolita sa viSe od 80% klinoptilolita, izbalansiranog odnosa izmenljivih katjona Ca/K/Na, dobijen je
mineralni adsorbent Minazel koji efikasno adsorbuje polarne (AfBz1 i ergot alkaloidi), a manje, slabije
polarne molekule mikotoksina (ZEA, OTA 1 T-2).

Sledecu grupu adsorbentnih sredstava predstavljaju nerastvorljivi ugljeni hidrati poreklom iz
¢elijskog zida kvasca. U toku razvoja biotehnologije 1 primene raznih vrsta dodataka ukazuje se sve
veca potreba za koriS¢enjem prirodnih bioloskih produkata za redukciju uticaja mikotoksina u
animalnoj proizvodnji. U novije vreme istrazuju se mogucnosti ublazavanja ili eliminisanja Stetnih
efekata mikotoksina koriS¢enjem organskih adsorbenata, odnosno modifikovanih manan
oligosaharida (Devegowda i sar., 1998). Slozeni ugljeni hidrati, pretezno glukani, izolovani iz
unutrasnjeg sloja ¢elijskog zida kvasaca, poseduju izrazitu sposobnost adsorpcije mikotoksina, koja

se zasniva na postojanju bipolarnog naelektrisanja (Devegowda i Aravind, 2002).

Adsorptivni potencijal ove vrste materijala prvi put je uocen u ogledima na zivini kada je u
hranu kontaminiranu AfB1 dodata kultura kvasca Saccharomyces cerevisiae ¢ime su delimi¢no bili

izbegnuti Stetni efekti mikotoksina.

Celijski zid kvasca sastoji se gotovo isklju¢ivo iz proteina i ugljenih hidrata. Ugljenohidratna
frakcija sainjena je primarno od glukoze, manoze i N-acetilglukozamina. Glukani i manani, dva
glavna Secera, prisutna su u skoro jednakim koli¢inama kod Saccharomyces cerevisiae (Slika 10). S.
cerevisiae sadrzi glukane uglavnom sa -1-3 vezama i manje B-1-6 veza. Manan lanci razliitih

veli¢ina eksponirani su na spoljasnjoj povrsini 1 povezani su sa proteinima celijskog zida.

M Manan

M Glukan

Membrana

Slika 10. Struktura celijskog zida Saccharomyces cerevisiae (Evans i Dawson, 2000)

.....

kvasci, plesni i enzimi: gram pozitivne anaerobne bakterije: BBSH 997, izolovana iz te¢nosti rumena;

nesporulirajuce bakterije iz roda Eubakterija; gram pozitivne aerobne bakterije: Nocardia Asteroides,
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Arthrobacter, Mycobacterium, Nocardia i Streptomyces; gram negativne aerobne bakterije:
Flavobacterium aurantiacum (NRRL B-184), Pseudomonas, Alcaligenes i Bacillus mogu da se
koriste u kombinaciji; plesni i kvasci: Aspergillus, Eurotium herbariorum, Rhizopus spp. Penicillium

raistricki, Rhinocladiella atrovirens.

2.3.1. Efikasnost preparata za detoksifikaciju AfB1 kod Zivine

Sprovedena su istrazivanja uticaja zeolita koji je dodavan u koli¢ini od 10 kg/t hrane koja je
sadrzala 2,5 mg/kg AfB1 kod brojlera starosti 21. do 42. dana. Posle 42. dana eksperimenta zapazeno
je da je kod grupe koja je hranom dobijala toksin 1 adsorbent, TM bila viSa za 10% u odnosu na

kontrolnu grupu (Miazzo i sar., 2000).

(Pasha i sar., 2007) su u svom eksperimentu dokazali da je grupa brojlera koja je hranom
dobijala 100 pg/kg AfB1 sa dodatkom 0,5% natrijum bentonita znac¢ajno poboljsala TM, konzumaciju
I konverziju hrane u odnosu na grupu brojlera koja je hranom dobijala samo AfB1. TM brojlera koji
su hranom dobijali 100 pg AfB1 sa dodatkom 0,5% natrijum bentonita bila je visa za 25% u odnosu
na grupu brojlera koja je hranom dobijala samo AfB1. Konzumacija hrane kod brojlera koji su hranom
dobijali 100 pg AfB1 uz dodatak 0,5% natrijum bentonita bila je 15% visa od grupe brojlera koja je
hranom dobijala 100 pg AfBi1. Relativna tezina jetre kod brojlera koja su hranom dobijali 100 pg
AfB: sa dodatkom 0,5% natrijum bentonita iznosila je 3,6% dok je kod grupe koja je hranom dobijala
samo 100 pg AfB1 iznosila 5,34%. Ovom studijom je dokazano da je bolje rezultate pokazalo

dodavanje hranu za zivotinje 0,5% u odnosu na 1% natrijum bentonita.

(Mishra i Swain, 2022) su u cilju neutralisanja AfB:1 koristili aktivni ugalj u ishrani brojlera
da bi smanjili njegovu resorpciju iz gastrointestinalnog trakta, buduéi da se AfB1 vezuju za njega pre
nego §to se eliminiSe iz gastrointestinalnog trakta. Istrazivanje, grupa brojlera koje je hranom dobijala
0,5 mg/kg AfB1 uz dodatak 200 mg aktivnog uglja, pokazuje da aktivni ugalj ima umereno efikasan
uticaj na smanjenje Stetnih efekata AfBi. U eksperimentu Kkoji je izveden na brojlerima starim 3
nedelje, zapazeno je da je grupa brojlera koja je hranom dobijala AfB1 imala za 8% nizu TM u odnosu
na grupu brojlera koja je hranom dobijala AfB1 i aktivni ugalj. Relativna telesna tezina jetre kod
grupe brojlera koja je uz AfB1 dobijala i aktivni ugalj bila je signifikantno niZza u odnosu na grupu

brojlera koja je hranom dobijala AfB:.

(Denli i Okan, 2006) su procenjivali sposobnost HSCAS dijatomejske zemlje i aktivnog uglja
u smanjenju Stetnih efekata AfB1 u hrani brojlera. IstraZzivanje je sprovedeno na 308 brojlera tokom
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42 dana, navedeni adsorbenti dodavani su u hranu u koli¢ini od 2,5 kg/t hrane koja je takode sadrzala
1 0,40 80 pg/kg AfB1. Kontrolna grupa brojlera imala je signifikantno visu TM u odnosu na ostale
grupe brojlera, osim grupe Zivotinja koja je hranom dobijala 40 pg/kg AfB1i 2,5 kg/t HSCAS. Aktivni
ugalj i dijatomit koji su dodavani u hrani nisu ublazili Stetne efekte AfB1. Grupa brojlera koja je
hranom dobijala 80 pg/kg AfB1imala je signifikantno visu relativnu teZinu jetre u odnosu na grupe
brojlera koji su uz AfB1dobijalii odredeni adsorbent. Takode, grupa brojlera koje je uz AfBidobijala
i HSCAS skoro da nema uodljivih lezija na jetri, dok je struktura jetre ostala nepromenjena.
Sposobnost ¢vrstog vezivanja HSCAS-a za AfB1 u gastrointestinalnom traktu povecava njegov
protektivni efekat, ¢ime se smanjuje bioraspolozivost hranom unetog AfBi. Grupe brojlera koji su
hranom dobijali 40 i 80 pg/kg AfB1 imali su nizu TM u odnosu na kontrolnu grupu i grupu brojlera
koja je uz AfB1 dobijala i HSCAS. Konverzija hrane kod kontrolne grupe bila je niza u odnosu na
druge grupe brojlera. Moze se zakljuciti da je HSCAS pokazao visi protektivni efekat od ostala dva

ispitivana adsorbenta.

U klini¢koj studiji sprovedena su istrazivanja uticaja smektit gline na prisutni AfB1 u hrani
kod brojlera starosti 3-6 nedelja. Brojleri koji su hranom dobijali 0, 60 i 120 pg/kg AfB1 uz dodatak
smektit gline imali su signifikantno viSu TM u odnosu na grupe brojlera koji su hranom dobijali samo
AfBa1. Brojleri koji su hranjeni sa 60 i 120 pg/kg AfB1imali su signifikantno visu konverziju hrane u

odnosu na kontrolnu grupu brojlera (Xie i sar., 2022).

U istrazivanju koje je sprovedeno na 300 brojlera, ispitivana je sposobnost adsorbenata,
glukomanana i Na-bentonita da umanji toksicne efekte. Grupa brojlera koja je hranom dobijala
250 pg/kg AfB1 imala je izrazene patohistoloske promene kao $to su blaga do umerena hidropsna
degeneracija i/ili masne promene na jetri, hiperplazija zu¢nih kanala, periportalna fibroza jetre,
infiltracija i kongestija ¢elija jetre. Dodavani adsorbenti u hranu brojlera nisu u potpunosti neutralisali
stetne efekte AfB1, dok je dodavanje 0,1% glukomanana umanjilo stepen patohistoloskih promena u

jetri brojlera (Azizpour i Moghadam, 2015).

Tokom istraZivanja koje je sprovedeno na 480 brojlera, ispitivan je efekat bakterija mlecne
kiseline i HSCAS na mogucnost ublazavanja $tetnih efekata AfBi1. Brojleri su rasporedeni u etiri
grupe: grupa koja je hranom dobijala 40 pg AfBi/kg, grupa koja je hranom dobijala 40 pug AfB1/kg i
1,5 x 10'° CFU bakterija mle¢ne kiseline, i grupa koja je hranom dobijala 40 pg AfBi/kg i 3g/kg
HSCAS-a. Dobijeni rezultati pokazuju da je dodavanje bakterija mlecne kiseline i HSCAS poboljsalo
proizvodne rezultate brojlera, dok je grupa koja je hranom dobijala 40 pug AfB1/kg imala smanjen
prosecni dnevni prirast i povecanje KK hrane. Takode, dodavanje bakterija mlecne kiseline i HSCAS
povecali su svarljivost suve materije, sirovih proteina, sirove masti i svarljive energije (SE) za 4-15%.

Rezultati pokazuju da su brojleri koji su hranom dobijali bakterije mlecne kiseline i HSCAS imali
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vedi kapacitet za detoksikaciju AfBi1, dok su grupe brojlera kojima su u hrani dodavane bakterije
mle¢ne kiseline imale bolji efekat u delimi¢noj biotransformaciji AfB1 u odnosu na grupu brojlera
koja je hranom dobijala HSCAS (Liu i sar., 2018).

Ogledom koji je sproveden na 105 kokoSaka nosilja, ispitivana je efikasnost
multikomponentnog preparata za detoksikaciju mikotoksina koji je dodavan u koli¢ini od 2g/kg.
Rezultati pokazuju da su grupe nosilja koje su hranom dobijale 0,05 mg/kg AfB1 i 1,5-2 mg/kg T-2
toksina nosile jaja sa smanjenom masom i tezinom ljuske. Takode, histopatoloske promene koje su
zabelezene u bubrezima i jetri bile su izrazenije u grupama nosilja koje su hranom dobijala AfB1i T-

2 toksin bez dodatka multikomponentnog preparata (Raj i sar., 2023).

2.3.2. Efikasnost preparata za detoksifikaciju T-2 toksina kod Zivine

Brojleri kojima je u hranu bio dodat T-2 toksin u koli¢ini od 1,25 mg/kg tokom 38 dana,
postigli su znacajno nize TM, dok je KK hrane bio znac¢ajno visi u odnosu na kontrolnu grupu. Takode,
konstatovane su vidljive lezije u usnoj duplji. Dodatak HSCAS u kontaminiranu hranu u koli¢ini od
0,1% doprineo je znafajnom porastu TM (1772:1563) i boljoj konverziji hrane (1,97:2,19), kao i
smanjenju vidljivih lezija u usnoj duplji i mikroskopskih promena na jeziku, zZlezdanom Zelucu, timusu
1 BF. Iz navedenog, moze se zakljuciti da je ispitivani adsorbent pokazao efikasnost u prevenciji

toksi¢nih efekata T-2 toksina kod brojlera (Casarin i sar., 2006).

Kod brojlera koji su hranjeni kontaminiranom hranom koja je sadrzala 1 mg/kg hrane T-2
toksina i 2,5 kg/t hrane HSCAS, steni efekti T-2 toksina su skoro u potpunosti bili prevenirani
dodatkom HSCAS. TM je bila niza za 23%, dok je konzumacija hrane bila niza za 21% u grupi koja
je hranom dobijala 1 mg/kg T-2 toksina u odnosu na kontrolnu grupu brojlera. Dobijeni rezultati su
bili skoro identi¢ni u kontrolnoj grupi brojlera i grupi koja je dobijala dodatak 2,5 g/kg hrane HSCAS.
Lezije u usnoj duplji su kod vecine jedinki bile umereno razvijene i nisu uticale na rast i razvoj
brojlera. Na unutra$njim organima nisu zapazene histopatoloske promene. Na osnovu dobijenih
rezultata moze se utvrditi da dodavanje 2,5 g/kg hrane HSCAS moze ublaziti Stetne efekte T-2 toksina
(Fazekas i sar., 2000).

Tokom 28 dana eksperimenta, grupe brojlera koje su hranom dobijale 2 mg/kg T-2 toksina
imale su znacajno nize TM u odnosu na brojlere kontrolne grupe. Unos hrane se nije znacajno
razlikovao ni u jednoj eksperimentalnoj grupi. Konverzija hrane bila je znacajno bolja kod grupe
brojlera koji su hranom dobijali 2 mg/kg T-2 toksina uz dodavanje 2,5 g/kg HSCAS. Nisu primecéene
znacajne razlike u relativnoj tezini jetre, srca i BF kod eksperimentalnih grupa brojlera (Diaz i sar.,

2005).
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U eksperimentu koji je trajao 35 dana, brojleri su hranom dobijali 1 mg/kg T-2 toksina i
takode, 1 mg/kg T-2 toksina uz dodatak 10 g/kg HSCAS. Grupa brojlera koja je hranom dobijala
samo T-2 toksina, imala je smanjeni prirast i pove¢anu KK. Dodavanje HSCAS-a, nije zna¢ajno
uticalo na poveéanje TM i konverziju hrane kod grupe brojlera koja je uz toksin dobijali i adsorbent.
(Girish i Devegowda, 2006).

U ogledu koji je sproveden na 160 brojlera tokom 42 dana, brojleri koji su hranom dobijali
2 mg/kg T-2 toksina imala je nizu TM za 40 grama u odnosu na grupu brojlera koja je pored T-2
toksina dobijala 0,2% neorganskog adsorbenta (Minazel plus), a za 90 grama nizu TM u odnosu na
kontrolnu grupu brojlera Brojleri koji su hranom dobijale T-2 toksin ili T-2 toksin i neogransi
adsorbent, imali su statisti¢ki znac¢ajno nize priraste u odnosu na kontrolnu grupu brojlera. Brojleri
koji su hranom dobijala 2 mg/kg T-2 toksina, imali su zna¢ajno nizu konzumaciju hrane u odnosu na
brojlere koji su uz T-2 toksin dobijali neorganski adsorbent, kao i na brojlere kontrolne grupe. (Nesic,
2007).
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2.3.3. Efikasnost preparata za detoksifikaciju AfB; i T-2 toksina u kombinaciji kod
Zivine

U istrazivanju koje je sprovedeno na brojlerima, ispitivan je pojedinacni i kombinovani efekat
AfB1 i T-2 toksina na proizvodne rezultate, tezinu organa i imunski status. Takode, ispitivana je
efikasnost dijetetskog proizvoda kvasca koji sadrzi glukomanane i HSCAS u prevenciji Stetnih
efekata AfB1 i T-2 toksina. Tokom ispitivanja, brojleri su podeljeni na grupu koja je hranom dobijala
2 mg/kg AfB1, grupu koja je dobijala 1 mg/kg T-2 toksina, grupu koja je dobijala zajedno 2 mg/kg
AfB1 i 1 mg/kg T-2 toksina, zatim grupu koja je dobijala 1 g/kg hrane dijetetskog proizvoda kvasca
sa glukomananom i grupa koja je dobijala 10 g/kg HSCAS i kontrolnu grupu. Kod grupa brojlera
koje su pojedina¢no dobijale AfB1 i T-2 zabeleZeno je smanjenje prirasta i poveéanje KK. Grupa
brojlera koja je hranom dobijala AfB1imala je pove¢anu masu jetre, bubrega, Zeluca i slezine, dok je
tezina timusa i BF bila smanjena. Zabelezen je sinergisticki negativan efekat AfB1 i T-2 toksina na
TM, konverziju hrane, teZinu organa i titar antitela. Dodavanje kvasca koji je sadrzao glukomanan-
oligosaharide, dovela je do povecanja TM i KK. Relativna teZina jetre, bubrega i Zeluca bila je
povecana u grupama koje su hranom dobijale AfB1 i AfB1 i T-2 toksin zajedno. MoZemo zakljuciti
da je kvasac ispoljio protektivne efekte u prisustvu oba mikotoksinaa HSCAS samo u prisustvu AfB1
(Girish i Devegowda, 2006).

U eksperimentu koji je sproveden na 96 jednodnevnih brojlera, ispitivan je efekat zajednickog
delovanja 0,1 mg/kg AfB1 i1 0,5 mg/kg T-2 toksina, kao i pojedina¢nog delovanja ovih toksina na
proizvodne rezultate. Grupe brojlera koje su hranom dobijale zajedno AfB1 i T-2 toksin imale su na
kraju ispitivanja znacajno nize TM u odnosu na grupe brojlera koje su hranom pored toksina dobijale
MR 1ili kontrolnu grupu brojlera koja je dobijala samo hranu bez toksina. Unos hrane bio je nizi za
20,25% kod grupe brojlera koje su hranom dobijale zajedno AfB1 i T-2 toksin, $to ukazuje na
znacajnu interakciju ova dva toksina. Konverzija hrane je bila znacajno visa kod grupe brojlera koja
je hranom dobijala zajedno AfB1 i T-2 toksin (2,2) u odnosu na kontrolnu grupu brojlera ili grupe
brojlera koje su uz toksin dobijale 0,2% MR. Patohistolo§ke promene u crevima, jetri, srcu i BF bile
su izrazenije kod grupe brojlera koje su hranom dobijale zajedno AfB1 i T-2 toksin u odnosu na
kontrolnu grupu, odnosno grupe brojlera koje su hranom pored AfB:1 i T-2 toksina dobijali 0,2% (MR)
(Stefanovié i sar., 2023).
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3. CILJ | ZADATAK RADA

Cilj ove doktorske disertacije bio da se ispita uticaj izabranih doza AfB1 i T-2 toksina, pojedinacno i
u kombinaciji na zdravstveno stanje, proizvodne rezultate, patomorfoloSke promene u target
organima i prisustvo rezidua AfBa1 i T-2 toksina kao i njihovih metabolita u jetri i grudnoj muskulaturi

brojlera.

Cilj ove teze takode, je bio da se ispita i proceni efikasnost preparata za detoksikaciju mikotoksina
MR dodatog u hranu brojlera i moguénost ublazavanja sStetnih efekata AfB1 i T-2 toksina pojedina¢no
i u kombinaciji, na zdravstveno stanje, proizvodne rezultate, makroskopske i histopatoloske promene
u target organima kao i prisustvo rezidua AfBa1 i T-2 toksina kao i njihovih metabolita u jetri i grudnoj

muskulaturi brojlera. Za ostvarivanje ovih ciljeva postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Praéenje zdravstvenog stanja i dinamike uginuca,
2. Pracenje ostvarenih proizvodnih rezultata:
a. TM u sedmodnevnim intervalima
b. prirast u sedmodnevnim intervalima
c. konzumacija hrane (po fazama ogleda i ukupna)
d. koeficijent konverzije hrane (KK)
3. Pracenje makroskopskih i histopatoloskih promena u:
a. crevima
b. jetri
C. srcu
d. Bursi fabricii
4. Pracenje prisustva rezidua AfB1 i T-2 toksina i njihovih metabolita u
a. jetri
b. grudnoj muskulaturi

Dobijeni podaci 1 rezultati ¢e biti obradeni, statisticki analizirani sa ciljem da bi se izveli

validni zakljucci. Rezultati ¢e biti prikazani u vidu tabela, grafikona i slika.

