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ORIGINALNI RAD - ORIGINAL PAPER

UDK 636.2:616.98(497.11)

UTVRDIVANJE PRISUSTVA I STATUSA INFEKCIJE
UZROKOVANE VIRUSOM GOVEDE DIJAREJE U ZAPATIMA
GOVEDA U CENTRALNOJ SRBIJI — MOGUCNOSTI ZA

KONTROLU"

ESTABLISHING PRESENCE AND STATUS OF INFECTION WITH

BOVINE DIARRHOEA VIRUS IN CATTLE HERDS IN
CENTRAL SERBIA - POSSIBILITIES FOR CONTROL

V. Kuréubi¢, Z. 1lié, R. Dokovié, S. Jevti¢, T. Petrovié™”

*

Cilj naSeg ispitivanja je bio da utvrdimo prisustvo i status infekcije
uzrokovane virusom govede dijareje (BVD) i identifikujemo perzisten-
tno inficirana (Pl) goveda u 4 stada (ogledne grupe): 2 sa tovnim juna-
dima (10 13 Zivotinja) i 2 sa mle&nim grlima sa podmlatkom starijim od
4 meseca (23 i 16 Zivotinja). Dve serije uzoraka krvi su uzorkovane u in-
tervalu od 4 nedelje (parni uzorci) od svih Zivotinja, iz svake od ogled-
nih grupa. Odvojeni krvni serumi iz obe grupe uzoraka ispitani su indi-
rektnom ELISA metodom (HerdChek* BVDV Ab test kit). Dobijeni rezul-
tati u nasem ispitivanju ukazuju na prisustvo infekcije uzrokovane viru-
som BVD kod oglednih Zivotinja. Uzorci krvnih seruma uzetih prvog
dana ispitivanja bili su seropozitivni kod 7 oglednih Zivotinja prve
grupe, kod svih (n=13) oglednih Zivotinja druge grupe, seropozitivni
kod jedne i sumnjivi kod 2 Zivotinje iz tre¢e ogledne grupe i sero-
pozitivni kod jedne i sumnjivi kod 3 ogledne Zivotinje iz Cetvrte grupe.
Uzorci krvnih seruma uzorkovani 28. dana ispitivanja bili su seropozi-
tivni kod jedne, trinaest, dve i tri ogledne Zivotinje u prvoj, drugoj, tre¢oj
i Getvrtoj oglednoj grupi.

Uzorci seruma grla (n=29) koja su bila utvrdena kao seronega-
tivna u oba ispitivanja (1. i 28. dana) ispitani su na moguce prisustvo an-
tigena BVD virusa ELISA metodom (HerdChek* BVDV Ag/Serum Plus)

Rad primljen za Stampu 26. 01. 2010. godine

** Dr Vladimir S Kuréubié, docent, Agronomski fakultet, Cadak, Univerzitet u Kragujeveu, R Sr-
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med. vet. Slobodan Jevti¢, vanredni profesor Agronomski fakultet, Cacak, Univerzitet u Kra-
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u cilju ispitivanja prisustva Pl Zivotinja. Kod ispitivanih grla nije utvrdeno

prisustvo antigena virusa BVD. Na osnovu rezultata ispitivanja i literatur-
nih podataka, vlasnicima Zivotinja su preporu¢ene mere kontrole BVDV

infekcije.

Klju¢ne reci: BVDV, ELISA, seroprevalenca, Pl Zivotinje

Uvod / Introduction

Infekcije virusom govede virusne dijareje (BVDV) su endemske u
vecini zemalja koje se bave govedarstvom Sirom sveta, uzrokujuéi znacajne
ekonomske gubitke u govedarskoj industriji (Houe i sar., 1993). Na osnovu anti-
genskih i genetskih svojstava, razlikujemo dve vrste virusa uzro¢nika — BVDV-1 i
BVDV-2. Njihova prevalenca varira Sirom sveta: BVDV-2 predstavlja oko 50% izo-
lata u Severnoj Americi, dok je BVDV-1 dominantan u Evropi, sa preko 90% (Rid-
path, 2005; Vilcek i sar., 2005). Znatno skorije, BVDV-1 i BVDV-2 genotipovi su
dalje podeljeni u podtipove i to BVDV-1 genotip u 11 podtipova od BVDV-1a do
BVDV-1k (Vilcek i sar., 2001), a BVDV-2 genotip u dva podtipa BVDV-2a i BVDV-2b
(Flores i sar., 2002; Ridpath i sar., 2000). Pored podele po genotipovima, postoje
biotipovi — fenotipovi virusa i to citopatogeni (CP) i necitopatogeni (NCP), zas-
novani na prisustvu ili odsustvu vidljivog citopatogenog efekta (CPE) tokom njiho-
vog umnozavanija u éelijskim kulturama (Baker, 1995).

Najznacajniji izvor infekcije su perzistentno inficirana i bolesna go-
veda, a mogu biti i druge prijemcive vrste. Osnovni faktori rizika za Sirenje BVDV
infekcije su prodaja i drugo kretanje Zivotinja izmedu zapata, a osim toga i atenui-
rane (zive) vakcine, seme i embrioni. Preveniranje unosenja inficiranog semena
se postize redovnim seroloskim pregledom seronegativnih bikova i/ili testiranjem
semena svih seropozitivnih bikova (Lindberg i Alenius, 1999). Propisima za centre
za vestacko osemenjavanje u EU uvedena je stroga kontrola bikova u odnosu na
infekciju virusom BVD (Bitsch i Ronsholt, 1995). Embrioni predstavljaju opasnost
ukoliko nisu pravilno isprani a donor je ili Pl ili akutno inficirana Zivotinja. Atenui-
rane vakcine, takode, predstavljaju stalnu opasnost usled ¢este kontaminacije sa
BVD virusima oba genotipa (Lindberg i Alenius, 1999).

Infekcija virusom BVD se karakteriSe Sirokim spektrom klini¢kih mani-
festacija ukljuCujuéi: supklini¢ku infekciju, prolaznu groznicu, govedu virusnu di-
jareju, leukopeniju i imunosupresiju, respiratorne poremecaje, pad mle¢nosti,
izostanak i smanjenu koncepciju plotkinja, probleme upornog povadanja, rani
embrionalni mortalitet, dugi servis periodi, radanja mrtvih teladi sa kongenitalnim
malformacijama, abortuse i mumifikacije, imunotoleranciju i perzistentnu infek-
ciju, kao i akutnu i hroni¢nu bolest sluznica.

U zavisnosti od vremena infekcije, moze do¢i do zna¢ajnog smanjenja
u nivou koncepcije, porasta broja abortusa, malformacija, rodenja mrtvorodenih
ili perzistentno inficirane (PI) teladi (Done i sar., 1980; Mc Clurkin i sar., 1984; Roe-
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der i sar.,1986). Pl telad se rada imunotolerantna na perzistirajuci virus, koji se u
njihovim organima i tkivima stalno umnozava. Takve zZivotinje dozivotno Sire virus,
i njihovo otkrivanje igra kljuénu ulogu u svakom programu kontrole ili eradikacije
infekcije virusom BVDV. Mnoge P! Zivotinje uginu od bolesti sluzokoZza (MD) ili bi-
vaju izlu€ene iz zapata usled drugih komplikacija. Medutim, jedan broj ovih Zivot-
inja moze preziveti dugo godina (Houe, 1993; Roeder i Drew, 1984).

Najvece Stete koje infekcija virusom BVDV nanosi govedarstvu su di-
rekine posledice transplacentarne infekcije, kao rezultat fetalnih uginuéa, kon-
genitalnih malformacija, neonatalnog i postnatalnog mortaliteta ukljucujuéi i bo-
lest sluzokozZe, slab rast i performanse prezivelih Zivotinja (Roeder i Harkness,
1986). Ekonomski gubici prouzrokovani infekcijom virusom BVDV mogu se ispo-
ljavati u zapatu goveda i nekoliko godina nakon infekcije.

Program kontrole i eradikacije infekcije virusom BVDV prvo su u
periodu 1993 — 1994. godine primenile skandinavske zemlje — Danska, Finska,
Norveska i Svedska, i bio je isklju¢ivo zasnovan na utvrdivanju i uklanjanju Pl Ziv-
otinja iz zapata (Waage i sar., 1994). Druge skandinavske zemlje su sledile primer
NorveSke. Program se bazirao na: 1) identifikaciji slobodnih zapata, 2) preveni-
ranju infekcije u ovim zapatima i 3) redukciji broja inficiranih zapata. Redukcija
broja inficiranih zapata se postizala utvrdivanjem i otklanjanjem PI jedinki iz za-
pata, kao i spreCavanjem moguénosti pojave akutne infekcije (Oirschot i sar.,
1999; Bitsch i Ronsholt, 1995).