4. MATERIJAL | METODE RADA
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Prilikom postavljanja plana ogleda i izbora metoda uzeti su u obzir cilj i zadatak rada, kao i
iz literature poznati podaci o toksi¢nosti AfBi1 i T-2 toksina i efikasnosti razli¢itih preparata za

detoksikaciju mikotoksina i ublazavanje njihovih $tetnih efekata.

4.1 Invivo ogled

Ispitivanje je organizovano na brojlerima po grupno kontrolnom sistemu.

4.1.1 Izbor materijala

Ogled je izveden u eksperimentalnom delu katedre za Bolesti kopitara, mesojeda, zivine 1
divljaci na Fakultetu veterinarske medicine u Beogradu, na ukupno 96 jednodnevnih brojlera, oba
pola, Cobb 500 provenijence prose¢ne telesne mase na pocéetku ogleda 51,71 + 0,4 g. Ogled je trajao
42 dana.

4.1.2 Drzanje i hranjenje eksperimentalnih Zivotinja

U toku trajanja ogleda brojleri su drzani u podnom sistemu, kao prostirka je koriS¢ena
piljevina drveta. Prostorija u kojoj je sproveden ogled pripremljena je pre pocetka ogleda. Najpre je
sprovedeno sanitarno pranje, zatim je izvrSena dezinfekcija podnih povrSina biodegradabilnim
dezinficijensom S$irokog spektra antimikrobnog dejstva. U objektu gde je obavljen ogled,
zoohigijenski 1 mikroklimatski uslovi su u potpunosti odgovarali tehnoloskim normativima za datu

provenijencul.

Ogledne jedinke su hranjene potpunim smeSama za ishranu brojlera u tovu (proizvodnja
Patent komerc), sirovinskog i hemijskog sastava koji se menjao u zavisnosti od doba zivota oglednih
zivotinja. Brojleri su hranjeni potpunim smeSama standardnog sirovinskog sastava (Tabela 6.), koje
su zadovoljavale u potpunosti potrebe oglednih jedinki razli¢itih starosnih kategorija. Smesa za
pocetni tov 1-21. dana, smeS$a za porast od 22-35. dana i smeS$a za zavrsni tov od 36-42. dana. Brojleri
su napajani iz ru¢nih pojilica, voda je menjana svakodnevno. Ishrana i napajanje brojlera tokom

ogleda bila je po volji (ad libitum).

Tabela 6. Sirovinski sastav smeSa za ishranu brojlera

R.br. Komponente I 1 i
1 Kukuruz 35,29 38,60 41,48
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2 PSenica 25,00 30,00 30,00
3 Soja, sa¢ma (46%) MM 26,42 / /

4 Sojina pogaca 44 HM 7,00 22,06 19,42
5 Kukuruzna dzibra suva / 3,00 3,00
6 Ulje 2,10 1,75 2,05
7 Sto¢na kreda 1,50 1,60 1,70
8 Monokalcijum fosfat 0,81 0,89 0,68
9 AMK Metionin-DL (99%) 0,37 0,34 0,25
10 AMK Lizin-L (78%) 0,35 0,55 0,35
11 So (NaCl), jod 0,30 0,29 0,21
12 PF025 TP 301 0,25 0,23 0,20
13 Minazel PLUS™ 0,20 0,20 0,20
14 AMK Treonin-L (98%) 0,18 0,21 0,14
15 Na bikarbonat 0,10 0,10 0,20
16 Vitamin Holin H 75% 0,06 0,06 0,05
17 Kokcidiostatik 0,05 0,05 /

18 Organska Kiselina 0,03 0,03 0,03
19 Esencijalna ulja / 0,05 0,05

4.1.3 Priprema kontaminirane hrane za ogled

Za pripremu AfB1 kontaminiranog materijala koriS¢ena je kultura Aspergillus parasiticus
(CBS 123.62) iz baze u Holandiji (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute). U laboratorijsku
staklenu &agu od 2 1 odmereno je 1 kg grubo samlevenog kukuruza na Varing mlinu. Casa sa
kukuruzom je prekrivena alufolijom 1 postavljena u autoklav na sterilizaciju 121°C, 30 minuta. U
ohladen sterilisan kukuruz dodato je 150 ml sterilisane destilovane vode i ostavljeno je da odstoji 30
minuta. Nakon toga dodate su dve Petrijeve plo¢e sa A. parasiticus kulturom (kultivisane na
krompirovom dekstroznom agaru 15 dana) a zatim je sadrzaj promesan sterilnim Stapi¢em. Staklena
posuda je prekrivena perforiranom aluminijumskom folijom. Kontaminirani kukuruz je postavljen u
termostat da se inkubira 15 dana na 25°C, sadrzaj je svakodnevno aerisan. Nakon inkubacije,
kontaminirani kukuruz je ponovo autoklaviran na 121°C u toku 30 minuta, a zatim stavljen u suSnicu
na 105°C, 48 h. Kontaminiran materijal je samleven i analiziran na prisustvo i koncentraciju AfB:
tehnikom tecne hromatografije kuplovane sa maseno-masenom spektrometrijom (Agilent 6460c LC-

MS/MS). U 1kg na ovaj na¢in kontaminiranog kukuruza detektovano je 264 mg AfB1.
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Za pripremu T-2 toksinom kontaminiranog materijala koriS¢ena je kultura Fusarium
langsethiae (Fe 2391 referentni materijal kuée). U laboratorijsku staklenu ¢asu od 2 1 odmereno je
1kg grubo samlevenog kukuruza na Varing mlinu. Ca$a sa kukuruzom je prekrivena alufolijom i
postavljena u autoklav na sterilizaciju 121°C, 30 minuta. U ohladen sterilisan kukuruz dodato je 150
ml sterilisane destilovane vode i ostavljeno je da odstoji 30 minuta. Nakon toga dodate su Cetiri
Petrijeve ploce F. langsethiae (kultivisane na krompirovom dekstroznom agaru 15 dana) 1 sadrzaj je
promesan. Staklena posuda je prekrivena perforiranom aluminijumskom folijom. Kontaminirani
kukuruz je postavljen u inkubator 10 dana na 10°C i svakodnevno aerisan. Nakon inkubacije,
kontaminirani kukuruz je ponovo autoklaviran na 121 °C u toku 30 minuta, a zatim stavljen u suSnicu
na 105°C, 48 h. Ovako pripremljen materijal je samleven 1 analiziran na prisustvo i1 koncentraciju T-
2 toksina tehnikom tecne hromatografije kuplovane sa maseno-masenom spektrometrijom (Agilent

6460c LC-MS/MS). U lkg ovako kontaminiranog kukuruza detektovano je 175 mg T-2 toksina.

4.1.4 Preparat za detoksikaciju mikotoksina (MR) koriSéen u ogledu

Multikomponentni preparat za detoksifikaciju mikotoksina (MR) sadrzi fizi¢ki aktivno jezgro
zeolita (modifikovani zeolit-klinoptilolit), spore Bacillus subtilis, Baccillus licheniformis,
Saccharomyces cerevisiae (Celijski zid kvasca) i silimarin (fitogena hepatoprotektivna materija). Ovaj

preparat je formulisan tako da ispoljava optimalne efekte kod zivotinja.

4.1.5 Formiranje ogleda

Ogled je izveden na ukupno 96 brojlera podeljenih metodom slu¢ajnog izbora u osam grupa.

Kontrolne i ogledne grupe imale su podjednak broj zivotinja (po 12).
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Tabela 7. Ishrana oglednih grupa brojlera

R.br. Grupa brojlera Hrana
1 E-I Potpuna smesa za ishranu brojlera + 0,1 mg/kg AfB1
2 E-11 Potpuna smesa za ishranu brojlera + 0,1 mg/kg AfB1 + 0,2% MR
3 E-I11 Potpuna smesa za ishranu brojlera + 0,5 mg/kg T-2 toksina
4 E-IV Potpuna smesa za ishranu brojlera + 0,5 mg/kg T-2 toksina + 0,2% MR
5 E-V Potpuna smesa za ishranu brojlera + 0,1 mg/kg AfB1+ 0,5 mg/kg T-2
toksina
6 E-VI Potpuna smesa za ishranu brojlera+ 0,1 mg/kg AfB1 + 0,5 mg/kg T-2
toksina + 0,2% MR
7 K Potpuna smesa za ishranu brojler bez dodataka
8 MR Potpuna smesa za ishranu brojlera + 0,2% MR

4.2 Metode ispitivanja

Da bi se dobili nau¢no validni rezultati, primenjivi u praksi, koriS¢ene su savremene tehnike

1 metode ispitivanja, kao 1 savremene matematicko statistiCke metode za obradu 1 prikazivanje

dobijenih rezultata.

4.2.1.

Zdravstveno stanje

Pored preventivnog programa zdravstvene zastite, sve zivotinje u ogledu bile su pod stalnim

veterinarsko-medicinskim nadzorom, a sve promene zdravstvenog stanja svakodnevno su pracene i

evidentirane. Svakodnevna opservacija vrSena je pojedina¢nom i grupnom adspekcijom.

4.2.2. Hemijske analize hrane

Uzorci hrane za predvidena laboratorijska ispitivanja uzimani su na pocetku svake faze ogleda,

odnosno 1.1 21. 1 35. dana. Analiziran je hemijski sastav hrane koja je koriS¢ena za ishranu brojlera.

Za potrebe ispitivanja koris¢ene su sledece standardne metode:

e (Odredivanje sadrzaja sirovih proteina prema metodi SRPS ISO 5983/2001.
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e QOdredivanje sadrzaja vlage i drugih isparljivih materija prema metodi SRPS ISO 6496/2001.
e QOdredivanje sadrzaja masti prema metodi SRPS ISO 6492/2001

e (Odredivanje sadrzaja sirovog pepela prema metodi SRPS ISO 5984/2002

e QOdredivanje sadrZaja kalcijuma (volumetrijska metoda) prema SRPS ISO 6490-1/2001.

e (Odredivanje sadrzaja fosfora (spektrometrijska metoda) prema SRPS ISO 6491/2002.

e (Qdredivanje sadrzaja sirove celuloze (metoda sa medufiltracijom) prema SRPS ISO
6865/2004.

e QOdredivanje bezazotnih ekstraktivnih materija (BEM)

Sadrzaj bezazotnih ekstraktivnih materija (BEM) (%) odreden je racunski prema formuli:

BEM =100 — (% vlaga + % pepeo + % celuloza + % proteini + % mast).

e Odredivanje sadrzaja AfB1 i T-2 toksina u hrani za Zivotinje izvrSeno je tehnikom te¢ne
hromatografije kuplovane sa masenom spektrometrijom na aparatu Agilent 6460c LC-
MS/MS.

4.2.3. Proizvodni rezultati

Kontrolna merenja oglednih jedinki izvrSena su pri useljavanju jednodnevnih brojlera, kao i
u sedmodnevnim intervalima do kraja ogleda. Kontrolna merenja oglednih Zivotinja izvrSena su na
elektronskoj vagi sa taéno$¢u 102 g. Na osnovu rezultata merenja izra¢unavana je prose¢na TM na
kraju svake nedelje, kao 1 za ceo ogled zbirno. Na osnovu razlike TM na pocetku i kraju svake nedelje

ogleda izracunavan je ukupan dnevni prirast.

Tokom celog ogleda, u sedmodnevnim intervalima, vrSeno je merenje utroska hrane za svaku
grupu. Isto tako, na osnovu utrosene hrane i prirasta jedinki u toku ogleda, izra¢unat je KK hrane za

svaku grupu.

Tokom trajanja eksperimentalnog perioda od 42 dana, praceno je zdravstveno stanje i

dinamika uginuca eksperimentalnih Zivotinja.
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4.2.4. Makroskopski i HP pregled u tkivima brojlera

Na kraju eksperimentalnog perioda 42. dana ogleda, neposredno posle zrtvovanja zivotinja
uradena je obdukcija i detaljni makroskopski pregled organa. Nakon makroskopskog pregleda
uzorkovana su tkiva duodenuma, jetre, srca i BF za histopatoloska ispitivanja. Tkiva su fiksirana u
10% neutralnom puferizovanom formalinu i nakon standardne obrade u automatskom tkivnom
procesoru tkiva su ukalupljena u parafinske blokove. Isecci tkiva debljine 3-5 pum su bojeni

hematoksilinom i eozinom (HE).

4.2.5. Analize prisustva rezidua AfB; i T-2 toksina i njihovih metabolita u
tkivima brojlera
Za ispitivanje sadrzaja rezidua AfB1, T-2 toksina, i njihovih metabolita (AfM1, HT-2 toksina, T2-
triola i T-2 tetraola) u tkivima koriS¢ena je tehnika te¢ne hromatografije kuplovane sa masenom
spektrometrijom (Agilent 6460c LC-MS/MS).

Uzorci grudne muskulature i jetre su bili homogenizovani u blenderu. Dva grama homogenizovanog
uzorka je preliveno sa 10 ml rastvora za ekstrakciju (80% acetonitril: 15% voda: 5% mravlja kiselina),
potom je smesSa postavljena na orbitalnu meSalicu u toku 1 sata na sobnoj temperaturi, da bi se izvrsila
ekstrakcija mikotoksina. Nakon ekstrakcije, uzorci su stavljeni u centrifugu 4200 obrtaja/minuti,
tokom pet minuta. Iz bistrog dela ekstrakta odvojeno je 7 ml te¢nosti u novu tubu i dodato je 2,8 g
MgSOs i 0,7 g NaCl. Postupak je nastavljen energi¢énim meSanjem u vorteksu u toku 60 sekundi.
Uzorci su ponovo centrifugirani (5 minuta na 4200 obrtaja/minuti). 1z bistrog dela rastvora uzeto je
1 ml u staklenu vialu, na to je dodato 250 pl vode i promesano. Dodatno precis¢avanje ekstrakta od
masti (fosfolipida) je uradeno na EMR Captiva kolonici, 1,25 ml ekstrakta je uz pomo¢ gravitacione
sile propusteno kroz kolonicu. Odmascéeni ekstrakt je uparen do suvog u evaporatoru (40°C,
1500 obrtaja/min.) i rekonstituisan sa 500 pl rastvora za rekonstituciju (50% acetonitril: 50% voda i
0,1% mravlja kiselina). Tako pripremljen uzorak je profiltriran preko najlonskog Spric filtera
(0,22 pm) u ¢istu staklenu vialu i analiziran LC MS/MS tehnikom. Analiticka kolona kori$¢ena za
razdvajanje analita je Agilent ZORBAX Rapid Resolution (Agilent, Palo Alto, CA, USA) HD 2.1 x
50 mm 1,8 um sa predkolonom ZORBAX Eclipse Plus C18, 2,1 mm, 1,8 um. Uslovi za

hromatografiju, mobilne faze, vreme i protok u ml/min. dati su tabeli 8.
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Tabela 8. Gradijentni program te¢nog hromatografa:

Vreme (min) Mobilna faza A (%) | Mobilna faza B (%) Tok (ml/min)
0,00 88 12 0,2
5,00 88 12 0,2
5,01 50 50 0,2
16,00 0 100 0,2
17,00 0 100 0,2
17,01 88 12 0,2

Odredivanje masenog udela mikotoksina:

C mikotoksin (ng/kg) = (C X VR X V)/m

gde je:

C — odredena koncentracija mikotoksina (ng/ml);

Vr — zapremina rekonstitucije (0,5 ml);

V — zapremina acetonitrila (8 ml) u delu za ekstrakciju;

M — koli¢ina uzorka
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4.2.6. Statisticka obrada podataka

Dobijeni rezultati razvrstani su u odgovarajuce statisti¢ke serije i obradeni uz primenu programa

GraphPad Prism 8.0, ¢ime je omogucéeno objektivno i egzaktno zakljucivanje.

Za statisticku analizu kori$¢ene su sledece metode: mere varijacije 1 metod analize varijanse sa

neparnim t testom i Tykey test.

IzraCunavani su sledeci statisticki parametri: aritmeti¢ka sredina (>_( ), standardna greska (SE),
standardna devijacija (Sd), koeficijent varijacije (Cv) i interval varijacije (lv). Mere varijacije su
omogucile da se prati varijabilitet unutar svakog obelezja, kako apsolutno tako i relativno, a preko
koeficijenta varijacije i poredenja varijacija izmedu obelezja. Medusobno poredenje svih tretmana
vr$eno je metodom analize varijanse “F” testom. KoriS¢enjem Tykey 1 t-testa vr§ena je dalja analiza
statisticke znacajnosti razlika izmedu pojedinih tretmana. Svi testovi su koriceni na nivou rizika od

5% 11%10,1%, pa su prema tome i zakljucci dati sa odgovaraju¢om verovatnocom (95, 99 1 99,99%,).

Dobijeni i obradeni rezultati prikazani su u vidu tabela, grafikona i slika.
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5. REZULTATI

U ovom poglavlju prikazani su rezultati ogleda dobijeni hemijskim i toksikoloSkom analizama
potpunih smeSa za ishranu brojlera u ogledu, proizvodni rezultati, rezultati makroskopskih i
histopatoloskih ispitivanja duodenuma, jetre, srca i BF, kao i rezultati ispitivanja prisustva rezidua

AfBs1, T-2 toksina i njihovih metabolita u grudnoj muskulaturi i jetri oglednih zivotinja.

5.1. HEMIJSKI SASTAV SMESA

Hemijski sastav potpunih smesa koriS¢enih za ishranu brojlera u ogledu prikazan je u tabeli
9. Rezultati pokazuju da su smeSe u potpunosti odgovarale kategorijama brojlera kojima su

namenjene kao i normativima za ishranu, u odnosu na provenijencu brojlera.

Tabela 9. Hemijski sastav smeSa za ishranu brojlera

R. br. Hemijski sastav % I I i

1 Sirovi protein 22,50 19,30 18,01
2 Sirove masti 4,55 5,60 5,60
3 Sirovi pepeo 6,07 5,74 5,30
4 Sirova celuloza 3,26 3,29 3,18
5 ME Zivina, kalkulativno MJ/kg 12,89 13,27 13,42
6 Lizin 1,28 1,20 0,98
7 Metionin 0,65 0,59 0,49
8 Metionin+Cistin 0,95 0,87 0,77
9 Treonin 0,86 0,77 0,67
10 Triptofan 0,24 0,19 0,18
11 Kalcijum 0,93 0,87 0,87
12 Fosfor, ukupni 0,59 0,59 0,54
13 Fosfor, iskoristivi 0,30 0,30 0,26
14 Natrijum 0,16 0,26 0,16
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Tabela 10. Rezultati toksikoloskih ispitivanja koncentracije AfB1 i T-2 toksina u smesama

za ishranu brojlera

R.br. Grupe AfB:1 T-2
1 E-I, pocetna smeSa 99,3 -
2 E-I, smeSa za porast 97,2 -
3 E-I, zavrSna smeSa 101,2 -
4 E-II, pocetna smeSa 97,2 -
5 E-Il, smesSa za porast 98,5 -
6 E-II, zavrSna smeSa 103 -
7 E-III, pocetna smesa - 498
8 E-III, smesSa za porast - 511
9 E-III, zavrSna smeSa - 514
10 E-IV, pocetna smesa - 444
11 E-IV, smeSa za porast - 503
12 E-1V, zavrSna smeSa - 505
13 E-V, poCetna smesa 102 496
14 E-V, smesa za porast 105 510
15 E-V, zavrSna smeSa 98,4 497
16 E-VI, pocetna smesa 96,8 489
17 E-VI, smesa za porast 97,9 502
18 E-VI, zavrSna smesa 103 501
19 K, pocetna smesa - -
20 K, smeSa za porast - -
21 K, zavrSna smeS$a - -
22 MR, pocetna smesSa - -
23 MR, smeSa za porast - -
24 MR, zavrSna smeSa - -

Toksikoloskim ispitivanjima smeSa proveren je stepen umesanosti kontaminiranog materijala sa AfB1
I T-2 toksinom u hranu za brojlere. Toksikoloska ispitivanja su pokazala veoma dobar stepen
umesanosti kontaminiranog materijala AfB1 i T-2 toksina u komercijalnu hranu sa dozvoljenim

odstupanjem od £2%.
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5.2. OGLED NA BROJLERIMA

5.2.1. Proizvodni rezultati brojlera

TM brojlera u ogledu po fazama prikazane su u tabeli 11., dok su statisticke znacajnosti u

dobijenim rezultatima prikazani u prilogu 1. 1z rezultata se vidi da su brojleri prvog dana ogleda imali

odgovaraju¢u TM za provinijencu, dok razlike u TM izmedu grupa nisu bile statisticki znacajne

(Prilog 1).

Tabela 11. Prose¢ne telesne mase brojlera (g) kontrolnih grupa tokom dana ogleda, (X £ Sx)

Grupe 1dan 7 dan 14 dan 21 dan 28 dan 35 dan 42 dan
1826,0 =
130,8 £ 1,87 339,5 £2,47 627,8 £2,93 935,8 £ 3,08 1326,0 £ 7,52 12.64
E-I 52,92 +0,73 >
aaa aaa aaa aaa aaa
aaa
172,2+2,7 387,8 £2,21 690,8 £ 2,61 1032,0 £ 7,20 1472,0£2,81 2055,0+£10,26
E-ll 51,58 £0,78
bbb aaa,bbb aaa,bbb aaa,bbb aaa,bbb aaa,bbb
130,7 £ 1,75 339,9£2,69 626,6 £ 3,77 940,1 £ 3,51 1326,0+8,96 1828,0+£13,31
E-111  51,83+0,86
aaa,ccc aaa,ccc aaa,ccc aaa,ccc aaa,ccc aaa,ccc
167,8 £2,15 386,7 £2,23 688,5 2,71 1034,0 + 8,88 1472,0£3,57 2054,0£7,98
E-IV  51,58+0,67
bbb,ddd aaa,bbb,ddd aaa,bbb,ddd aaa,bbb, ddd aaa,bbb,ddd aaa,bbb,ddd
121,7£2,0 316,9 £ 1,61 589,8 £4,35 834,2 £3,63 1215,0£3,95 1692,0+£1,91
E-V  51,58+0,78
aaa,ccc,eee aaa,bbb,ccc,ddd,eee aaa,bbb,ccc,ddd,eee aaa,bbb,ccc,ddd,eee aaa,bbb,ccc,ddd,eee aaa,bbb,ccc,ddd,eee
128,0 £ 1,85 325,7£3,68 602,3£2,86 869,31£3,34 1255,0+4,70 1742,0 £ 4,91
E-VI 51,50+0,87
aaa,ccc,eee aaa,bb,ccc,dd,eee, fff aaa,bbb,ccc,ddd,eee aaa,bbb,ccc,ddd,eee, fff aaa,bbb,ccc,ddd,eee, fff aaa,bbb,ccc,ddd,eee, ff
K 51,33 £0,89 173,9 £2,37 431,3+£2,46 791,2£3,24 1235,0 £ 3,59 1808,0+8,80 2336,0 £ 7,35
182,642 4584 +2,72 1,442 1304,0 +2 2542,0 £9,36
MR 51,33 + 0,68 8 ’6 ’58 58’ ’7 83 ’ ’50 30 70 ’68 189850i3>03 aaa,bbb,ccc,ddd eee, fff,gg

bbb,ccc,ddd,eee, fff,ggg

aaa,bbb,ccc,ddd,eee, fff,ggg

aaa,bbb,ccc,ddd, eee, fff,ggg

aaa,bbb,ccc,ddd,eee, fff,ggg

aaa,bbb,ccc,ddd,eee, fff,ggg

g

a - stastisticki znacajna razlika u odnosu na K grupu (a=P<0,05 aa=P<0,01 aaa=P<0,001)

b - stastisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na O-1 (b=P<0,05 bb=P<0,01 bbb=P<0,001)

C - stastisticki znacajna razlika u odnosu na O-11 (c=P<0,05 cc =P<0,01 ccc =P<0,001)

d - stastisti¢ki znacajna razlika u odnosu na O-I11 (d=P<0,05 dd=P<0,01 ddd=P<0,001)

e - stastisticki znacajna razlika u odnosu na O-1V (e=P<0,05 ee=P<0,01 eee=P<0,001)

T - stastisticki znacajna razlika u odnosu na O-V (f=P<0,05 ff=P<0,01 fff=P<0,001)

g - stastisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na O-VI (g=P<0,05 gg=P<0,01 ggg=P<0,001)

h - stastisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na K+MR (h=P<0,05 hh=P<0,01 hhh=P<0,001)

Prvog dana ogleda nije bilo staticki znacajnih razlika izmedu brojlera kontrolnih i oglednih

grupa.
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Sedmog dana ogleda zabelezene su statisticki znacajne razlike izmedu TM brojlera koji su
hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 (E-1) 130,8 + 1,879 i brojlera koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg
AfB1 uz dodatak 0,2% MR (E-Il) 172,2 + 2,7g. Isto tako, statisti¢ki znacajne razlike zabeleZene su
izmedu TM oglednih Zivotinja koje su u hrani dobijale 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-111) 130,7 + 1,759 i
oglednih zivotinja koje su hranom dobijale 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak 0,2% MR (E-1V) 167,8
+2,15g. U istom eksperimentalnom periodu TM brojlera kontrolnih grupa (K, MR) bile su statisticki
znacajno vise od TM brojlera E-I, E-I11 i E-V grupa.

Takode, tokom ovog perioda prosecna TM brojlera koji su hranom dobijali ispitivani

preparat (MR) bila je viSa od TM brojlera kontrolne grupe (K), ali razlika nije bila statisticki znacajna.
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Grafikon 1. Telesne mase brojlera oglednih i kontrolnih grupa 7. dana ogleda

Cetrnaestog dana ogleda zapaZene su statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu TM brojlera koji su
hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 (E-I) 339,5 + 2,47g i brojlera koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg
AfB1 uz dodatak ispitivanog preparata (E-11) 387,8 + 2,21g. Takode, statisticki znacajne razlike su
primecene izmedu TM brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-111) 339,9 + 2,69¢
i oglednih Zivotinja koje su hranom dobijale 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak preparata MR (E-1V)
386,7 = 2,23g. Posmatranjem TM zivotinja kontrolnih grupa (K, MR) zapazeno je da su bile
signifikantno vise od TM brojlera E-I, E-I11 i E-V grupa. Interesantno je napomenuti da je u ovom
periodu proseéna TM oglednih Zzivotinja kontrolne grupe koje su sa hranom dobijale ispitivani

preparat (MR) 458,4 + 2,72g bila statisticki znac¢ajno visa od TM brojlera (K) 431,3 + 2,46g.
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Grafikon 2. Telesne mase brojlera oglednih i kontrolnih grupa 14. dana ogleda

Dvadeset prvog dana ogleda uocene su statisticki znacajne razlike izmedu TM oglednih
zivotinja koje su hranom dobijale 0,1 mg/kg AfB1 (E-1) 627,8 + 2,93¢g i brojlera koje su hranom
dobijale 0,1 mg/kg AfB1 uz dodatak izabranog preparata (E-11) 690,8 + 2,61g. Isto tako, statisticki
znacajne razlike su zabeleZene izmedu TM brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina
(E-111) 626,6 + 3,779 i brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak ispitivanog
preparata MR (E-1V) 688,5 + 2,71g.

Takode, TM brojlera kontrolnih grupa (K, MR) bile su statisticki znac¢ajno vise od TM brojlera
E-1, E-lll i E-V grupa. Vazno je napomenuti da je u ovom oglednom periodu prose¢na TM zivotinja
koje su sa hranom dobijale ispitivani preparat (MR) 831,4 + 2,50¢g bila statisti¢ki zna¢ajno visa od

brojlera (K) grupe 791,2 + 3,24g.
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Grafikon 3. Telesne mase brojlera oglednih i kontrolnih grupa 21. dana ogleda
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Dvadeset osmog dana ogleda primecene su statisti¢ki znacajne razlike izmedu TM brojlera
koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 (E-I) 935,8 + 3,089 i brojlera koji su hranom dobijali 0,1
mg/kg AfB1 uz dodatak 0,2% preparata MR 1032,0 + 7,20g. Takode, statisticki znacajne razlike su
registrovane izmedu TM brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-111) 940,1 + 3,51¢
i Zivotinja koje su hranom dobijale 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak 0,2% preparata MR (E-1V)
1034,0 + 8,88g.

U ovom periodu zapazene su statisticki znacajne razlike izmedu TM brojlera koji su hranom
dobijali 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-V) 834,2 + 3,639 kao i grupe brojlera koja je
hranom dobijala 0,1 mg/kg AfB1 10,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak 0,2% MR preparata (E-V1) 869,3
+ 3,34g. Posmatranjem TM oglednih Zivotinja iz kontrolnih grupa (K, MR) uoceno je da su bile
signifikantno vise od TM brojlera E-I, E-I11 i E-V grupa. Interesantno je napomenuti da je u ovom
eksperimentalnom periodu prose¢na TM Zivotinja koje su hranom dobijale ispitivani preparat (MR)

1304,0 £ 2,68g bila statisticki znacajno visa od brojlera (K) grupe 1235,0 + 3,59g.
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Grafikon 4. Telesne mase brojlera oglednih i kontrolnih grupa 28. dana ogleda

Trideset petog dana ogleda uocene su statisticki znacajne razlike izmedu TM zivotinja koje
su hranom dobijale 0,1 mg/kg AfB1 (E-1) 1326,0 + 7,52¢g i zivotinja koje su hranom dobijale 0,1
mg/kg AfB1 uz dodatak preparata MR (E-I1) 1472,0 + 2,81g. Isto tako, statisti¢ki znacajne razlike su
zabelezene izmedu TM brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-I11) 1326,0 + 8,969
i brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak0,2% MR E-1V) 1472,0 + 3,57g.

U ovom ispitivanom periodu zapazene su statisticki znacajne razlike izmedu TM Zivotinja
koje su hranom dobijale 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-V) 1215,0 + 3,95¢g i zivotinja
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koje su hranom dobijale 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak izabranog preparata MR
(E-VI) 1255,0 + 4,70g. Posmatranjem TM oglednih Zivotinja kontrolnih grupa (K, MR) zapaZeno je
da su bile signifikantno vise od TM brojlera oglednih E-I, E-111 i E-V grupa. Znac¢ajno je napomenuti
da je u ovom istom oglednom periodu proseéna TM brojlera koji su hranom dobijali ispitivani
preparat (MR) 1898,0 + 3,03g bila statisticki znac¢ajno visa od oglednih Zivotinja koje su dobijale
hranu bez dodataka (K) grupa 1808,0 + 8,80g.
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Grafikon 5. Telesne mase brojlera oglednih i kontrolnih grupa 35. dana ogleda

Cetrdeset drugog dana ogleda uoéene su statisticki znacajne razlike izmedu TM Zivotinja koje
su hranom dobijale 0,1 mg/kg AfB1 (E-I) 1826,0 + 12,64g i zivotinja koje su hranom dobijale 0,1
mg/kg AfB1 uz dodatak 0,2% MR (E-I1) 2055,0 + 10,26g. Isto tako, signifikantno znaéajne razlike
su se pojavile izmedu TM brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-111) 1828,0 £
13,31g i brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak 0,2% MR (E-1V) 2054,0
+7,98¢.

U ovom istom periodu zapazene su statisticki znacajne razlike izmedu TM zivotinja koje su
hranom dobijale 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina (E-V) 1692,0 + 1,91¢g i zivotinja koje su
hranom dobijale 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak 0,2% MR (E-VI) 1742,0 + 4,91g.
Tokom istog oglednog perioda, posmatranjem TM brojlera kontrolnih grupa (K, MR) zapaZeno je da
su bile signifikantno vise od TM brojlera E-I, E-111 i E-V grupa. Zanimljivo je pomenuti da je u ovom
periodu ogleda prose¢na TM brojlera koje su hranom dobijale ispitivani preparat (MR) 25424,0 +
9,36g bila signifikantno viSa od brojlera koji su hranjeni hranom bez dodataka (K) grupa 2336,0 +
7,35g.
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Grafikon 6. Telesne mase brojlera oglednih i kontrolnih grupa 42. dana ogleda

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je u pogledu TM brojlera tokom ogleda,
ispitivani preparat (MR) pokazao znacajan protektivni efekat. Brojleri grupa koji su uz ispitivani
preparat (MR) dobijali AfB1 i T-2 toksin ili kombinaciju ova dva toksina ostvarili su statisti¢ki
znacajno vise TM tokom celog ogleda. Takode, pocevsi od druge nedelje ogleda brojleri grupe koja
je uz komercijalnu hranu dobijala ispitivani preparat imali su statisti¢ki zna¢ajno vise TM u odnosu

na sve ogledne i kontrolnu grupu brojlera. Taj trend zadrZao se do kraja ogleda.

TM je dobar pokazatelj kvaliteta hrane ali se smatra da je prirast pouzdanije karakteriSe ovaj
parametar, a posebno higijensku ispravnost i zdravstveno stanje zivotinja. Ostvaren prose€an dnevni
prirast brojlera kontrolne grupe tokom ogleda bio je u granicama predvidenim tehnoloskim
normativima. Brojleri (E-1, E-1ll, E-V, E-VI) grupa postigle su statisticki znac¢ajno nize priraste u

odnosu na kontrolne grupe (K, MR).

Prose¢ni prirast brojlera u ogledu po fazama prikazan je u tabeli 12., dok su statisticke
znacajnosti u dobijenim rezultatima prikazani u prilogu 2. Iz rezultata se vidi da su brojleri prvog
dana ogleda imali odgovaraju¢u TM za provinijencu, dok razlike u TM izmedu grupa nisu bile

statisticki znacajne (Prilog 2).
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Tabela 12. Prose¢an dnevni prirast brojlera (g) tokom ogleda ( X £ Sx)

1-7. dan 7-14. dan 14-21. dan 21-28. dan 28-35. dan 35-42. dan 1-42. dan
E-I 6,48 £0,17 17,40 £ 0,11 24,02 £ 0,24 25,45+ 0,33 32,52+ 0,61 41,69 £ 1,26 147,6 £0,99
aaa aaa aaa aaa aaa aaa aaa
E-11 10,05 £ 0,28 17,96 £ 0,23 25,25 +0,19 28,42 £ 0,54 36,65 £ 0,61 48,59 £ 0,91 167 0,85
bbb aaa aaa aaa,bb aaa,bbb aa,bbb aaa,bbb
E- 6,56 £ 0,15 17,44 £ 0,25 23,89 £ 0,40 26,12 £0,52 32,15+£0,86 41,8+ 1,12 148,0 £1,12
I I I aaa,cce aaa,d aaa aaa,c aaa,ccc aaa,ccc aaa,ccc
E- 9,68 £ 0,21 18,24 £ 0,21 25,15+£0,34 28,75 £0,77 36,53 £0,85 44,75 £0,77 166,8 £ 0,68
IV bbb,ddd aaa aaa aaa,bbb,ddd aaa,bb,ddd aaa,bbb,ddd aaa,bbb,ddd
E- 5,91 £0,25 16,19 £ 0,25 22,73 £0,39 18,8 £ 0,46 31,75 £0,46 39,73 £0,28 137,1£0,43
\% aaa,ccc,eee, feaceeeee feaceeeee aaa,bbb,ccc,ddd,eee aaa,ccc,eee aaa,ccc,eee aaa,bbb,ccc,ddd,
eee, g
E- 6,37+ 0,13 16,47 £ 0,36 23,05£0,43 22,25+0,34 32,16 £0,39 40,51 £ 0,70 140,9 £ 0,42
Vi aaa,ccc,eee aeaca.eee aeacacee 222,pbbccc ddd cee aaa,ccc,eee aaa,ccc,eee aaa,bbb,ccc,ddd,
eee
K 10,21 £0,19 21,45+£0,33 29,98 £ 0,29 36,98 £ 0,39 47,73 £ 0,81 44,05 £ 1,03 190,4 £ 0,61
MR 10.94 £ 0.23 22.98 £0.35 31.08 £0.32 39.35+£0.31 49.55+0.39 53.61 £0.70 207.5£0.80
bbb,ccc, ddd,ee, fff,ggg bbb,ccc,ddd,eee, fff,ggg bbb,ccc,ddd, eee, fff,ggg bbb,ccc,ddd, eee, fff,ggg bbb,ccc,ddd,eee, fff,ggg aaa,bbb,ddd,fff, ggg bbb,ccc,ddd,
eee,fff,ggg

a - Stastisti¢ki znaCajna razlika u odnosu na K grupu (a=P<0,05 aa=P<0,01 aaa=P<0,001)

b - stastisticki znacajna razlika u odnosu na E-1 (b=P<0,05 bb=P<0,01 bbb=P<0,001)

C - Stastisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na E-Il (c=P<0,05 cc =P<0,01 ccc =P<0,001)
d - stastisticki znacajna razlika u odnosu na E-111 (d=P<0,05 dd=P<0,01 ddd=P<0,001)
e - stastisti¢ki znacajna razlika u odnosu na E-1V (e=P<0,05 ee=P<0,01 eee=P<0,001)

f - stastisticki znacajna razlika u odnosu na E-V (f=P<0,05 ff=P<0,01 fff=P<0,001)

g - Stastisticki znac¢ajna razlika u odnosu na E-VI (g=P<0,05 gg=P<0,01 ggg=P<0,001)
h - stastisticki znacajna razlika u odnosu na K+MR (h=P<0,05 hh=P<0,01 hhh=P<0,001)
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Grafikon 7. Dnevni prirast brojlera oglednih i kontrolnih grupa 1-7. dana ogleda
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Grafikon 8. Dnevni prirast brojlera oglednih i kontrolnih grupa 7-14. dana ogleda
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Grafikon 9. Dnevni prirast brojlera oglednih i kontrolnih grupa 14-21. dana ogleda
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Grafikon 10. Dnevni prirast brojlera oglednih i kontrolnih grupa 21-28. dana ogleda
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Grafikon 11. Dnevni prirast brojlera oglednih i kontrolnih grupa 28-35. dana ogleda
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Grafikon 12. Dnevni prirast brojlera oglednih i kontrolnih grupa 35-42. dana ogleda
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Grafikon 13. Dnevni prirast brojlera oglednih i kontrolnih grupa 1-42. dana ogleda

Brojleri ogledne grupe E-I imali su statisticki znacajno nizi prirast (g) u toku prve, Cetvrte,
pete 1 Seste nedelje ispitivanja za 35,5; 10,45; 11,27 1 14,20% u odnosu na brojlere ogledne grupe E-
I1. Isto tako, brojleri ogledne grupe E-111 imali su statisticki zna¢ajno manji prirast (g) u toku prve,
Cetvrte, pete 1 Seste nedelje ogleda za 32,23; 9,15; 11,99 1 6,59% u odnosu na brojlere ogledne grupe
E-1V.

Brojleri ogledne grupe E-II imali su signifikantno visi prirast (g) u toku druge, trece, Cetvrte,
pete 1 Seste nedelje eksperimenta za 8,30; 8,71; 21,71; 12,25 1 16,63% u odnosu na brojlere ogledne
grupe E-VI. Isto tako, brojleri ogledne grupe E-1V imali su visi prirast (g) tokom druge, trece, Cetvrte,
pete i Seste nedelje eksperimenta za 9,70; 8,35; 22,60; 11,96 1 9,47% u odnosu na brojlere ogledne
grupe E-VI. U istom periodu ispitivanja registrovan je statisticki znac¢ajno visi prirast (g) brojlera

ogledne grupe E-I11 za 7,16; 4,85; 28,02; 1,24 i 4,95% u odnosu na brojlere ogledne grupe E-V.