Bitsch i Ronsholt (1995) smatraju da odstranjivanje Pl Zivotinja moze
rezultirati eradikacijom infekcije virusom BVD. Nakon eradikacije, zapati se mogu
smatrati slobodnim od infekcije ukoliko se ispitivanjem 3 teleta starija od 8 meseci
ne utvrdi prisustvo specificnih antitela i virusa u uzorku krvi, a ispitivanje se spro-
vodi 12 ili viSe meseci nakon otklanjanja PI jedinki.

Greiser-Wilke (2003) smatra da je u oblastima sa velikom gustinom
goveda sa visokom prevalencom, cilj programa kontrole da se ekonomski gubici
svedu na najmanju mogucu meru. To se, kako smatra Greiser-Wilke, moZe postici
kroz smanjenje pojave PI Zivotinja i cirkulacije virusa u populaciji goveda (Ne-
macki model). Ukoliko bi sve Zivotinje u stadu starosti do 36 meseci bile negativne
na prisustvo antigena virusa BVD, stado bi se bez sumnje deklarisalo kao nega-
tivno na infekciju virusom BVD.

U programu kontrole i eradikacije infekcije virusom BVDV u ltaliji se
koristila moguénost upotrebe vakcinacije. Ferrari i sar. (1999) u zapatima sa vi-
sokom seroprevalencom preporu€uju vakcinaciju seronegativnih zZivotinja pre
koncepcije. Pri tome, osnovni zahtev je bio poznavanje statusa infekcije virusom
BVDV u zapatu pre upotrebe vakcine, a radi utvrdivanja adekvatnog programa
vakcinacije. Istovremeno su upotrebljavane i mnoge druge profilaktiéne mere kao
§to su "sve unutra — sve napolje", Cesta i detaljna dezinfekcija, koriS¢enje karantina
i izolacija.

Prisustvo infekcije virusom BVDV na podrucju Srbije je do sada pot-
vrdeno od strane vec¢eg broja autora (Kuréubi¢, 1993; Petrovi¢, 2002; Petrovic i
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sar., 2002; Molnar i sar., 2003; Petrovi¢ i sar., 2004; MiloSevi¢ i sar., 2004; Petrovi¢ i
sar., 2004/a; Petrovi¢, 2006). Cilj naSeg rada je bio utvrditi prisustvo, prevalencu i
trenutni status infekcije virusom BVDV u manjim zapatima mle€nih i tovnih goveda
na podrucju centralne Srbije, a na osnovu dobijenih nalaza, utvrditi mogucnost i
predloziti konkretne mere kontrole i eradikacije ove virusne infekcije u tim za-
patima.

Materijal i metode rada / Material and methods

Ogledne Zivotinje

Ispitivanje seroloskog statusa oglednih goveda i pokusaj utvrdivanja
Pl grla sprovedeno je na dve mini-farme tovne junadi. Oglednu grupu | je sacin-
javalo 10 tovnih junadi Zenskog pola, simentalske rase. Oglednu grupu Il je €inilo
13 tovnih junadi Zenskog pola, simentalske rase.

Za navedena ispitivanja odabrane su i dve mini-farme mle¢nih gove-
da, koje su, kao i farme tovne junadi, locirane na teritoriji opstine Cadak. Il
ogledna grupa je sacinjena od 23 mlec¢na grla, od ¢ega je 18 odraslih i 5 mladih
grla (sav podmladak sa mini farme stariji od 4 meseca). Sva grla su bila Zenskog
pola, izuzev 2 grla (RS 7183171860 i RS 7113314711), koja pripadaju podmlatku
starijem od 4 meseca. Skoro sva grla su simentalske rase, izuzev grla CS
7132191084, koje je holstajn-frizijske rase (HF, CRN-B), i jednog meleza holstajn-
frizijske rase sa simentalcem (CS 7131763710, ML, C-B). Oglednu grupu IV je
¢inilo 16 mle¢nih grla Zenskog pola, simentalske rase (13 odraslih grla i 3 grla
podmladka za remont stada). Starost (datum rodenja) svakog od ispitivanih
goveda, iz sve Cetiri ogledne grupe, navedena je u tabelama 1 - 4, uz CS/RS iden-
tifikacioni broj.