Iz navedenih rezultata prirasta moze se konstatovati da su sve grupe koje su dobijale samo
toksin imale znacajno nize priraste u odnosu na grupe koje su uz toksin dobijale i ispitivani preparat.
Povezujuéi proizvodne rezultate i prirast izmedu oglednih 1 kontrolnih grupa, uocava se da je izabrani

preparat pokazao protektivni efekat.

Posmatrajuéi zbirno za ceo ogled od 1.- 42. dana brojleri E-I grupe ostvarili su prosecan
dnevni prirast od 147,66 +0,99 g, dok su brojleri E-11 grupe koji su uz AfB1 dobijali i 0,2% preparata
za detoksikaciju MR ostvarili za ceo period ogleda prosecan dnevni prirast od 167%0,85 g. Izmedu
prirasta brojlera ove dve grupe detektovana je statisticka znacajnost na nivou (P<0,001) Na osnovu
ovoga mozemo zakljuciti da su brojleri E-II grupe ostvarili za 13,09% viSe dnevne priraste tokom
celog ogleda, $to se moze pripisati u¢inku preparata MR. Ipak do kraja ogleda brojleri E-11 grupe nisu
dostigli priraste predvidene normativom za provinijencu i zbog toga konstatujemo da je protektivni
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efekat preparata delimican. Slican trend zabelezen je i kod brojlera E-111 1 E-1V grupe koji su hranom
dobijali 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane i takode, uz 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane i 0,2% preparata MR.
Brojleri E-I11 grupe posmatrano za ceo ogled od 1.-42. dana ostvarili su prosecan dnevni prirast od
148+1,12 g dok su brojleri E-IV grupe koji su uz T-2 toksin dobijali 0,2% preparata MR ostvarili za
12,7% vise priraste u odnosu brojlere E-III grupe ili 166,83+0,68 g. Izmedu prirasta brojlera E-III i
E-1V grupa zabeleZena je statisticki znacajna razlika na nivou (P<0,001). Najnize dnevne priraste
posmatrano za ceo period ogleda ostvarili su brojleri E-V i E-VI grupe koji su hranom dobijali
kombinaciju AfB1 i T-2 toksina kao i kombinaciju oba mikotoksina i preparat za detoksikaciju MR.
Brojleri E-V i E-VI grupe ostvarili su od 1.- 42. dana prose¢ne dnevne priraste od 137,1£0,43 g
odnosno 140,9+0,43 g. Iako je numeric¢ka razlika u ostvarenim prirastima mala, detektovana je
statisticki znaCajna razlika na nivo (P=0,0222). Razlozi su sa jedne strane, negativni efekti oba
mikotoksina na TM i prirast, sa druge strane brojleri E-V i E-VI grupe konzumirali su znacajno nize
koli¢ine hrane u odnosu na brojlere grupa koji su hranom dobijali pojedina¢no AfBit i T-2 toksin.
Zbog snaznog sinergistickog negativnog efekta oba toksina na prirast brojlera ovih grupa, zabelezeno
je samo neznatno povecanje prosecnog dnevnog prirasta kod brojlera E-VI grupe. Prosecno najvise
dnevne priraste tokom ogleda ostvarili su brojleri MR grupe koji su dobijali hranu sa dodatkom 0,2%
preparata MR i to 207,5£0.80 g (od 1. do 42. dana ogleda) kao i brojleri K grupe koji su dobijali
komercijalnu hranu bez dodataka i to 190,4+0,61 g. Ove razlike su tokom Cetvrte i Seste nedelje kao
I posmatrano zbirno za ceo ogled, bile statisti¢ki znacajne na nivou P<0,05 i P<0,001 u odnosu na
brojlere K grupe, koji su dobijali komercijalnu hranu bez dodataka. Ovakvi rezultati brojlera MR
grupe mogu se pripisati uticaju preparata koji osim adsorbtivnih komponenti (za adsorbciju
mikotoksina) sadrzi i probiotske kulture mikroorganizama i fikofitne materije koje potencijalno mogu

delovati pozitivno na imunski sistem i zdravlje gastrointestinalnog trakta brojlera.

Dnevna konzumacija hrane tokom ogleda prikazana je u tabeli 13. Brojleri kontrolnih grupa
(K, MR) konzumirali su normativom uobicajene koli¢ine hrane. S druge strane, ogledne grupe
brojlera konzumirale su zna¢ajno nize koli¢ine hrane u odnosu na ogledne grupe koje su hranom uz

toksine dobijale i 0,2% ispitivanog preparata MR.

Tabela 13. Prose¢na dnevna konzumacija hrane po periodima ogleda (g)

1-7 dan 7-14 dan 14-21 dan 21-28 dan 28-35 dan 35-42 dan 1-42 dan

E-l 45,23 69,59 81,88 103,88 133,72 122,27 92,83
E-11 47,58 70,07 82,28 117,76 151,58 131,71 100,20
E-111 47,64 63,53 76,48 101,85 139,83 128,76 93,01
E-1V 46,57 71,52 81,84 119,96 149,39 131,35 100.06
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E-V 44,27 52,58 69,97 95,16 119,17 110,95 82,01
E-VI 45,42 57,79 71,61 95,33 120,94 115,88 84,44
K 47,82 73,67 86,32 110,92 141,83 126,97 97,92
MR 50,44 74,15 87,08 112,02 153,72 127,39 100,8
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Brojleri oglednih grupa (E-I, E-111, E-V) konzumirali su od 1. do 21. dana ogleda za 5,5; 10,6
i 24,5% manje hrane u odnosu na brojlere kontrolne grupe koji su dobijali samo komercijalnu hranu
(K). U ispitivanom periodu od 21. do 42. dana, brojleri oglednih grupa (E-I, E-111, E-V) konzumirali
su za 5,5; 2,5 i 16,74% manje hrane u odnosu na brojlere kontrolne grupe koji su dobijali samo
komercijalnu hranu. Brojleri oglednih grupa (E-Il, E-1V, E-VI) konzumirali su od 1. do 21. dana
ogleda za 5,85; 5,85 i 21,05% manje hrane u odnosu na brojlere kontrolne grupe koja je dobijala
komercijalnu hranu uz dodatak ispitivanog preparata (MR). U periodu od 21. do 42. dana, brojleri
ogledne grupe (E-VI) konzumirali su za 18,36% manje hrane u odnosu na brojlere kontrolne grupe

koji su dobijali komercijalnu hranu uz dodatak izabranog adsorbenta (MR).

Brojleri grupa (E-1 i E-V) konzumirali su za 7,39 i 2,93 % manje hrane u odnosu na brojlere

E-11i E-VI koji su hranom uz toksine dobijali ispitivani preparat MR.

KK hrane je dobar pokazatelj uspesnosti i ekonomske opravdanosti tova. KK bio je nizi kod
brojlera kontrolnih grupa u odnosu na ogledne grupe (Tabela 14). Brojleri koji su hranom dobijali
AfB1 (E-1) ili T-2 toksin (E-III) imali su najvisi KK, 2,2 kg, dok su nesto nize KK hrane ostvarili
brojleri koji su hranom dobijali AfB1uz dodatak ispitivanog preparata MR (E-I1) ili brojleri koji su
hranom dobijali T-2 toksin sa dodatkom izabranog preparata MR (E-1V). Kod grupa brojlera koja su
hranom dobijala 0,1 mg/kg AfB1 1 0,5 mg/kg T-2 toksina rezultati KK iznosili su 2,1 kg za obe grupe
(E-V i E-VI), $to je nesto nize u odnosu na brojlere E-11 E-111 grupe . Razlog je verovatno kumulativni
efekat dva toksina, pa su obe grupe (E-V i E-VI) konzumirale ne$to nize koli¢ine hrane u odnosu na

brojlere E-1 1 E-111 grupe.

Najbolje rezultate KK ostvarila je grupa koja je uz komercijalnu hranu dobijala i ispitivani
preparat MR .

Tabela 14. Konverzija hrane tokom ogleda (kg)

Konverzija hrane Konverzija hrane Konverzija hrane
1-21 dan 21-42 dan 1-42 dan
E-I 2,4 2,1 2,2
E-ll 2,2 2,0 2,1
E-111 2,3 2,1 2,2
E-1V 2,2 2,0 2,1
E-V 2,2 2,0 2,1
E-VI 2,2 2,0 2,1
K 1,9 1,7 1,8
MR 1,9 1,6 1,7
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5.2.2. Zdravstveno stanje brojlera tokom ogleda

Brojleri kontrolne grupe kao i grupa koje su dobijale hranu bez toksina sa 0,2% ispitivanog
preparata MR bili su skladne telesne grade, pravilno razvijenog kosStanog 1 misi¢nog tkiva, zivahnog
temperamenta i dobre kondicije. Perje, koza i1 vidljive sluznice bile su bez osobenosti. Apetit je bio
dobar, a feces uobicajeno formiran. Sposobnost aktivnog kretanja i koordinacija pokreta bili su

uskladeni, a miSi¢ni tonus bez osobenosti.

Kod oglednih grupa nisu uoceni izrazeni klini¢ki znaci poremecaja zdravstvenog stanja.
Potrebno je naglasiti da su grupe koje su konzumirale kontaminiranu hranu, po¢ev od druge nedelje
ogleda, uzimale povecane koli¢ine vode u odnosu na kontrolnu grupu. Kod manjeg broja jedinki

primecen je sporadiCan proliv.

5.2.3. Makroskopske i HP ispitivanja u tkivima brojlera

5.2.3.1. Makroskopske promene u tkivima brojlera

Kod brojlera E-1 grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg AfBi/kg hrane na obdukciji je zapazena
pojava zute jetre troSne konzistencije 1 to kod 4/12 zivotinja, kod 2/12 Zivotinja u duodenumu
zapazena su sitna jedva vidljiva krvarenja. Kod brojlera E-II grupe primecene su diskretne
diskoloracije na jetri kod 3/12 ispitivanih Zivotinja. Kod brojlera E-1ll i E-IV grupe zapazena je
pojava uvecane jetre sa zutom prebojenoScu kod 4/12 odnosno 3/12 ispitivanih brojlera, kao i
diskoloracije na srcu kod 1/12 ispitivanih zivotinja. Kod 4/12 brojlera E-V grupe primeéena je zuta
prebojenost jetre i kod jedne Zivotinje primec¢ene su promene u vidu zuékastih naslaga na jeziku. Zuta
prebojenost jetre koja je bila troSne konzistencije primecena je kod 2/12 zivotinja. Kod brojlera

kontrolne grupe i MR grupe na obdukciji nisu uo¢ene makroskopske promene.

Histopatoloske promene su primecene u svim tkivima tretiranih brojlera koje su hranjeni
hranom kontaminiranom mikotoksinima sa ili bez ispitivanog preparata za detoksikaciju mikotoksina
MR.
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Slika 11. Makroskopske promene u tkivima brojlera

a) Uvecana jetra sa Zutom prebojenoséu E-1111 E-1V;
b) Diskoloracija na srcu E-I11i E-IV; ¢) Zuta jetra tro$ne konzistencije E-1 i E-V

d) Diskoloracija na jetri E-11; ) Sitna krvavljenja u crevima E-I

5.2.3.2. HP u duodenumu ispitivanih brojlera

Kod brojlera K grupe kao i grupe brojlera koji su hranom dobijali samo ispitivani preparat MR

u duodenumu nisu detektovane HP promene.

Kod brojlera E-I grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg/AfBi/kg hrane u duodenumu su
zabeleZene promene u vidu, hiperemije i hemoragije kao 1 atrofija crevnih resica uz umnozavanja

peharastih Celija, kao i kariopiknoze u Liberkinijevim kriptama.

Kod brojlera grupe E-I1 koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 i 0,2% ispitivanog preparata
MR u duodenumu se zapazaju hiperemije, hemoragije i umnozavanje peharastih ¢elija crevnih resica.
Hemoragijske promene u duodenuma bile su detektovane samo kod 16,66% dok je umnozavanje
peharastih celija detektovano kod 33,3% ispitivanih Zivotinja. Kariopiknoza u Liberkinijevim
kriptama nije bila zabelezena kod brojlera ove grupe. Mozemo pretpostaviti da je manja zastupljenost
I intenzitet HP promena brojlera ove grupe u odnosu na E-I grupu brojlera posledica protektivnog

dejstva ispitivanog preparata za detoksikaciju mikotoksina MR.
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Kod brojlera E-I11 grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg hrane T-2 toksina HP pregledom

zapazene su promene u duodenumu brojlera u vidu hiperemija, hemoragija i atrofija ¢elija mukoze.

Kod brojlera E-1V grupe koji su hranom osim T-2 toksina dobijali i 0,2% ispitivanog preparata
MR, hiperemija u duodenumu zabelezena je kod 41,6% a atrofija crevnih resica kod 33,3 %
ispitivanih zivotinja u odnosu na brojlere E-III grupu. Ostale promene u crevima bile su sli¢no

zastupljene kod obe ogledne grupe.

U duodenumu brojlera E-V grupe zapaZene su sledeCe promene: hiperemije, hemoragije, i
atrofija mukoze crevnih resica, umnoZavanje peharastih celija kao i1 kariopiknoza u celijama
Liberkinijevih kripti. Kod brojlera E-VI grupe koji su hranom pored AfB1 i T-2 toksina dobijali i
ispitivani preparat MR zabelezene su iste promene, s tim $to su detektovane kod manjeg broja
zivotinja. Medutim te promene nisu bile izraZzene kao kod prethodnih grupa koje su uz toksine
dobijale i preparat. Razlog je verovatno sinergisticki efekat dva toksina AfBi1 1 T-2 toksina i

konzumiranja manje koli¢ine kontaminirane hrane.
Broj HP promena u duodenumu po grupama ispitivanih zZivotinja dat je u tabeli 15.

Tabela 15. HP promene u duodenumu ispitivanih brojlera

PH promene E-I E-Il  E-lIIl E-IV E-V E-VI
Hiperemija 6/12 2/12 11/12 5/12  6/11 2/12
Hemoragija 7/12 2/12 3/12 2/12  5/11 1/12
Destrukcija mukoze/atrofija crevnih resica 12/12  9/12 8/12 4/12  9/11  3/12
Umnozavanje peharastih ¢elija 10/12  4/12 3/12 012 6/11  4/12
Kariopiknoza Liberkinijevih kripti 8/12 0/12 8/12 2/12 &/11 1/12

Slika 12. HP promene u duodenumu brojlera, HE bojenje
a) Hemoragija grupa E-I; b) Destrukcija crevnih resica i hiperemija grupa E-I1;

c) Hiperemija i deskvamacija E-111
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Slika 13. Atrofija crevnih resica kombinacijom AfB1i T-2 toksina, HE bojenje
a) grupa E-V b) grupa E-VI (sa MR)

5.2.3.3. HP promene u jetri ispitivanih brojlera

U hepatocitima brojlera E-I grupe koja je hranom dobijala 0,1 mg/kg AfB1 zapaZzene su promene u
vidu mutnog bubrenja, vakuolarne degeneracije 1 nekroze, takode, je u zu¢nim kanalima detektovan

deskvamativni holangitis i periholangitis dok je u intersticijumu jetre zabeleZena periportalna fibroza.

U hepatocitima brojlera E-Il grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB:1 uz dodatak 0,2%
ispitivanog preparata MR zapaZene su promene u vidu mutnog bubrenja, vakuolarne degeneracije i nekroze,
takode je u zu¢nim kanalima zapaZen deskvamativni holangitis 1 periholangitis. Mutno bubrenje
detektovano je kod 16,66% a vakuolarna degeneracija hepatocita kod 50% ispitivanih Zivotinja u odnosu
na brojlere E-I grupe. Ostale promene u hepatocitima i zu¢nim kanalima bile su skoro jednako zastupljene
kod brojlera E-1i E-11 grupe. Manja zastupljenost nekih HP promena detektovanih u jetri moze se pripisati

zaStitnom delovanju ispitivanog preparata MR.

Kod brojlera E-IIT ogledne grupe u hepatocitima Zrtvovanih zivotinja zabeleZeno je mutno bubrenje,
vakuolarna degeneracija, hidropsna degeneracija i nekroza. Epitel Zu¢nih kanali¢a bio je zahvacen
promenama kao Sto su hipertrofija, deskvamatorni holangitis i periholangitis. U intersticijumu jetre
detektovana je periportalna fibroza i infiltracija eozinofilnih ¢éelija kao i vaskularna degeneracija krvnih

sudova u jetri.

Kod brojlera E-1V grupe koji su uz T-2 toksin dobijali i ispitivani preparat MR HP promene u jetri
bile su zastupljene kod manjeg broja zivotinja a neke od njih (mutno bubrenje i periportalna fibroza) nisu
bile detektovane kod brojlera ove grupe. Hidropsna degeneracija hepatocita (8,3%), nekroza (33,3%),
deskvamativni holangitis (33,3%) i intersticijalna infiltracija mononuklearnim ¢elijama (50%) bile su
zastupljena kod manjeg broja zivotinja u odnosu na brojlere E-I1l grupe. Vaskularna degeneracija krvnih

sudova jetre detektovana je kod samo jedne jedinke ove grupe. Smanjena zastupljenost HP ili njihov
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izostanak u jetri brojlera E-IV grupe moze da ukaZe na efikasnost dodatog preparata za detoksikaciju
mikotoksina MR.

Kod brojlera E-V grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina u jetri,
zuénim kanalima 1 intersticijumu detektovane su brojne promene u vidu mutnog bubrenja, vakuolarne
degeneracije 1 nekroze, hiperplazije zu¢nih kanala, deskvamativnog holangitisa, periholangitisa,

intersticijalne periportalne fibroze i infiltracije mononuklearnih ¢elija u intersticijumu.

U hepatocitima brojlera E-VI1 grupe koji su hranom dobijali 0,1mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina
uz dodatak 0,2% ispitivanog preparata MR zapaZene su promene u vidu mutnog bubrenja, vakuolarne
degeneracije i nekroze, takode je u Zu¢nim kanalima zapazen deskvamativni holangitis i periholangitis.
Mutno bubrenje detektovano je kod 41,66% a vakuolarna degeneracija hepatocita samo kod jedne jedinke
u odnosu na brojlere E-V grupe. Ostale promene u hepatocitima i Zu¢nim kanalima bile su skoro jednako
zastupljene kod brojlera E-V i E-VI grupe. Manja zastupljenost nekih patohistoloskih promena
detektovanih u jetri ove grupa brojlera moze se pripisati zastitnom delovanju ispitivanog preparata za

detoksikaciju mikotoksina MR.

Broj HP promena u jetri po grupama ispitivanih zivotinja dat je u tabeli 16.
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Tabela 16. HP promene u jetri ispitivanih brojlera

PH promene E-1 E-11 E-1lIl  E-IV E-V E-VI
Mutno bubrenje 5/12 2/12 10/12  6/12  7/11  5/12
Hepatociti Vakuolarna degeneracija 9/12 6/12 512 412 7711 1/12
Hidropsna degeneracija 8/12 1/12 6/12 /12 0/11  0/12
Nekroza 3/12 2/12 712 412 2/11 2/12
Futni kanali Hiperplazija zu¢nih kanala 6/12 4/12 6/12 2/12 7711 4/12
Deskvamativni holangitis 8/12 7/12 712 4/12  9/11  5/12
Periholangitis 3/12 3/12 2/12 6/12  6/11  4/12
Intersticijum  Periportalna fibroza 3/12 1/12 1/12 0/12  2/11  0/12

Slika 14. HP u jetri brojlera HE bojenje

a) mutno bubrenje grupa E-1 b) vakuolarna degeneracija E-I1
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Slika 15. HP promene u jetri brojlera hranjenih hranom sa kombinacijom AfB: i T-2 toksina
a) grupa E-111 hidropsna degeneracija b) grupa E-1V hidropsna degeneracija
c) E-111 holangitis g) grupa E-1V holangitis i periholangitis

Slika 16. HP promene u jetri brojlera, HE bojenje
a) grupa E-VI deskvamativni holangitis i mononuklearni periholangitis

5.2.3.4. HP promene u srcu ispitivanih brojlera

U c¢elijama sr¢anog misSica brojlera E-I grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 zapaZene su

degeneracija, infiltracija kardiomiocita mononuklearnim ¢elijama i hemoragije.

Kod brojlera E-11 grupe koja je uz AfB1 dobijala i ispitivani preparat MR degeneracija kardiomiocita
bila je zabelezena samo kod 50% ispitivanih zivotinja u odnosu na brojlere E-1 grupe, dok su ostale promene

bile slicne ucestalosti u odnosu na brojlere E-I grupe.

Kod brojlera E-I11 grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina u kardiomiocitima opisane
su slede¢e promene: degeneracija, infiltracija mononuklearnih ¢elija 1 krvavljenja u intersticijumu

miokarda.

Kod brojlera E-1V grupe koji su uz T-2 toksin dobijale i 0,2% MR preparata promene u sréanom
misSic¢u bile su zastupljene kod manjeg broja Zivotinja u odnosu na brojlere E-I11 grupe, i to intersticijalna
infiltracija mononuklearnih ¢elija kod (25%), a krvavljenja u intersticijumu miokarda kod (50%) ispitivanih

Zivotinja ove grupe.
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Kod brojlera E-V grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5mg/kg T-2 toksina u
kardiomiocitima opisane su slede¢e promene: degeneracija, infiltracija mononuklearnih ¢elija i krvavljenja
u intersticijumu miokarda.

Kod brojlera E-VI grupe koji su hranom pored AfB:1 i T-2 toksina dobijali i ispitivani preparat MR
HP promene u sr¢anom mis$ic¢u bile su zastupljene kod manjeg broja ispitivanih zivotinja u odnosu na
brojlere E-V grupe, i to intersticijalna infiltracija mononuklearnih Celija kod (25%) a krvavljenja u

intersticijumu miokarda kod (30%) brojlera ove grupe.

Tabela 17. HP promene u srcu ispitivanih brojlera

PH promene E-I E-l1 E-111 E-1IV E-V E-VI
Miokardiociti ~ Degeneracija 11/12 6/12  9/12 8/12  10/11 9/12

Infiltracija mononuklearnih ¢elija ~ 4/12 3/12  9/12 3/12  5/11 2/12
Intersticijum Hemoragije 6/12 6/12  8/12 6/12  4/11 3/12
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Slika 17. HP promene u srcu brojlera, HE bojenje

a) E-1, mononuklearni miokarditis b) E-11, mononuklearni infiltrat

Slika 18. HP promene u srcu brojlera, HE bojenje

a) E-111, hiperemija i hemoragija b) E-1V, infiltracija mononuklearnih ¢elija

Slika 19. Degeneracija miokarda srca, HE bojenje

a) grupa E-V; b) grupa E-VI;

5.2.3.5. HP promene u BF ispitivanih brojlera

Kod brojlera E-1 ogledne grupe koja je hranom dobijala 0,1 mg/kg AfB1 u ¢elijama limfnih

folikula BF zapazene su hemoragije, nekroza i apoptoza.
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Ove promene zabelezene su i kod brojlera E-11 ogledne grupe koja je uz 0,1 mg/kg AfB1
dobijala i ispitivani preparat MR. Nekroti¢ne promene u limfnim folikulima BF zabelezene su samo
kod 8,3% ispitivanih zivotinja u odnosu na E-I grupu.

U limfnim folikulima BF kod brojlera E-111 grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina
opisane su promene u vidu nekroze i apoptoze. Nekroticne promene u ¢elijama BF kod brojlera E-I11
grupe zabelezene su kod 100% Zzivotinja.

Brojlera E-1V grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina uz dodatak ispitivanog
preparata MR nekroza u ¢elijama BF opisana je kod 50% ispitivanih Zivotinja.

Kod brojlera E-V ogledne grupe koja je hranom dobijala 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2
toksina u ¢elijama limfnih folikula BF zapazene su nekroza i apoptoza. Iste promene zabelezene su i
kod brojlera E-VI1 ogledne grupe koja je hranom dobijala 0,1 mg/kg i 0,5 mg/kg T-2 toksina uz

dodatak ispitivanog MR preparata apoptoza u ¢elijama BF opisana je kod 50% ispitivanih zivotinja.

Tabela 18. HP promene u BF ispitivanih brojlera

PH promene E-l  E-Il E-lIl E-IV EV E-VI
Limfni Nekroza 7712 112 1212 712 211 2/12
folikuli Apoptoza 912 512 6/12 612 11/11  5/12

Slika 20. HP promene u BF brojlera, HE bojenje

a) E-1, nekroza b) E-11, apoptoza c) E-I11, nekroza
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Slika 21. Apoptoza BF, HE bojenje a) grupa E-V; b) grupa E-VI
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5.2.4 Prisustvo rezidua AfB; i T-2 toksina i njihovih metabolita u grudnoj muskulaturi
I jetri ispitivanih brojlera

Analiza prisustva AfB1 1 T-2 toksina kao i njihovih metabolita (AfM1, HT-2 toksin, T-2 triol i
T-2 tetraol) u tkivima brojlera (grudna muskulatura 1 jetra) uradena je tehnikom te¢ne hromatografije
kuplovane sa masenom spektrometrijom uz detektor (Agilent 6460c LC-MS/MS). Analiti¢ka metoda
ispitivanja je razvijena i validirana u laboratoriji Patent Co. Limit kvantifikacije metode (LOQ) za
AfB1, iznosi 0,1 pg/kg, za T-2 toksin iznosi 0,2 pg/kg. Izotopsko obeleZeni interni standardi
mikotoksina, koji su kori§éeni u metodi, za korigovanje uticaja matriksa su bili ('*C24) AfBi CRM
Biopure™— (0,5 ug/mL) za odredivanje aflatoksina i ('*C24) T-2 toksina CRM Biopure™— (25
pg/mL) za odredivanje T-2 toksina. Tacnost analiticke metode (Recovery, %) je > 75% za svaki
ispitivani analit. Metoda odredivanja je bila linearna u opsegu od 0,1 do 1,2 pg/kg za AfB11 AfMi 1
od 0,2 do 4,0 pg/kg za T-2 toksin.

U tabeli 19. dati su podaci koji pokazuju da su brojleri hranjeni sa 0,1 mg AfB1/kg hrane imali
prose¢nu koncentraciju AfBa u jetri od 0,235 pg/kg. Grupa brojlera (E-11) koja je uz 0,1 mg AfBi/kg
hrane dobijala i 0,2% preparata MR imala je za 51,06% nizu koncentraciju AfB1 u jetri (0,12 ng/kg)

u odnosu na E-I grupu.

Kod brojlera E-V i E-VI grupe nisu detektovani ostaci AfBi1 u jetri i grudnoj muskulaturi.
Pretpostavlja se da je razlog to $to su obe ove grupe brojlera konzumirale niZe koli¢ine kontaminirane

hrane u odnosu na brojlere E-1 i E-II grupe.

Kod brojlera E-Il1, E-1V, E-V i E-VI, grupe nisu detektovani ostaci T-2 toksina, HT-2 toksina
kao i T-2 triola i T-2 tetraola u ispitivanim tkivima. Razlog je jako brzo metabolisanje T-2 toksina,

vec¢ za 24h od unoSenja u organizam.

Tabela 19. Koncentracije AfB; u ispitivanim tkivima brojlera u pg/kg

Tkivo E-l E-l11 E-V E-VI
Jetra 0,235+0,07 0,12+0,0222 <LOD <LOD
Misié <LOD <LOD <LOD <LOD

LOD — limit detekcije

a - Stastisti¢ki znacajna razlika u odnosu na E-1 grupu (a=P<0,05 aa=P<0,01 aaa=P<0,001)
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Slika 22. LC-MS/MS Rezidue AfBy u jetri brojlera E-11 grupe pg/kg

AfM1, metabolit AfB1 se stvara u jetri u procesu hidroksilacije posto je rastvorljiv u vodi (kod
mleCnih Zivotinja se izluuje putem mleka, a kod ostalih Zivotinja putem urina). Kod Zivotinja koje

ne lu¢e mleko moze se kao metabolit naci u jetri i urinu.
AfM1 nije detektovan u jetri ispitivanih brojlera.

Metaboliti T-2 toksina, HT-2, T-2 triol i T-2 tetraol nisu detektovani u jetri i grudnoj
muskulaturi ispitivanih brojlera.
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6. DISKUSIJA

Zbog bolje preglednosti diskusija je podeljena na potpoglavlja, prema postavljenom cilju i
zadacima istrazivanja. Na osnovu proizvodnih rezultata, rezultata makroskopskih i histopatoloskih
kao i ispitivanja prisustva rezidua u tkivima cilj je bio da se utvrdi u kom odnosu stoje navedeni
parametri u zavisnosti od sadrzaja AfBi1 i T-2 toksina (pojedina¢no ili u kombinaciji) u hrani i

efektima preparata za detoksikaciju mikotoksina MR na ispitivane parametre.

6.1. Proizvodni rezultati

6.1.1. Uticaj AfB; i preparata za detoksikaciju (MR) na proizvodne rezultate brojlera

Pocevsi od 7. dana pa do kraja ogleda brojleri E-I grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg
AfB1/kg hrane ostvarili su statisti¢ki znacajno nize TM u odnosu na brojlere E-I1 grupe. Brojleri E-II
grupe koji su hranom uz 0,1 mg/kg AfB1 dobijali i 0,2% preparata MR imali su 42. dana ogleda 12,5%
viSe TM u odnosu na brojlere E-I grupe, Sto se moze pripisati protektivnom uticaju ispitivanog
preparata. Takode, posmatrano za ceo ogled brojleri K 1 MR grupe imali su za 21,84 1 28,17% vise
TM u odnosu na brojlere E-I grupe. Iako je preparat delimi¢no ublazio toksi¢ne efekte AfB1 do kraja
ogleda nije doslo do normalizacije TM brojlera E-I1 grupe. Tedesco i sar, 2004 i Dewegovda i sar.
2000, dobili su rezultate sli¢ne nasim istrazivanjima, koristeci doze AfBi1 od 0,8 i 0,3 mg/kg hrane.
Posmatrano za period 35-42. dan brojleri E-11 grupe koji su hranom uz 0,1 mg AfB1 dobijali i 0,2%
MR preparata, imali su za 14,21% viSe priraste u odnosu na brojlere E-I grupe koji su hranom dobijali
0,1 mg AfB1. U odnosu na visinu prirasta u ovom periodu prime¢ujemo mehanizme kompenzatornog
rasta, no i pored toga to nije bilo dovoljno da se neutraliSu negativni efekti AfBina TM i prirast tokom
celog perioda ogleda, sto odgovara navodima Raju i Dewegovda (2000).

Zanimljivo je da su u periodu od 35-42. dana ogleda brojleri grupe MR imali za 9,37 % vise
priraste u odnosu brojlere E-I grupe. Taj podatak nam ukazuje da se preparat moze Koristiti i
preventivno u tovu brojlera, S§to se moze se pripisati i pozitivnom delovanju probiotskih kultura
dodatih u preparat. Brojleri E-I grupe, u periodu od 35-42 dana konzumirali su za 7,16 % manje hrane
u odnosu na brojlere E-II grupe, KK hrane je dobar pokazatelj uspesnosti i ekonomske opravdanosti
tova. KK bio je nizi kod brojlera kontrolnih grupa u odnosu na ogledne grupe. Brojleri E-I grupe
ostvarili su najviSu konverziju tokom perioda tova 2,2 kg, dok su brojleri grupe koja je hranom uz
AfB: dobijala i MR preparat ostvarili KK od 2,1 kg. Ovaj podatak ukazuje da su brojleri E-1 grupe

konzumirali dovoljnu koli¢inu hrane ali su imali visi KK od brojlera E-II grupe, zbog nizih TM 1
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prirasta ostvarenih tokom ogleda, a §to se moze pripisati toksicnim efektima AfBi. Sli¢ne rezultate
nasima dobili su u svom radu Tedesco i sar. (2004) i Raju i Dewgovda (2000) koristeé¢i koncentracije
AfB1od 0,31 0,8 mg/kg hrane, kao i preparate za detoksikaciju mikotoksina na bazi zeolita.

Brojleri E-111 grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane ostvarili su statisticki
znacajno nize TM tokom celog ogleda (1-42. dan) u odnosu na brojler E-1V, K i MR grupe i to za
11,01, 21,75 1 28,09%. Sli¢ni rezultati su i za prirast. Brojleri E-1II grupe koji su hranom dobijali 0,5
mg T-2 toksina po kg hrane ostvarili su statisticki znacajno nize priraste tokom celog ogleda u odnosu
na brojler E-IV i Ki MR grupe i to za 11,29, 21,73 1 28,07%. Nasi rezultati saglasni su sa rezultatima
Sing i sar 2020, koji su u svojoj studiji koristili doze T-2 toksina u rasponu od 0,05 do 0,2 mg/kg
hrane. Nasi rezultati u suprotnosti su sa rezultatima Raju i Dewegovda 2000 1 Wei i sar. 2019, koji su
koristili doze T-2 toksina u rasponu od 2-6 mg/kg hrane. Brojleri grupe E-111 konzumirali su gledano
za ceo ogled neznatno nize koli¢ine hrane u odnosu na brojlere E-1V, K i MR grupe. KK kod brojlera
E-111 grupe iznosio je 2,2 kg hrane za kg prirasta, kod brojlera E-I1V grupe 2,1. Brojleri E-1V grupe
koji su hranom dobijali 0,5 mg T-2 toksina uz dodatak 2kg/t ispitivanog preparata za detoksikaciju,
ostvarili su KK od 2,1. a brojleri K i MR grupe ostvarili su KK od 1,8 odnosno 1,7 kg.

Praceno za ceo ogled brojleri E-V koji su hranom dobijali 0,Amg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2
toksina imali su najnize ostvarene TM u odnosu na brojlere ostalih grupa koji su hranom dobijali
AfBs1, T-2 toksin ili kombinaciju oba toksina.

Brojleri E-V grupe imali su za 7,34% i 7,44% nize TM u odnosu na brojlere E-1 i E-111 grupe
koji su hranom dobijali pojedinacne doze AfB1 i T-2 toksina. Brojleri E-VI grupe koji su hranom uz
kombinaciju AfB1 i1 T-2 toksina dobijali i 0,2% preparata za detoksikaciju MR imali su za 2,88% vise
TM u odnosu na brojlere E-V koji su dobijali hranom kombinaciju dva mikotoksina. Posmatrajuci
priraste zbirno za ceo ogled 1-42. dana dokazano je da su brojleri E-1 i E-111 grupe koji su hranom
dobijali 0,1 mg/kg AfB1 1 0,5 mg/kg T-2 toksina imali za 14,67% i 14,77% viSe priraste u odnosu na
brojlere E-V grupe koji su hranom dobijali kombinaciju ova dva mikotoksina. Brojleri E-V1 grupe
koji su hranom uz kombinaciju dva toksina dobijali i preparat za detoksikaciju MR imali su za 10,43%
vise priraste posmatrano za ceo ogled u odnosu na brojlere E-V grupe. Nasi rezultati u saglasnosti su
sa rezultatima Stefanovi¢ i sar. 2023. Nasi rezultati u suprotnosti su sa rezultatima Girish i
Dewegowda 2006 god. Oni su u svom radu koristili vise doze AfB1 i T-2 toksina te je i ucinak
dodavanih adsorbenata bio slabiji.

Brojleri E-V grupe koji su hranom dobijali AfB1 i T-2 toksin konzumirali su za 11,76 i 11,83
% manje hrane tokom celog ogleda u odnosu na brojlere E-I i E-111 grupe. Brojleri E-VI grupe koji
su hranom uz kombinaciju AfB1 i T-2 toksina dobijali i preparat za detoksikaciju MR konzumirali su
za 2,94% viSe hrane u odnosu na brojlere E-V grupe tokom celog ogleda. Brojleri E-V i E-VI grupe
ostvarili su nize KK 2,1 kg u odnosu na brojlere E-I i E-I11 koji su tokom celog perioda tova ostvarili
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2,2 kg. Razlog je verovatno §to su tokom celog perioda tova konzumirali manje koli¢ine hrane. Nasi
rezultati u saglasnosti su sa rezultatima Stefanovi¢ i sar. 2023, §to se moze pripisati sinergisticnom

toksi¢nom efektu dva dodata mikotoksina u hranu brojlera.

6.2. HistopatoloSka ispitivanja u duodenumu ispitivanih brojlera

AfB1 u organizam zivotinja najée$¢e dospeva nakon unoSenja kontaminirane hrane.
Resorpcija sa sluznice duodenuma pocinje 30 minuta nakon unoSenja u organizam. Zato je logicno
da su histopatoloske promene i zabeleZene u digestivnom traktu brojlera. Kod brojlera E-I grupe koji
su hranom dobijali 0,1 mg/ AfB1 /kg hrane u duodenumu su zabeleZene promene u vidu, hiperemije
kod 50%, hemoragija kod 58,33%, destrukcija enterocita i atrofija crevnih resica kod 100%,
umnozavanja peharastih ¢elija kod 83,33% kao i kariopiknoze u Liberkinijevim kriptama kod 66,6%
eksperimentalnih zivotinja. AfB1 dovodi do promene permeabiliteta crevnog epitela uticajem na
proteine transmembranskog kompleksa kao $to su okludin, klaudin 1 intercelularni strukturni proteini
zone okludens 1,2 i 3. AfB1 moze da prekine integritet mehanicke barijere crevne sluzi, uticajem na
broj peharastih ¢elija. Usled povecane propustljivosti sluznice moze do¢i do delovanja patogenih
mikroorganizama i pojave zapaljenja. Takode, se zna da i niske doze AfB1, mogu indukovati
infiltraciju sluznice tankih creva mononuklearnim ¢elijama kod brojlera (Sarker i sar., 2023) $to je u
saglasnosti sa nasim rezultatima.

Kod brojlera E-11 grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg AfB1 uz dodatak 0,2% preparata za
detoksikaciju MR navedene histopatoloske promene detektovane su kod manjeg broja zivotinja.
Hiperemija crevne sluznice kod 16,63%, hemoragije kod 16,6% destrukcija enterocita i atrofija resica
kod 75%, umnozavanje peharastih ¢elija kod 33,3% dok kariopiknoza ¢elija Liberkinijevih kripti nije
zabelezena kod Zivotinja ove grupe. Redukovanje prisustva PH promena moZe se pripisati
delimi¢nom protektivnom efektu MR preparata. Ipak destrukcija mukoze i atrofija crevnih resica
prisutna je i dalje kod velikog broja Zivotinja E-II grupe. Ovo je jedan od razloga $to su Zivotinje ove
ogledne grupe ostvarile takode slabe proizvodne rezultate, iako je preparat MR delimi¢no ublazio
stetne efekte AfB1. Nasi rezultati u saglasnosti su sa rezultatima Poloni i sar. 2015 i Lakkawar i sar.
2017. god.

Kod brojlera E-111 grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane, detektovane se
u duodenumu sli¢ne histopatoloske promene kao i kod brojlera koji su hranom dobijali samo AfB:.
Hiperemija kod 91,66%, hemoragije kod 25% destrukcija enterocita i atrofija resica kod 66,6%,
umnozavanje peharstih ¢elija kod 25% dok je kariopiknoza ¢elija Liberkinijevih kripti detektovana

kod 66,6% zivotinja ove grupe. Citotoksi¢nost je jedna od Stetnih osobina molekula T-2 toksina,
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Vecina autora smatra da T-2 toksin inaktiviSe klju¢ni enzim transkripcije, peptidil transferazu.
Takode, meta T-2 toksina je i 60S subjedinica ribozoma i spre¢avanje inicijacije polipeptidnog lanca.
Ujedno cilj su sve ¢elije koje se brzo razmnozavaju, ukljucujuéi i ¢elije gastrointestinalnog trakta
(Janik i sar. 2021., Rai i sar. 2011 i Adhikari i sar 2017).