Anamnesti¢ki podaci o zdravstvenom stanju oglednih grla (iz sve 4
ogledne grupe) nisu ukazivali na klinicki manifestnu govedu virusnu dijareju
(BVD). Vlasnici svih gore navedenih farmi su ¢lanovi Udruzenja odgajivaca go-
veda "Gradina" Cadak.

Uzorkovanje materijala

Uzorci krvi su od svih ispitivanih goveda (n = 62) uzetiiz repne vene (v.
coccygica) uz pomoé vacutainera (TERUMO® Venoject). Radi &to tadnijeg
utvrdivanja statusa zivotinja i pojedinacnih zapata, oglednih grupa, u odnosu na
infekciju virusom BVD, krv je uzorkovana prvog i 28. dana ogleda (parni uzorci
krvnih seruma). Nakon spontane koagulacije na sobnoj temperaturi, dobijeni
krvni serumi su ocedeni, centrifugovani na 3.000 obrtaja/minuti i pipetama
prenos$eni u sterilne bocice, a zatim ¢uvani na temperaturi od - 20°C do ispitivanja.

Metode ispitivanja

Za utvrdivanje prisustva specifi¢nih antitela protiv virusa BVD, kao i za
dokazivanje prisustva antigena virusa BVD u krvnom serumu ispitanih Zivotinja
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koris¢en je ELISA test, Ciji su rezultati oCitavani na ELISA ¢itaCu, model KINETIC-
QCL, proizvodac¢ BIO-WHITTAKER, Austria.

Indirektni Elisa test

Za ispitivanje krvnih seruma eksperimentalnih goveda, radi utvrdi-
vanja prisustva specifi¢nih antitela protiv virusa BVD, kori§¢en je komercijalni indi-
rektni ELISA test "Antibody Test Kit HerdChek*BVDV Ab", proizvodacke kuce
IDEXX Laboratories Inc., prema uputstvima proizvodaca, a u skladu sa OIE Man-
ual, poglavlje 2.4.8, 2008.

Elisa test za dokazivanje antigena virusa BVD

Za ispitivanje krvnih seruma eksperimentalnih goveda (krava), radi
utvrdivanja prisustva antigena virusa BVD, primenjena je imunoloSka proba
(ELISA), komercijalni test Herd Chek* BVDV Ag/Serum Plus) proizvodacke kuce
IDEXX Laboratories Inc., prema uputstvima proizvodaca, a u skladu sa OIE Man-
ual, poglavlje 2.4.8, 2008.

Rezultati / Results

Rezultati naseg rada prikazani su tabelarno (tabele 1-5), sa prate¢im
komentarima, koji se nalaze ispod tabela.

Tabela 1. Ispitivanje prisustva antitela na virus BVD, | ogledna grupa: tovna junad /
Table 1. Examination of presence of antibodies to BVD virus, experimental group I: fattening heifers

ELISA S/P ELISA +/-
CS/RS Datum 1. dan 28. dan 1. dan 28. dan

Br/ No broj / number Droden]a‘/ ispitivanja / | ispitivanja / | ispitivanja /| ispitivanja /

ate of birth | Ist day of | 28th day of | Ist day of | 28th day of

examinations | examinations | examinations| examinations
1. RS 7183171501 08.12.2008. 1,413 1,290 + +
2. RS 7183200508 23.12.2008. 0,227 0,346 - S
3. RS 7163167920 25.12.2008. 0,259 0,372 - S
4. RS 7153167925 30.12.2008. 0,685 0,705 + +
5. RS 7153167671 30.01.2009. 0,287 0,649 - +
6. RS 7173167571 18.04.2009. 0,460 0,535 + +
7. RS 7163080347 31.12.2008. 0,683 0,488 + +
8. RS 7183190854 30.03.2009. 0,599 0,627 + +
9. RS 7163401310 01.06.2009. 0,681 0,564 + +
10. RS 7183401309 01.06.2009. 1,108 1,015 + +

* Srednja vrednost pozitivne kontrole 1. dana (POS) 0,908, negativne (NEG) 0,237, razlika 0,672 /
* Mean value of positive control on the Ist day (POS) 0.908, negative (NEG) 0.237, difference 0.672