Grupa E-1V koja je hranom uz 0,5 mg/kg T-2 toksina dobijala i 0,2% preparata za
detoksikaciju mikotoksina imala je promene slabijeg intenziteta koje su se javile kod manjeg broja
zivotinja u odnosu na E-II1 grupu. | to hiperemija kod 41,66%, hemoragije kod 16,6% destrukcija
enterocita i atrofija resica kod 33,3%, dok je kariopiknoza ¢elija Liberkinijevih kripti zabelezena kod
16,6% zivotinja ove ogledne grupe. To moze da se pripiSe protektivnom dejstvu preparata za
detoksikaciju MR. Nasi rezultati u saglasnosti su sa nalazima (Sokolovi¢ 1 sar. 2007 1 NeSi¢ 1 sar.
2007). Ono sto je zanimljivo da prokomentariSemo na ovom mestu da se ni kod jedne grupe Zivotinja
koje su hranom dobijale 0,5 mg/kg T-2 toksina, nisu javile nekroti¢ne lezije u ustima, niti na prstima
kao ni nekroti¢ni gastroenteritis. Ve¢ina autora smatra da se ovakve promene javljaju samo pri
unoSenja doza vec¢ih od 1mg T-2 toksina po kg/hrane, Janik 1 sar. 2021, Sokolovi¢ 1 sar. 2007).

Kod brojlera E-V grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1i 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane.
Histopatoloske promene u vidu hiperemije videne su kod 54,5%, hemoragije kod 45,4%, destrukcija
enterocita i atrofija resica kod 81,81%, umnozavanje peharastih ¢elija kod 54,5% i kariopiknoza ¢éelija
Liberkinijevih kripti kod 72,72% ispitivanih Zivotinja. Histopatoloske promene nastale su napred
opisanim mehanizmima. lako se mozda ocekivalo da intenzitet i broj promena bude veci zbog
sinergistickog dejstva oba toksina, to se nije dogodilo jer su Zivotinje ove grupe konzumirale priblizno
12% manje hrane posmatrano za ceo ogled, od brojlera E-1 i E-III grupe. Cime su posledi¢no unosile
manje AfB1i T-2 toksina. Nasi rezultati u saglasnosti su sa radovima Stefanovi¢ i sar. 2023. Kod
brojlera E-VI grupe koje su hranom uz AfB1 i T-2 toksin dobijali i preparat za detoksikaciju MR,
zabeleZene su histopatoloske promene kod manjeg broja zivotinja u odnosu na E-V grupu. Hiperemije
su videne kod 16,66%, hemoragije kod 8,33%, destrukcija enterocita i atrofija resica kod 25%,
umnozavanje peharastih ¢elija kod 33,33% 1 kariopiknoza cCelija Liberkinijevih kripti kod 8,33%
ispitivanih Zivotinja. Smatra se da su ovi rezultati nastali sa jedne strane zbog konzumiranja znacajno
manje koli¢ine hrane i1 posledi¢no unoSenja manje toksina a sa druge strane rezultat su protektivnog

delovanja preparata za detoksikaciju MR.

6.3. HistopatoloSke promene u jetri ispitivanih brojlera

AfB: je visoko rastvorljivo jedinjenja koje se lako se resorbuje sa mesta izlozenosti, najéesce

je to gastrointestinalni trakt. Nakon ulaska u organizam, AfBu1 se transportuju kroz ¢elijske membrane
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odakle dospeva u cirkulaciju. U krvi se distribuiraju u razlic¢ita tkiva a pre svega u jetru koja je glavni
organ metabolizma ovog ksenobiotika. AfB1 se uglavnom metaboliSu u jetri u reaktivni epoksidni
intermedijer ili se hidroksilisu u manje toksi¢an AfM1. Razli¢iti izoformi enzima CIP-450 aktiviraju
se u jetri i oni metaboliSu AfB1 u reaktivne vrste kiseonika (aflatoksin-8,9-epoksid), koji zatim moze
da se veze za proteine i izazove akutnu aflatoksikozu ili se reaktivni AfB1-8-9-epoksid alkilira i
formira N7 guaninske adukte, DNK te tako ispoljava karcinogeni efekat. S obzirom da je primarno
mesto metabolisanja AfB1 jetra logi¢no je da se histopatoloske promene javljaju u jetri, Diaz i Murcia
2011. AfB1 moze da utice na aktivnost antioksidativnih enzima i antimflamatornih citokina, pojacava
lipidnu peroksidaciju, aktivnost proinflamatornih citokina i apoptozu hepatocita (Fouad i sar. 2019).

U jetri ispitivanih brojlera promene su detektovane na tri nivoa i to u hepatocitima u vidu
(mutnog bubrenja, vakuolarne degeneracije, hidropsne degeneracije i nekroze). U Zu¢nim kanalima
u vidu (hiperplazije Zu¢nih kanala, deskamativnog holangitis 1 periholangitisa) i periportalne fibroze.
Mutno bubrenje, vakuolarna degeneracije i hidropsna degeneracija predstavljaju promene nastale
usled oSteCenja integriteta Celijske membrana, a nekroza, pucanje i smrt hepatocita usled rupture
plazma membrane, kariolize i oslobadanje ¢elijskog sadrzaja usled delovanja reaktivnih kKiseoni¢nih
vrsta, Ali i sar. 2021.

Kod brojlera E-I grupe, zabelezene su histopatoloske promene u hepatocitima u vidu mutnog
bubrenja kod 41,66%, vakuolarne degeneracije kod 75% hidropsne degeneracije kod 66,66% i
nekroza kod 25% ispitivanih zivotinja. Takode su zabeleZene i promene u vidu hiperplazije zu¢nih
kanali¢a i to kod 50%, deskvamativni holangitis kod 66,66%, periholangitis kod 25% kao i
periportalna fibroza kod 25% ispitivanih zivotinja. Kod brojlera E-Il grupe koji su hranom dobijali
0,1mg AfB1 uz dodatak 0,2% preparata za detoksikaciju, promene su bile vidljive kod manjeg broja
Zivotinja, ali nisu u potpunosti nestale, Sto ukazuje da je preparat MR ostvario delimican protektivni
efekat. Kod brojlera E-II grupe zabelezene su histopatoloske promene u hepatocitima u vidu mutnog
bubrenja kod 16,66%, vakuolarne degeneracije kod 50% hidropsne degeneracije kod 8,33% i nekroza
kod 16,66% ispitivanih Zivotinja. Takode, su zabeleZzene i promene u vidu hiperplazije Zucnih
kanali¢a i to kod 33,33%, deskvamativni holangitis kod 58,33%, periholangitis kod 25% kao i
periportalana fibroza kod 8,33% ispitivanih Zivotinja. Nasi rezultati u saglasnosti su sa nalazima
(Slizewskai sar. 2019; Tessari i sar. 2006. Denli i Okan 2006).

Mikotoksini iz grupe trihotecena se vezuju za ribozome, remeteci time sintezu molekula DNK
i proteina (Pestka, 2007). T-2 toksin izaziva inhibiciju sinteze eukariotskih proteina, inhibiciju
¢elijske deobe i sinteze RNK/DNK, inhibiciju aktivacije signalnih puteva protein kinaza aktiviranih
mitogenom (MAPK), promenu integriteta membrane, poremecaj funkcije mitohondrija, indukciju

ekspresije gena citokina i ¢elijsku smrt (Rocha 1 sar. 2005, Wu, Dohnal 1 sar. 2013).
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Citotoksicni efekat T-2 toksin, koji se manifestuje apoptozom celija, ostvaruje stvaranjem
slobodnih radikala, i to prevashodno peroksidnih, hidroksilnih radikala kao i superoksidnih molekula,
Sto dovodi do peroksidacije visih nezasi¢enih masnih kiselina u ¢elijskoj membrani 1 njenog oStec¢enja
(Lobo i sar., 2010).

Zbog toga Sto kao i1 kod veéine drugih mikotoksina metabolisanje pocinje u jetri, toksi¢ni
efekti videni su u vidu histopatoloskih promena u jetri. Kod brojlera E-11l grupe koji su hranom
dobijali 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane detektovane su histopatoloske promene u vidu mutnog bubrenja
kod 83,33%, vakuolarne degeneracije kod 41,66% hidropsne degeneracije kod 50% i nekroze kod
58,33% ispitivanih zivotinja. Takode, su zabelezene i promene u vidu hiperplazije zu¢nih kanalica i
to kod 50%, deskvamativni holangitis kod 66,6%, periholangitis kod 16,66% kao i periportalana
fibroza kod 8,33% ispitivanih zivotinja. Brojleri ove grupe imali su najveci broj Zivotinja sa izrazenim
nekroticnim promenama. Kod brojlera E-1V grupe koje su hranom dobijali 0,5 mg T-2 toksina/kg
hrane promene su bile videne kod manjeg broja Zivotinja u odnosu na brojlere E-1ll grupe. Kod
brojlera E-IV grupe zabelezene su histopatoloSske promene u hepatocitima u vidu mutnog bubrenja
kod 50%, vakuolarne degeneracije kod 33,33% hidropsne degeneracije kod 8,33% i nekroza kod
33,33% ispitivanih zivotinja. Takode, su zabelezene i promene u vidu hiperplazije zu¢nih kanali¢a i
to kod 16,66%, deskvamativni holangitis kod 33,33% i periholangitis kod 50% ispitivanih Zivotinja
dok periportalana fibroza nije zabelezena kod brojlera ove grupe. Nasi rezultati su u saglasnosti sa
nalazima Grabarevi¢ i sar. 1992 i Fazekas i sar. 2000, koji su koristili iste doze T-2 toksina i dobili
kod oglednih Zivotinja sli¢ne histopatoloske promene kao u nasim istrazivanjima. Kod brojlera E-V
grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg AfB1 i 0,5 mg T-2 toksina detektovane su histopatoloske
promene u vidu mutnog bubrenja kod 63,63%, vakuolarne degeneracije kod 63,63% i nekroze kod
18,18% ispitivanih Zivotinja. Takode, su zabelezene i promene u vidu hiperplazije Zu¢nih kanalica i
to kod 63,63%, deskvamativni holangitis kod 81,81%, periholangitis kod 54,54% kao i periportalana
fibroza kod 18,18%. Kod brojlera E-VI grupe koji su hranom uz kombinaciju AfB1 i T-2 toksina
dobijale i 0,2% preparata za detoksikaciju MR zabelezene su histopatoloske promene, u vidu mutnog
bubrenja kod 41,66%, vakuolarne degeneracije kod 8,33% i nekroze kod 16,66% ispitivanih
zivotinja. Takode, su zabelezene 1 promene u vidu hiperplazije zu¢nih kanali¢a i1 to kod 33,33%,
deskvamativni holangitis kod 41,66% 1 periholangitis kod 33,33% ispitivanih zZivotinja. Preparat za
detoksikaciju MR delimi¢no je ublazio Stetne efekte AfB1 i T-2 toksina, ali nije doslo do potpunog
iS¢ezavanja histopatoloskih promena. Nasi rezultati u saglasnosti su sa nalazima (Stefanovi¢ i sar.

2023).

6.4. PatohistoloSke promene u srcu ispitivanih brojlera
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Tacan mehanizam kardiotoksi¢nosti AfB1 jos nije sasvim jasan. Uneti AfB1 moze da indukuje
porast koncentracije azot oksida (NO), tumor nekrozis faktora (TNF) i interleukina 1 (IL1). Visok
nivo NO moze da dovede do apoptoze u kardiomicitima. Visok nivo NO moze da kompromituje
stvaranje ATP u mitohondrijama kardiomiocita. Gubitak energije u kardiomiocitima moze da dovede
do nekroze. TNF i IL-1 mogu da dovedu do apoptoze u kardiomicitima (Wang i sar. 2017).

Kod brojlera E-1 grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg hrane histopatoloskim pregledom
ustanovljene su promene u srcu u vidu degeneracije miokardiocita kod 91,66%, infiltracije
mononuklearnim ¢elijama kod 33,33% i hemoragije kod 50% ispitanih zivotinja, Kod brojlera E-II
grupe koji su hranom uz 0,1 mg AfB1 dobijali i 0,2% preparata za detoksikaciju MR histopatoloske
promene videne su kod manjeg broja zivotinja i to degeneracije kardiomiocita kod 50%, infiltracija
mononuklearnim ¢elijama 33,33% dok su hemoragije bile zastupljene kod istog broja Zivotinja 50%.
Ovaj podatak nam govori da je preparat MR delimi¢no ublazio Stetne efekte AfBi1. Nasi rezultati
saglasni su sa rezultatima (Stefanovié i sar. 2023).

T-2 toksin moze kod zivine izazvati sr¢anu fibrozu i disfunkciju. Pod uticajem T-2 toksina
mogu nastati reaktivne kiseoni¢ne vrste 1 peroksidni radikali koji dovode do oSte¢enja funkcija
mitohondrija i posledi¢nih reakcija, (Dai i sar. 2022).

Kod brojlera E-111 grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg T-2 toksina po kg/hrane detektovane
su promene u srcu u vidu degeneracije kardiomiocita kod 75% ispitivanih Zivotinja, infiltracija
mononuklearnim ¢elijama u kardiomiocitima kod 75% i hemoragije u intersticijumu kod 66,6%
ispitanih zivotinja. Brojleri E-1V grupe koji su hranom uz T-2 toksin dobijali i 0,2% preparata za
detoksikaciju MR imali su iste histopatoloske promene u srcu samo kod manjeg broj zivotinja i to
degeneracije kardiomiocita kod 66,66%, infiltracija mononuklearnim ¢elijama 25% i hemoragije u
intersticijumu kod 50% ispitanih zivotinja. Nasi rezultati saglasni su rezultatima (Grabarevi€ 1 sar,
1992) koji su sa istom dozom T-2 toksina dobili slicne rezultate.

Kod brojlera E-V grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg AfB11 0,5 mg T-2 toksina zabelezene
su histopatoloske promene u vidu degenerativnih promena u kardiomiocitima kod 83,33%, infiltracije
kardiomiocita mononuklearnim ¢elijama kod 45,45% i hemoragija u intersticijumu kod 36,36%
ispitivanih zivotinja. lako smo mozda zbog kumulativnog toksi¢nog efekta oba toksina ocekivali
intenzivnije histopatoloske promene do toga nije doslo jer su zivotinje E-V i E-VI grupa konzumirale
oko 12% manje hrane u odnosu na brojlere E-1 i E-111 grupe koje su dobijale pojedina¢no AfB1i T-2
toksin. Brojleri E-VI grupe koji su hranom uz AfB1 i T-2 toksin dobijali i 0,2% preparata za
detoksikaciju mikotoksina MR imali su neznatno bolje rezultate histopatoloskih ispitivanja u odnosu
na brojlere E-V grupe. Promene u vidu degenerativnih promena u kardiomiocitima detektovane su

kod 75%, infiltracije kardiomiocita mononuklearnim c¢elijama kod 16,66% 1 hemoragija u
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intersticijumu kod 25% ispitivanih Zivotinja. Nasi rezultati saglasni su sa rezultatima (Stefanovic¢ i

sar., 2023).

6.5. HistopatoloSke promene u BF kod ispitivanih brojlera

Poznato je da AfB:1 ima izrazitu imunsku toksi¢nost, narocito izraZzenu u slezini i BF kod
zivine. AfB1 dovodi do smanjenje relativne teZine ovih organa. Redukuje ,,belu pulpu® smanjujuci
koli¢inu limfnog tkiva i limfocita. Narocito je osetljiva slezina a odmah iza nje i BF. AfB1 moze da
smanji aktivnosti antioksidativnih enzima 1 poveca sadrzaj malondialdehida (MDA) u slezini 1 BF.
Posledi¢no ove promene mogu da izazovu oksidativno ostecenje u vidu nekroze kao i povecanje
apoptoze u ¢elijama BF (Fouad i sar. 2019). Histopatoloskim pregledom ustanovljene su promene u
vidu nekroze i apoptoze u limfnim folikulima BF kod ispitivanih brojlera. Kod brojlera E-I grupe koji
su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 zapaZzene su promene u limfnim folikulima BF u vidu nekroza i
to kod 58,33% 1 prisustvo apoptoti¢nih tela kod 75% ispitivanih Zivotinja. Prisustvo preparata za
detoksikaciju mikotoksina MR u hrani brojlera E-11 grupe, koji su uz preparat dobijali i 0,1 mg/kg
AfB1 znacajno je redukovalo broj zivotinja sa nekrozom u limfnim folikulima 8,33% dok su
apoptoticna tela bila prisutna kod 41,66% ispitivanih zivotinja. Mozemo zakljuciti da je preparat
delovao pozitivni na toksi¢ne efekte AfB1 u hrani, no i pored toga nije mogao da u potpunosti
eliminiSe negativne efekte AfBi. Rezultati nasih istrazivanja u saglasnosti su sa nalazima Fouad i sar.
2020 i Espada i sar., 1992.

T-2 toksin slicnim mehanizmom dovodi do apoptoze ¢elija BF. Na nivou molekularnog
mehanizma, T-2 toksin je indukovao apoptozu posredovanu mitohondrijama, tako $to je uticao na
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, promovisu¢i translokaciju citohroma C izmedu mitohondrija i
citoplazme, i na taj nacin je dovodio do formiranja apoptoti¢nih tela (Yin i sar. 2020). Kod brojlera
E-111i E-1V grupe koji su hranom dobijali 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane i 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane
uz dodatak 0,2% preparata MR detektovane su nekroze i apoptoti¢na tela u limfnim folikulima BF.
Histopatoloske promene u vidu nekroze detektovane su kod brojlera E-I11 grupe kod 100% a prisustvo
apoptoti¢nih tela kod 50% ispitivanih zivotinja. Preparat za detoksikaciju mikotoksina MR smanjio
je broj zivotinja sa nekrozom u limfnim folikulima na 50% dok je prisustvo apoptoze u limfnim
folikulima brojlera E-1V grupe bilo isto kao i kod brojlera E-III grupe. Nasi rezultati u saglasnosti su
sa rezultatima Konjevi¢ i sar., 2004, Nesic i sar., 2007. i Yin i sar., 2020).

Kod brojlera E-V grupe koji su hranom dobijali 0,1 mg AfB1/kg hrane i 0,5 mg T-2 toksina/kg
hrane nekroti¢ne promene u limfnim folikulima bile su zastupljene kod 18,18%, a kod brojlera E-VI
grupe kod 16,66% ispitivanih zivotinja. Gledajuéi za ceo ogled brojleri ove grupe su unosili oko 12%

manje hrane u odnosu na brojlere grupa koji su dobijali pojedina¢no AfB1 i T-2 toksin. Promene u
88



vidu apoptoti¢nih tela u limfnim folikulima zabelezene su kod 100% zivotinja E-V grupe i kod 50%

zivotinja E-VI grupe. Nasi rezultati u saglasnosti su rezultatima (Stefanovi¢ i sar. 2023).

6.6 Prisustvo rezidua AfB1l, T-2 toksina i njihovih metabolita u grudnoj

muskulaturi i jetri ispitivanih Zivotinja.

Od nacina unosenja AfB1, nacina metabolisanja i hemijskih reakcija kojima biva podvrgnut u
zavisi¢e njegova sudbina u organizmu zivine, kao i broj i vrsta metabolita koji mogu nastati u toku
faze biotransformacije primarnog molekula, kao i faze eliminacije. Unos AfB1 u organizam ljudi i
zivotinja se najces¢e desava putem digestivnog trakta, respiratornog sistema i koze. Najznacajniji je
peroralni nacin uno$enja, pri ¢emu se resorpcija odvija u digestivnom traktu. AfB1 se pojavljuje u
krvotoku oko 30 minuta nakon peroralnog unosa, a u jetri posle jednog sata. Nakon resorpcije, AfB1
se distribuira po organizmu krvotokom, i deponuju u sva meka tkiva 1 masne depoe. Najvise se
nakupljaju u jetri, pogotovo pri dugotrajnom unosu, kao i u bubrezima. Nakupljanje u jetri i
bubrezima je znacajno, jer ovi organi predstavljaju mesta najizrazenije biotransformacije (Leeson i
sar., 1995).

U organizmu dolazi do niza biohemijskih reakcija i nastajanja veoma razli¢itih produkata AfB1,
u zavisnosti od metabolickih puteva kojima molekul moze biti podvrgnut. Jedan od najvaznijih
metabolickih puteva je epoksidacija. Veoma je bitno naglasiti da klju¢ni karcinogeni efekti AfB1
nastaju tokom metabolisanja (Swenson i sar., 1974) i nastanka AfB1-8-9-epoksida mehanizmom
oksidacije 8,9-vinil etarske veze (Lizarraga-Paulin i sar., 2011).

Takode, moguca je biotransformacija AfB1 u polarne molekule AfMy, aflatoksin P1 (AfP1) i
aflatoksin Q1 (AFQ1) za $ta je odgovoran sistem mikrozomalnih monooksigenaza. Navedeni molekuli

se usled svoje polarnosti eliminiSu lakse putem urina i/ili mleka iz organizma (Monson i sar., 2015).

U procesu konjugacije nastaju metaboliti koji se mogu izlu¢ivati putem zuci i1 ulaziti u

enterohepaticnu recirkulaciju.

Brojleri hranjeni sa 0,1 mg AfB1/kg hrane imali prose¢nu koncentraciju AfBa1 u jetri od 0,235
pa/kg. Grupa brojlera E-I1 koja je uz 0,1 mg AfB1/kg hrane dobijala i 0,2% preparata MR imala je za
51,06% nizu koncentraciju AfB1 u jetri (0,12 png/kg) u odnosu na E-1 grupu.

Kod brojlera E-V i E-VI grupe nisu detektovani ostaci AfBi1 u jetri i grudnoj muskulaturi.
Pretpostavlja se da je razlog to §to su obe ove grupe brojlera konzumirale niZe koli¢ine kontaminirane
hrane u odnosu na brojlere E-1 i E-11 grupe. AfMz nije detektovan u jetri ispitivanih brojlera. Nasi

rezultati su u saglasnosti sa radovima (Stefanovi¢ i sar 2023, Monson i sar., 2015, Alam i sar. 2020).
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Sa aspekta bezbednosti hrane za ljude ove informacije su nam veoma vazne, jer su ljudi
dvostruko izlozeni uticaju AfBi. Sa jedne strane on u lanac ishrane ljudi ulazi preko zrnastih hraniva
i namirnica poreklom od Zitarica a sa druge strane preko namirnica animalnog porekla. lako se radi
0 jedinjenjima u veoma niskim koncentracijama, poslednja klasifikacija (IARC, 2012), svrstala je sve
prirodno sintetisane aflatoksine ukljucujuci i AfMz1 u 1A grupu dokazanih karcinogena. Oni kod ljudi
1 zivotinja mogu da dovedu do pojave adenokarcinoma jetre. Zbog toga se s uz ostale karcinogene

kontaminente, svrstavaju u jedinjenja od interesa.

Toksicni efekti T-2 toksina, najceS¢e nastaju nakon peroralnog unosenja. U velikoj meri se
metaboliSe ve¢ u tankim crevima, te je bioloska raspolozivost nepromenjenog T-2 toksina

potencijalno veoma niska

Metabolicka biotransformacija toksina se odvija u velikom broju celija, od kojih su
najznacajniji hepatociti. Metabolizam T-2 toksina se odvija u dve faze. U prvoj fazi dolazi do
formiranja polarnih jedinjenja tokom reakcija saponifikacije, hidroksilacije i deepoksidacije, dok se
u drugoj fazi nastali metaboliti T-2 toksina konjuguju sa glukuronskom kiselinom.

Proces saponifikacije T-2 toksina se deSava pomocu enzima Kkarboksilesteraze, koja
deacetiliSe C4 ostatak T-2 toksina, pri ¢emu prevashodno nastaje HT-2 toksin. Ovaj metabolit se
razlaze dalje reakcijom hidroksilacije do T-2 triola, koji se zatim, u reakciji deepoksidacije, razlaze
do T-2 tetraola, pri ¢emu se gubi toksi¢nost primarnog jedinjenja. S aspekta prisustva rezidua u
namirnicama zivotinjskog porekla, trihoteceni, a narocito T-2 toksin, spadaju u manje znacajne
mikotoksine. Nakon unosa trihotecena ne dolazi do njihove bioakumulacije u telu zivotinje, odnosno,

dolazi do njihove potpune eliminacije za 48h od momenta unosenja primarnog jedinjenja.

Kod brojlera E-IlI, E-1V, E-V i E-VI, grupe nisu detektovani ostaci T-2 toksina, HT-2 toksina
T-2 triola i T-2 tetraola u ispitivanim tkivima. Razlog je jako brzo metabolisanje T-2 toksina, ve¢ za

24h od unoSenja u organizam. Nasi rezultati u saglasnosti su sa rezultatima (Stefanovi¢ 1 sar., 2023,

Yang i sar., 2020).

Kod brojlera E-V i E-VI grupe nisu detektovane rezidue AfB1 i njegovih metabolita u jetri i
grudnoj muskulaturi, ispitivanih brojlera. Razlog je najverovatnije smanjena konzumacija hrane.
Usled smanjene konzumacije, Zivotinje su unosile manju koli¢inu AfB1. Nasu rezultati u saglasnosti

su sa rezultatima Stefanovi¢ i sar, 2023.
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7.

1.

ZAKLJUCCI:

AfB1 dodavan u hranu brojlera u koncentraciji od 0,1 mg/kg tokom 42 dana ispoljio je
negativan uticaj na njihovu telesnu masu, prirast, konzumaciju hrane i koeficijent konverzije.

Primena preparata za detoksikaciju mikotoksina u hrani brojlera (0,2%), a u koju je dodavan
1 AfB1 u koncentraciji od 0,1 mg/kg, imala je za posledicu viSu telesnu masu tretiranih
brojlera za 12,5% i nizi KK za 4,55% u odnosu na brojlere koji su hranom dobijali samo
AfB1. Medutim, iako su kod ovih brojlera zabelezeni bolji proizvodni rezultati, koji se mogu
pripisati prisustvu detoksifikatora u hrani, do kraja ogleda svi negativni efekti AfB1 nisu
neutralisani.

Kod brojlera koji su tokom celog ogleda hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 detektovane su
histopatoloSke promene u duodenumu, jetri, srcu i Bursa fabricii. Iste histopatoloske promene
u organima detektovane su i kod brojlera koji su uz AfB1 hranom dobijali i detoksifikator,
medutim promene su dokazane kod manjeg broja ptica i intezitet promena je bio slabiji dok
su neke izostale.

Kod brojlera koji su hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 detektovane su njegove rezidue u jetri
i to u koncentraciji od 0,235 pg/kg. Kod brojlera, koji su uz 0,1 mg/kg AfB1 dobijali i 0,2%
detoksifikatora, detektovane su rezidue AfB1 u jetri u koncentraciji od 0,12 pg/kg Sto je za
51,06% nize u odnosu na brojlere koji hranom nisu dobijali detoksifikator. Rezidue AfB1 nisu
detektovane u grudnoj muskulaturi brojlera obe grupe. Takode, u jetri nisu detektovane
rezidue AfM1 (metabolita AfB1) kod brojlera obe grupe.

T-2 toksin dodavan u hranu brojlera u koncentraciji od 0,5 mg/kg tokom 42. dana ispoljio je
negativan uticaj na telesnu masu, prirast, konzumaciju i koeficijent konverzije.

Brojleri koji su hranom uz 0,5 mg/kg T-2 toksina dobijali i 0,2% preparata za detoksikaciju
imali su na kraju ogleda za 12,36 % vise telesne mase i 4,55% nizi koeficijent konverzije u
odnosu na brojlere koji su hranom dobijali samo T-2 toksin. lako su brojleri ove grupe imali
bolje proizvodne rezultate u odnosu na brojlere koji su dobijali hranom T-2 toksin, do kraja
ogleda nije doslo do potpunog neutralisanja negativnih efekata T-2 toksina na proizvodne
rezultate. To znaci da je ispitivani detoksifikator ostvario delimi¢no protektivno dejstvo u
odnosu na T-2 toksin.

Kod brojlera koji su tokom celog ogleda hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina detektovane
su histopatoloSke promene u duodenumu, jetri, srcu i Bursa fabricii. Kod brojlera koji su
tokom ogleda hranom dobijali 0,5 mg/kg T-2 toksina i 0,2% detoksifikatora, histopatoloske
promene su takode dokazane u svim organima. Medutim, kod brojlera ove grupe,
histopatoloske promene su zabelezene kod manjeg broja Zivotinja i bile su slabijeg intenziteta
dok su neke izostale. Mozemo zakljuciti da je detoksifikator ostvario delimi¢nu zastitu kod
ispitivanih Zivotinja.

Kod brojlera koji su hranom dobijali 0,5 mg T-2 toksina/kg hrane, kao i T-2 toksin i 0,2%
detoksifikatora mikotoksina u jetri i grudnoj muskulaturi nisu detektovane rezidue T-2 i HT-
2 toksina, kao i T-2 triola i T-2 tetraola. Razlog je najverovatnije intenzivna biotransformacija
T-2 toksina i brza eliminacija njegovih metabolita iz organizma nakon unosenja.

Kod brojlera koji su tokom ogleda hranom dobijali 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina
zabeleZen je negativan uticaj oba toksina na telesnu masu, prirast, konzumaciju i koeficijent
konverzije. Brojleri ove grupe imali su najnize telesne mase na kraju ogleda u odnosu na sve
druge ogledne grupe koje su dobijale toksine pojedinacno ili ovu kombinaciju toksina uz
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10.

1.

12.

dodatak detoksifikatora. Iz ovoga se moze zakljuciti da je u pitanju sinergisticki negativan
efekat dva mikotoksina. Tretirani brojleri konzumirali su za 11,66% i 11,82% manje hrane
tokom celog ogleda u odnosu na grupe brojlera koje su dobijale pojedinacne doze AfB1i T-
2 toksina.

Brojleri koji su hranom uz 0,1 mg/kg AfB1 i 0,5 mg/kg T-2 toksina dobijali i 0,2% preparata
za detoksikaciju mikotoksina imali su samo 2,88% vise prosec¢ne TM u odnosu na brojlere E-
V grupe (bez detoksifikatora). Mozemo zakljuciti da je usled negativnog sinergistickog
dejstva dva mikotoksina doslo do smanjene konzumacije hrane, §to je dovelo do znacajnog
pada proizvodnih rezultata. Istovremeno zbog unosenja manje kolicine toksina nije doslo do
potpune ekspresije Stetnih efekata oba mikotoksina.

Kod brojlera koji su tokom celog ogleda hranom dobijali 0,1 mg AfB1i 0,5 mg T-2 toksina/kg
hrane detektovane su histopatoloSke promene u duodenumu, jetri, srcu i Bursa fabricii.
Brojleri ove grupe imali su histopatoloske promene zastupljene kod najveceg broja zivotinja.
Kod brojlera grupe koji su tokom celog ogleda hranom dobijali 0,1 mg AfB1 i 0,5 mg/T-2
toksina i 0,2% preparata za detoksikaciju detektovane su takode iste histopatoloske promene
u svim organima. Medutim, kod brojlera ove grupe, histopatoloske promene promene su
zabeleZene kod manjeg broja ptica i bile su slabijeg intenziteta dok su neke potpuno izostale.
Mozemo smatrati da je detoksifikator mikotoksina ostvario delimi¢nu zastitu od istovremenog
Stetnog dejstva dva mikotoksina kod ispitivanih Zivotinja.

U jetri i grudnoj muskulaturi brojlera koji su hranom dobijali AfB1 i T-2 toksin, kao i
kombinaciju ova dva toksina i 0,2% detoksifikatora mikotoksina, nisu detektovane rezidue
AfB1, AfM1, T-2 i HT-2 toksina, kao i T-2 triola i T-2 tetraola. Razlog je najverovatnije
smanjena konzumacija hrane, a samim tim 1 manje unoSenje toksina.
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Prilog 1. Prosecne telesne mase brojlera po nedeljama ogleda u g, mere varijacije

Grupe n X + Sx Sd Cv Iv

1. dan ogleda

E-1 12 52,92 0,73 2,54 4,79 51,30-54,53
E-11 12 51,58 0,78 2,71 5,28 49,86-53,51
E-IIT 12 51,83 0,86 2,98 5,75 49,94-53,73
E-IV 12 51,58 0,68 2,35 4,56 50,09-53,08
E-V 12 51,58 0,78 2,71 5,26 49,86-53,31
E-VI 12 51,50 0,87 3,03 5,88 49,57-53,43
K 12 51,33 0,89 3,08 6,00 49,37-53,29
MS 12 51,33 0,69 2,38 4,65 49,82-52,85

7. dan ogleda
E-1 12 130,8 1,87 6,50 4,97 126,6-134,9

106



E-l1 12 172,2 2,75 9,53 5,54 166,1-178,2
E-111 12 130,7 1,75 6,06 4,64 126,8-134,5
E-1V 12 167,8 2,16 7,47 4,45 163,0-172,5
E-V 12 121,7 2,03 7,05 5,79 117,2-126,1
E-VI 12 128,0 1,85 6,42 5,02 123,9-132,1
K 12 173,9 2,37 8,21 4,72 168,7-179,1
MS 12 176,9 2,58 8,95 4,90 176,9-188,3
14. dan ogleda
E- 12 339,5 2,47 8,55 2,52 334,1-344,9
E-11 12 387.,8 2,22 7,68 1,98 382,9-392,6
E-II1 12 339,9 2,70 9,33 2,75 334,0-345,8
E-1V 12 386,7 2,23 7,75 2,00 381,7-391,6
E-V 12 316,9 1,61 5,58 1,76 313,4-320,5
E-VI 12 325,7 3,68 12,78 3,92 317,5-333,8
K 12 431,3 2,46 8,52 1,97 425,9-436,7

107



21. dan ogleda

E-I 12 627,8 2,93 10,17 1,62 621,4-634,3
E-l1 12 690,8 2,61 9,06 1,31 685,1-696,6
E-III 12 626,6 3,77 13,08 2,09 618,3-634,9
E-1V 12 688,4 2,71 9,40 1,37 682,4-694,4
E-V 12 589,8 4,35 15,09 2,56 580,2-599,3
E-VI 12 602,3 2,86 9,91 1,65 596,0-608,5
K 12 791,2 3,24 11,23 1,42 784,0-798,3
MS 12 831,44 2,50 8,69 1,05 825,9-836,9
28. dan ogleda
E-1 12 935,8 3,08 10,67 1,14 929,0-942,5
E-l1 12 1032 7,20 24,97 2,42 1016-1048
E-III 12 940,1 3,51 12,18 1,30 932,3-947,8
E-1V 12 1034 8,88 30,76 2,98 1014-1053
E-V 12 834,2 3,63 12,60 1,51 826,2-842,2
E-VI 12 869,3 3,34 11,59 1,33 862,0-876,7
K 12 1235 3,59 12,46 1,01 1227-1243
MS 12 1304 2,68 9,29 0,71 1298-1310
3S. dan ogleda
E-I 12 1326 7,53 26,08 1,97 1310-1343
E-11 12 1472 2,81 9,76 0,66 1466-1478
E-III 12 1326 8,96 31,05 2,34 1306-1346
E-IV 12 1472 3,57 12,38 0,84 1464-1480
E-V 12 1215 3,95 13,69 1,13 1207-1224
E-VI 12 1255 4,71 16,32 1,30 1245-1266
42. dan ogleda
E-I 12 1826 12,6 43,80 2,40 1799-1854
E-11 12 2055 10,2 35,54 1,73 2032-2077
E-II1 12 1828 13,3 46,12 2,52 1798-1857
E-1IV 12 2054 7,98 27,65 1,35 2036-2071
E-V 12 1692 1,91 6,62 0,39 1688-1696
E-VI 12 1742 4,91 17,02 0,98 1731-1752
K 12 2336 7,35 25,48 1,09 2320-2352
MS 12 2542 9.36 32.44 1.28 2521-2562

Prilog 2. Prosecni prirast brojlera po nedeljama ogleda u g, mere varijacije
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Grupe n X + Sx Sd Cv Iv

7. dan ogleda
E- 12 77,83 2,14 7,42 9,53 73,12-82,55
E-ll 12 120,6 3,41 11,84 9,82 113,1-128,1
E-111 12 78,83 1,85 6,43 8,16 74,74-82,92
E-1V 12 116,2 2,61 9,05 7,79 110,4-121,9
E-V 12 71,00 3,01 10,44 14,70 64,37-77,73
E-VI 12 76,50 1,66 5,77 7,55 72,83-80,17
K 12 122,6 2,38 8,27 6,75 117,3-127,8
MS 12 131,3 2,87 9,94 7,58 124,9-137,6

14. dan ogleda
E-I 12 208,8 1,33 4,61 2,21 205,8-211,7
E-11 12 215,6 2,84 9,86 4,58 209,3-221,9
E-II1 12 209,3 3,00 10,39 4,97 202,6-215,9
E-1V 12 2189 2,63 9,12 4,17 213,1-224,7
E-V 12 194,3 3,04 10,55 5,43 187,6-201,0
E-VI 12 197,7 4,34 15,06 7,62 188,1-207,2
K 12 2574 3,98 13,82 5,37 248,6-266,2
MS 12 275,8 4,30 14,91 4,41 266,4-285,3

21. dan ogleda
E-I 12 288,3 2,98 10,35 3,59 281,8-294,9
E-l 12 303,1 2,36 8,19 2,70 297,9-308,3
E-111 12 286,7 4,80 16,64 5,80 276,1-297,2
E-1V 12 301,8 4,08 14,16 4,69 292,8-310,7
E-V 12 272,8 4,79 16,60 6,08 262,3-283,4
E-VI 12 276,6 5,23 18,15 6,56 265,1-288,1
K 12 359.,8 3,86 13,37 3,72 351,3-368,3
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28. dan ogleda

E-I 12 305,4 4,00 13,87 4,54 296,6-314,2
E-l 12 341,1 6,58 22,80 6,68 326,6-355,6
E-11I 12 313,5 6,28 21,76 6,94 299,7-327,3
E-1V 12 345,1 10,01 34,67 10,05 323,1-367,1
E-V 12 244.4 5,63 19,52 7,99 232,0-256,8
E-VI 12 267,1 4,19 14,53 5,44 257,9-276,3
K 12 4438 4,69 16,25 3,66 433,4-454,1
MS 12 4723 3,75 12,99 2,75 464,0-480,5
3S. dan ogleda
E- 12 390,3 7,32 25,39 6,50 374,2-406,5
E-11 12 439,9 7,34 25,45 5,79 423,7-456,1
E-I11 12 385,9 11,20 38,81 10,06 361,3-410,6
E-1V 12 438,4 10,27 35,56 8,11 415,8-461,0
E-V 12 381,1 6,06 21,01 5,51 367,7-394,4
E-VI 12 386,0 4,70 16,29 4,22 375,6-396,4
K 12 572,8 9,83 34,08 5,95 551,1-594,4
MS 12 594,7 4,69 16,27 2,74 584,3-605,0
42. dan ogleda
E-I 12 500,3 15,22 52,72 10,54 466,8-533,8
E-l 12 583,1 11,00 38,12 6,54 558,9-607,3
E-III 12 501,7 14,68 50,85 10,14 469,4-534,0
E-1V 12 581,8 9,27 32,13 5,52 561,4-602,2
E-V 12 476,8 3,64 12,63 2,65 468,7-484,8
E-VI 12 486,2 8,51 29,50 6,07 467,4-504,9
K 12 528,6 12,45 43,14 8,16 501,2-556,0
MS 12 643,4 8,48 29,43 4,57 624,7-662,1