* Srednja vrednost pozitivne kontrole 28. dana (POS) 0,781, negativne (NEG) 0,224, razlika 0,558 /
* Mean value of positive control on the 28th day (POS) 0.781, negative (NEG) 0.224, difference 0.558
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U oglednoj grupi | utvrdili smo prvog dana ispitivanja 7 seropozitivnih i
3 seronegativna grla (RS 7183200508, RS 7163167920 i RS 7153167671). Ispiti-
vanjem parnih uzoraka seruma 28 dana nakon pocetka ispitivanja ustanovili smo
8 seropozitivnih i 2 sumnjiva grla (na prisustvo antitela sumnjive zivotinje RS
7183200508 i RS 7163167920). U odnosu na prvi dan ispitivanja, 28. dana ispiti-
vanja serokonvertovalo je tovno june broj RS 7153167671. Oba grla sumnijiva 28.
dana ispitivanja bila su seronegativna prvog dana ispitivanja. Dakle, prvog dana
ispitivanja bilo je 7 seropozitivnih oglednih grla (70%), a 28. dana ispitivanja smo
utvrdili 8 seropozitivnih grla (80%).

Tabela 2. Ispitivanje prisustva antitela na virus BVD, |l ogledna grupa: tovna junad /
Table 2. Examination of presence of antibodies to BVD virus, experimental group II: fattening heifers

ELISA S/P ELISA +/-

Br/ No brojC/S j]?u?lber rg;;ﬁjr;/ isp1it.i\(/j:nr|?a/ issi?i.vgﬁjna/ isp}fi\?:nr}a/ issi?i.vgﬁ?a/

Date of birth | 7 day of | 28th day of | 1Ist day of | 28th day of

examinations | examinations | examinations | examinations
1. RS 7182682193 | 05.05.2008. 1,565 1,425 + +
2. RS 7132682360 | 10.09.2008. 1,327 1,185 + +
3. RS 7102924718 20.09.2008. 1,076 1,013 + +
4. RS 7122924717 | 01.10.2008. 0,553 0,418 + +
5. RS 7113171528 31.10.2008. 1,237 1,102 + +
6. RS 7113083796 | 05.11.2008. 1,487 1,239 + +
7. RS 7142764553 07.11.2008. 1,404 1,244 + +
8. RS 7173080295 | 08.11.2008. 1,510 1,422 + +
9. RS 7183080233 19.11.2008. 1,244 1,027 + +
10. RS 7143171517 | 23.11.2008. 1,311 1,247 + +
11. RS 7163171502 14.12.2008. 1,426 1,162 + +
12. RS 7163169146 | 20.02.2009. 1,307 1,157 + +
13. RS 7153191398 | 09.03.2009. 1,126 0,916 + +

* Srednja vrednost pozitivne kontrole 1. dana (POS) 0,908, negativne (NEG) 0,237, razlika 0,672 /

* Mean value of positive control on the Ist day (POS) 0.908, negative (NEG) 0.237, difference 0.672
* Srednja vrednost pozitivne kontrole 28. dana (POS) 0,781, negativne (NEG) 0,224, razlika 0,558 /
* Mean value of positive control on the 28th day (POS) 0.781, negative (NEG) 0.224, difference 0.558

U oglednoj grupi lll koju ¢ine 23 goveda (18 krava i junica i 5 grla
podmlatka — 3 Zenskog i 2 muskog pola), prvog dana ispitivanja smo utvrdili jednu
seropozitivnu zivotinju (4,35% — CS 7182191072) i dve sumnijive (8,69% — brojevi
CS 7102021093 i CS 7132039505). Kada je ispitivanje ponovljeno na uzorcima
uzetim 28. dana, utvrdena su 2 seropozitivna grla (broj CS 7182191072 i CS
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7112191056 - 8,69%), jedno sumnijivo grlo (4,35% — CS 7131763710), koje je bilo
seronegativno prvog dana ispitivanja. Muzna grla koja su bila sumnjiva, pot-
vrdena su kao seronegativna. U oglednoj grupi lll jedna Zivotinja (CS
7112191056) je serokonvertovala (tabela 3).