110



1-42. dan ogleda

E-1 12 147,6 0,99 3,43 2,32 143,3-153,7
E-11 12 167,0 0,85 2,97 1,77 161,2-170,3
E-111 12 148,0 1,12 3,88 2,62 143,3-154,3
E-IV 12 166,8 0,68 2,37 1,42 161,8-169,9
E-V 12 137,1 0,43 1,51 1,10 135,9-141,7
E-VI 12 140,9 0,42 1,48 1,05 137,2-143,5
K 12 190,4 0,61 2,12 1,11 186,5-192,5
MS 12 207,5 0,80 2,79 1,34 203,1-211,8

Prilog 3. StatistiCka procena razlika telesnih masa brojlera tokom ogleda

Izvori varijacija ~ Suma Kvadrata df. Srednji kvadrat F-vrednost

1. dan
Izmedu grupa 22,17 7 3,167 0,4224
Unutar grupa 659,7 88 7,496
ukupno 681,8 95

7. dan
Izmedu grupa 53570 7 7653 131,9 Fx
Unutar grupa 5105 88 58,02
ukupno 58680 95

14. dan
Izmedu grupa 224500 7 32070 403,6 Hokk
Unutar grupa 6992 88 79,45
ukupno 231500 95

21. dan
Izmedu grupa 662800 7 94680 778,7 ekl
Unutar grupa 10700 88 121,6
ukupno 673500 95

28. dan
Izmedu grupa 2372006 7 338797 1145 Hokk
Unutar grupa 26035 88 295,9
ukupno 2398006 95

35. dan
Izmedu grupa 5399006 7 771263 1822 el
Unutar grupa 37248 88 4233
ukupno 5436006 95

42. dan
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Izmedu grupa 7599006 7 1086006 1071 kel
Unutar grupa 89190 88 1014
ukupno 7689006 95
Prilog 4. Statisticka procena razlika TM brojlera tokom ogleda
grupe n E-VI E-V E-IV E-111 E-11 E-l K MR
1. dan
E-l 12 1,79 1,68 1,68 1,37 1,37 - 2,00 2,00
E-11 12 0,10 0,00 0,00 0,31 - - 0,31 0,31
E-111 12 0,42 0,31 0,31 - - - 0,63 0,63
E-1V 12 0,10 0,00 - - - - 0,31 0,31
E-V 12 0,10 - - - - - 0,31 0,31
E-VI 12 - - - - - - 0,21 0,21
K 12 - - - - - - - 0,00
MR 12 - - - - - - - -
7. dan
E-l 12 1,25 4,13 16,83*** 0,03 18.84%** - 19,63*** 23,57%%*
E-11 12 20,00%%% 2297+%%x 200  [887*** - - 0,79 4,73%
E-ll 12 121 4,093  16,87*** - - - 19,67%%% 23 61***
E-IV 12 18,08%**% 2006%** - - - - 2,80 6,74%%%
E-V 12 2,88 - - - - - 23,76%** 27,770%**
E-VI 12 - - - - - - 20,88#** 24,82%%*
K 12 - - - - - - - 3,94
MR 12 - - - - - - - -
14. dan
E-1 12 537%* 8, 77***  18,33%** 0,16 18,75%** - 35,69%** 46,21%**
E-11 12 24,13%** 27 53*** 0,42 18,59%** - - 16,94 %% 27,46%%*
E-111 12 5,53%* 8,93%**  ]8,17*** - - - 35,53%** 46,05%***
E-1V 12 23,71%*% 27, 11*** - - - - 17,36%*** 27,88%**
E-V 12 3,40 - - - - - 44, 47%** 54,99%**
E-VI 12 - - - - - - 41,06%** 51,59%**
K 12 - - - - - - - 10,53 %%
MR 12 - - - - - - - -
21.dan
E-l 12 8,03***  11,96*** 19,03*** 0,39 19,79%*** - 51,31%#%* 63,96%%*
E-11 12 27,83%** 3] 76%** 0,75 20,18%** - - 31,52%%* 44,16%**
E-111 12 7,64%%*  11,57***% 1942%** - - - 51,70%%* 64,35%%*
E-IV 12 27,07%%% 31,00%** - - - - 32,08% K% 44,90%k*
E-V 12 3,92 - - - - - 63,27%%* 75,92%%*
E-VI 12 - - - - - - 59,35%** 71,99%**
K 12 - - - - - - - 12,64%%*
MR 12 - - - - - - - -
28. dan
E-I 12 13,49%*%* 20,63%** 19 85%** (87 19,53%%x* - 60,75%**% 74 7]***
E-1I 12 33,01%%%  40,16%%* 032  [8,65%** - - 4100%%% 55 |Gk
E-IIl 12 1437%%% 2] 5]%*%* 8 97+** - - - 59,87%%% 73 Q3kkx
E-1V 12 33,34%*%*  40,48*** - - - - 40,90%** 54,86%**
E-V 12 7,14%** - - - - - 81,38#* 95,34%#**
E-VI 12 - - - - - - 74,24%%* 88,20 #*
K 12 - - - - - - - 13,06%+x
MR 12 - - - - - - - -
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35. dan

E-I 12 11,91%%*  [8,66%*% 24 55%** 0,01 24, 54%%% 81,09%**  96,35%**
E-11 12 36,45%*%* 43 20%** 0,01 24 55%** - 56,55%** 7] 81***
E-111 12 11,90%**  [8,65%%% 24 57%** - - 81,10%** 96 37***
E-1V 12 36,47*%%* 43 2p%%* - - - 56,53***  71,80%**
E-V 12 6,74%** - - - - 99,75%%*  115,0%**
E-VI 12 - - - - - 93,00%** 108,3%#*
K 12 - - - - - - 15,27%%%*
MR 12 - - - - - - -
42. dan
E-I 12 924%%%  [4,63%%% 24 74**x* 0,13 24,86%** 55,48*** 77 84**x*
E-11 12 34,10%** 33 40%%* 0,12 24, 73%%* - 30,61%** 52 97%*x*
E-111 12 9,37%** 14,76*** 24, 60%** - - 55,34%** 77 JQ***
E-1V 12 33,98%** 39 36%** - - - 30,74***  53,10***
E-V 12 5,38%* - - - - 70,10%** 92 46%**
E-VI 12 - - - - 64,72%%%  87,08%**
K 12 - - - - - 22,36%%*
MR 12 - - - - - -
Prilog 5. Statisticka procena razlika prirasta brojlera tokom ogleda
Izvorivarijacija ~ Suma Kvadrata d.f. Srednji kvadrat F-vrednost
7. dan
Izmedu grupa 54010 7 7716 98,26 ***
Unutar grupa 6910 88 78,52
ukupno 60920 95
14. dan
Izmedu grupa 70780 7 10110 76,22 ***
Unutar grupa 11670 88 132,7
ukupno 82450 95
21. dan
Izmedu grupa 120500 7 17210 85,20 ***
Unutar grupa 17780 88 202,0
ukupno 138300 95
28. dan
Izmedu grupa 535400 7 76480 179,3 ***
Unutar grupa 37530 88 426,5
ukupno 572900 95
35. dan
Izmedu grupa 632800 7 90390 116,7 ***
Unutar grupa 68160 88 774,5
ukupno 700900 95
42. dan
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Izmedu grupa 292000 7 41710 28,775 F**
Unutar grupa 127700 88 1451
ukupno 419700 95

1-42. dan
Izmedu grupa 52667 7 7524 7,88 ***
Unutar grupa 640 88 7,28
ukupno 53307 95
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Prilog 6. Statisticka procena razlika prirasta brojlera tokom ogleda

grupe n E-VI E-V E-1V E-111 E-11 K MR
7.dan

E-I 12 0,52 2,67 14,99%** 0,39 16,71%%* 17,49%** 20,88%**
E-11 12 17,23*%*%* 19 38*** 1,72 16,32%%* - 0,78 4,17
E-111 12 0,91 3,06 14,59%** - - 17,10%** 20,49%**
E-1V 12 1551%%*  17,66%** - - - 2,50 5,86%*
E-V 12 2,15 - - - - 20,17%** 23,55%**
E-VI 12 - - - - - 18,02%** 21,40%**
K 12 - - - - - - 3,38
MR 12 - - - - - - -

14. dan
E-I 12 3,33 4,33 3,05 0,15 2,05 14,64%** 20,18%**
E-ll 12 5,38** 6,39%%* 1.00 1,90 - 12,58%** 18, 12%**
E-111 12 3,48 4,48%* 2,90 - - 14,49%** 20,03%**
E-1V 12 6,39 7,39%** - - - 11,58%** 17,12%**
E-V 12 1,00 - - - - 18,97*** 24,51 %**
E-VI 12 - - - - - 17,97*** 23,51%**
K 12 - - - - - - 5,53%%*
MR 12 - - - - - - -

21. dan
E-I 12 2,86 3,77 3,27 0,40 3,59 17,43%*%* 20,64%***
E-11 12 6,45%** 7 37%%* 0,32 4,00 - 13,83 %** 17,04%**
E-111 12 2,45 3,37 3,67 - - 17,83%** 21,04%**
E-IV 12 6,13** 7,04%*% - - - 14,16%** 17,37%**
E-V 12 0,91 - - - - 21,20%** 24,41%%%*
E-VI 12 - - - - - 20,29%** 23,50%**
K 12 - - - - - - 3,20
MR 12 - - - - - - -

28. dan
E-I 12 6,43%**  10,23%**  6,65%** 1,35 5,98%* 23,20%** 27,98%**
E-11 12 12,41%%*  16,21%** 0,67 4,62* - 17,22%*%* 22,00%**
E-111 12 7,78*%*%  11,59%%*  520%=* - - 21,85%** 26,63%**
E-IV 12 13,08*** 16,89%** - - - 16,55%** 21,33%**
E-V 12 3,80 - - - - 33,43%** 38,22%**
E-VI 12 - - - - - 29,63 *** 34,41 %**
K 12 - - - - - - 4,78*
MR 12 - - - - - - -

35. dan
E-I 12 0,53 1,15 5,98%* 0,54 6,17%** 22,71%%* D5 A3¥**
E-11 12 6,71%** 7,32%%* 0,18 6,72%** - 16,53%** 19,26%**
E-111 12 0,01 0,60 6,53%** - - 23,26%** 25 98***
E-1V 12 6,52%** 7,13%%* - - - 16,72%** 19,45%**
E-V 12 0,61 - - - - 23,86%**  26,59%**
E-VI 12 - - - - - 23,25%%* D5 Q7¥**
K 12 - - - - - - 2,72
MR 12 - - - - - - -

42. dan
E-I 12 1,28 2,14 7,41%%* 0,12 7,52%%% 2,59 13,08%***
E-11 12 8,81 *** 9,67*** 0,11 7,40%** - 4.95% 5,48%*
E-111 12 1,41 2,26 7,29%** - - 2,55 12,89%**
E-1V 12 8,70%** 9,55%%* - - - 4,84* 5,60%**
E-V 12 0,85 - - - - 4,71%* 15,16%**
E-VI 12 - - - - - 3,85 14,30%**
K 12 - - - - - - 10,44 %**
MR 12 - - - - - - -
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1-42.

dan

E-l 12
E-11 12
E-111 12
E-1V 12
E-V 12
E-VI 12
K 12
MR 12

8.625%**
33.52%%*
9.13%%*
33.36%**
4.80%*

13.42%*% 24 74%**

28.32%x* 0.154

0.51

24.89%%% -

24 39%%*

13.93%*% 24 D3***

38.16%** -

55.05%**
30.16%**
54.54%**
30.31%**
68.42%%*
63.67%**

76.99%**
52.10%**
76.49%**
52.25%%*
90.42%**
85.62%#*
21.94%**

Prilog 7. Statisticka procena razlika prisustva rezidua AfB1 u ng/kg) u jetri brojlera

Grupe n X + Sx Sd Cv Iv
E-1 6 0,2352 0,0033 0,0082 3,50 0,2216-0,2487
E-11 6 0,1228 0,0016 0,0040 3,31 0,1161-0,1295

Prilog 8. Statisticka procena razlika prisustva rezidua AfB1 u ng/kg) u jetri brojlera

Izvori varijacija ~ Suma Kvadrata d.f. Srednji kvadrat F-vrednost
42. dan

Izmedu grupa 2,734 2 1,367 48630***

Unutar grupa 0,0004 15 0,000028

ukupno 2,734 17

Prilog 9. Statisticka procena razlika prisustva rezidua AfB1 u ng/kg) u jetri brojlera

Grupe n  E-ll K E-I
E-I 12 51,90%** 353,33%**
E-ll 12 - 405,2%** -
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Ipuuor 1.

H3jasa o ayTopcTBY

[Tornucanu apko Credanosuh

Opoj ymuca 2014/5016

HN3jaBibyjem
71a je JOKTOPCKa JucepTalija mo1 HacI0BOM

HcnutuBame eprkacCHOCTH BUIIIEKOMIIOHEHTHOT TIpemapara 3a IeTOKCUKAIN]y Y IPEBEHUPAbY
mTeTHUX edekara admarokcuna bl u T-2 TokcuHa nogaTux y xpany Opojiepa

® DPE3yJTaT COIICTBCHOI UCTPAKHUBAYKOI' pajia,

e J1a MpeJyIoKeHa JucepTalyja y MeJMHA HU Y JACJIOBUMA HHje OWia MpeyiokKeHa 3a 100ujame
OWII0 KOje JUIIIOME MpeMa CTYAH]CKUM MporpaMuMa JIpYTruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® Ja Cy pE€3yJTaTu KOPEKTHO HABEACHHU U

e J1a HHCAM KpUIMO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO UHTENEKTyaJIHy CBOJUHY JIPYTHX JIHIIA.

IMornuc foxkTOpanaa

V¥ Beorpany, 03.12.2024.




pwuJor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

Nwme u npesume ayropa dapko CredanoBuh
bpoj ynuca 2014/5016
Cryaujcku nmporpaMm JIOKTOpCKE akageMCKe CTyIu]e

Hacnos pana McniutuBame e(hrkacHOCTH BUIIEKOMIIOHEHTHOT Tperapara 3a AeTOKCHKAIH]y Y
NpeBeHUpamy MTeTHUX edekaTa adarokcuna b1 u T-2 TokcuHa gogatux y xpany 0pojiepa

Mentop [p Jenena HenermmkoBuh Tpaunosuh, mentop 1, penoBuu npodecop

Hp Mupjana MunosHoBuh, MeHTOp 2, BaHpeiHU npodecop

[Tornucanu lapko Credanosuh

u3jaBJbyjeM Ja je LITaMIaHa Bep3Hja MOT' JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA E€JIEKTPOHCKO] BEp3UjU KOJy
caM Tpejnao/na 3a o0jaBJbUBamke Ha MOpTady /IMrHTAJHOr peno3uTOpHjymMa YHHBeEpP3UTeTa y
beorpany.

Jlo3BoJbaBaM J1a ce 0OjaBe MOjHU JIMYHU TOJAIM BE3aHM 3a JOOHjambe aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy MMe U Mpe3uMe, TOAMHA U MeCTO polera u 1atyMm ogdpaHe paja.

OBM JIMYHM TOJALM MOTY ce O0jaBUTH HAa MPEXKHUM CTpaHHIlaMa IWTUTagHe OubIuoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOnukanujama Y HuBep3ureta y beorpany.

IMoTrnuc noxkTOpanga

V¥ Beorpany, 03.12.2024.




MpwuJor 3.

H3jaBa o kopumhewy

Ognanthyjem YHuBep3urercky Oubmuorexy ,,Cetozap MapkoBuh* qa y JIurutansu peno3suTopujym
VuuBepsurera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY ANCEPTAL]y IO/ HACTIOBOM:

HcnutnBame epUKacCHOCTH BUIIICKOMIIOHEHTHOT TIperapara 3a JeTOKCHKAIN]y y PEBEHUPABY
mreTHuX edekara aduarokcuHa b1 u T-2 TokcuHa nogaTux y xpany opojiepa

KOja je MOje ayTOPCKO JIEJI0.

Jluceprauujy ca CBUM MPWIO3UMa Ipeaao/ia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOroJHOM 3a TPajHO
apXuBHpambe.

Mojy TOKTOpCKY AncepTanujy moxpameny y JAururanau peno3utopujym YHuBepsutera y beorpany
MOTY Jla KOPUCTE CBHU KOjH IOILITY]y oApende caapxaHe y onabpaHoM Tuiy juneHue KpeatusHe
3ajennuie (Creative Commons) 3a kojy caM ce 0JuTy4uo/na.

1. AytopctBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPILIUjAIHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — O€3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjaJTHO — ACTUTHU O] UCTUM yCIIOBHMA
5. AyrtopctBo — 0e3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — JENUTHU MO UCTUM yCIIOBUMA

(MonuMo n1a 3a0KpYy’KHTE CaMO JeIHY O] MIECT MOHYHEeHUX JINIICHIIN, KpaTaK OMHUC JUIICHIIN AaT je
Ha noJiehuHu JHcTa).

IMoTnuc noKkTOpanga

V¥ beorpany, 03.12.2024.

1. AytopctBo - [l03BOJbaBaTEe YMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U jABHO CAOMIITABaKE Jeiia, U IPepae,
aKo ce HaBeJle UME ayTopa Ha HauuH ojpeleH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHIICHIIE, YaK U Y
koMeprujanHe cBpxe. OBo je HajciI000JHI]a O] CBUX JIMIICHIIH.



2. AyTopcTBO — HEKOMepIHjamHo. /[03BosbaBaTe yMHOKABAE, JUCTPUOYITN]Y U JABHO CAOIIIITABAHE
7ena, W Tmpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha Ha4yMH ofpel)eH oIl CTpaHe ayTopa WM JaBaola
munenne. OBa JIMIEHIIa He I03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yroTpely aena.

3. AyTopcTBO - HEKOMEPITHjaTHO — Oe3 Tipepajie. J[03BospaBaTe yMHOKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U JaBHO
caormIiTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, MpeodINKoBamka WIH YIIOTpeOe Jea y CBOM eIy, aKo Ce HaBeze
MMe ayTopa Ha HauuH oJjpel)eH 01 cTpaHe ayTopa WK JaBaonia jJuieHie. OBa JIUIeHIIa He J03B0JbaBa
KoMepIyjasiHy ynorpeOy jena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JIMICHIIe, OBOM JIUIICHIIOM CE OrpaHHYaBa
HajBehu oOuM mpasa kopumthema Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLHJATHO — JEITUTH TOJ MCTUM yclioBuMa. J[03BosbaBaTe YMHOXKaBame,
IUCTpUOYLIM]Y U JaBHO CAOIIITaBamkE Jelia, U Ipepajie, ako ce HaBe/e MMe ayTopa Ha HauuH oJipehen
O]l CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JTUICHIIE U aKO ce Mpepaga AUCTPUOyUpa MoJ UCTOM WU CIIMYHOM
munennioM. OBa IUIEHIIa HEe T03BOJbaBa KOMEPIMjalHy yIoTpeOy Jena u mpepaja.

5. AyropctBo — 6e3 mpepaze. [l03BosbaBaTe YMHOXKABakhE, TUCTPUOYIM]Y U JaBHO CAOIIIITABAE
nena, 6e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK yIIoTpeOde Jiesa y CBOM JIeiy, aKO CE HaBe/Ie MMe ayTopa Ha
HauuH ojapeheH oj cTpaHe ayTopa win qaBaoia juieHie. OBa JIMIEHIIA 03B0JbaBa KOMEPIIU]jaIHY
ynotpeOy aena.

6. AyTOpCTBO - JIEIUTH O]l UCTUM YCJIOBUMA. J[03BOJpaBaTE YMHOXKABabe, TUCTPUOYIIH]Y U JaBHO
caominTaBame Jelia, ¥ pepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha Ha4uH oJpel)eH o CTpaHe ayTopa WiH
JlaBaolla JIUIEHIIE U aKo ce Mpepajia TUCTPpUOyrpa Mol UCTOM WK CIIMYHOM JTuIeHIIoM. OBa JInIeHa
J103BOJbaBa KOMEPIIMjaaHy yroTpeOy nena u npepaaa. Cauvna je cohTBEpCKUM JTUIIEHIIaMa, OJTHOCHO
TUIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