Tabela 3. Ispitivanje prisustva antitela na virus BVD, Il ogledna grupa: mle¢na grla sa
podmliatkom /|
Table 3. Examination of presence of antibodies to BVD virus, experimental group III: dairy cows with offspring

ELISA S/P ELISA +/-
Datum

Br/ No brojc/s,ﬁ;be, rodenja / isp1it.i\(/j;nr|?a/ isSi?i.vgﬁ?a/ isp1it‘i\?:nrj!a/ issi?i.vgﬁjna/

Date of birth |~ ¢ day of | 28th day of | Ist day of | 28th day of

examinations | examinations | examinations | examinations
1. CS 7132196487 01.01.2000. 0,205 0,218 - -
2. CS 7192191076 16.08.2001. 0,355 0,227 - -
3. CS 7152191083 16.11.2001. 0,244 0,210 - -
4. CS 7132191084 06.07.2002. 0,311 0,205 - -
5. CS 7172191077 24.09.2002. 0,238 0,259 - -
6. CS 7152191078 05.09.2003. 0,207 0,225 - -
7. CS 7142196496 01.01.2004. 0,281 0,187 - -
8. CS 7122191070 23.04.2004. 0,192 0,225 - -
9. CS 7182191072 28.05.2004. 0,484 0,434 + +
10. CS 7112191056 30.07.2005. 0,214 0,490 - +
11. CS 7122191065 27.11.2005. 0,323 0,192 - -

12. CS 7102021093 01.04.2006 0,373 0,198 S

13. CS 7121906413 05.09.2006. 0,257 0,221 - -
14, CS 7121906823 30.11.2006. 0,238 0,208 - -
15. CS 7131763710 25.01.2007. 0,226 0,339 - S
16. CS 7132039505 15.04.2007. 0,414 0,188 S -
17. RS 7182627663 22.12.2007. 0,205 0,196 - -
18. RS 7192817484 09.06.2008. 0,353 0,203 - -
19. RS 7123081018 20.09.2008. 0,178 0,328 - -
20. RS 7163171861 29.10.2008. 0,201 0,286 - -
21. RS 7183171860 | 03.12.2008. 0,281 0,320 - -
22. RS 7153314714 15.01.20009. 0,231 0,274 - -
23. RS 7113314711 10.03.2009. 0,359 0,207 - -

* Srednja vrednost pozitivne kontrole 1. dana (POS) 0,908, negativne (NEG) 0,237, razlika 0,672 /
* Mean value of postive control on the 1st day (POS) 0.908, negative (NEG) 0.237, difference 0.672
* Srednja vrednost pozitivne kontrole 28. dana (POS) 0,781, negativne (NEG) 0,224, razlika 0,558 /
* Mean value of positive control on the 28th day (POS) 0.781, negative (NEG) 0.224, difference 0.558
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U oglednoj grupi IV koju Cini 16 goveda (13 krava i junica i 3 grla
podmlatka Zenskog pola), prvog dana ispitivanja smo evidentirali jednu sero-
pozitivnu Zivotinju (6,25% - CS 7180427920) i tri sumnjive (18,75% — CS
7160427921, RS 7113314551 i RS 7103314580). Kada je ispitivanje ponovljeno na
uzorcima uzetim 28. dana, registrovana su 3 seropozitivha grla (17,65% — CS
7160427921, CS 7180427920 i RS 7113314551), Sto znadi da su od 3 sumnjiva
grla prvog dana ispitivanja dva (CS 7160427921 i RS 7113314551) potvrdena kao

seropozitivna (tabela broj 4).

Tabela 4. Ispitivanje prisustva antitela na virus BVD, IV ogledna grupa: mlecna grla sa
podmlatkom
Table 4. Examination of presence of antibodies to BVD virus, experimental group IV: dairy cows with offspring

ELISA S/P ELISA +/-
Datum

Br/ No bro?/sz?u?zber rodenja / isp1it.i\?:n'}a/ ispz)i?i-vgi?a/ isp1it.i\(/j:nr}a/ ispz)iétzi.vgi?a/

Date of birth Ist day of | 28th day of | Ist day of | 28th day of

examinations | examinations | examinations | examinations
1. CS 7160427921 23.09.2001. 0,433 0,430 S +
2. CS 7180427920 25.04.2003. 0,527 0,435 + +
3. CS 7160427940 26.10.2003. 0,178 0,183 - -
4. CS 7180427944 18.04.2004. 0,231 0,187 - -
5. CS 7170427949 08.11.2004. 0,299 0,329 - -
6. CS 7190427905 16.11.2004. 0,208 0,190 - -
7. CS 7190427948 14.03.2005. 0,235 0,313 - -
8. CS 7130427946 23.04.2005. 0,198 0,191 - -
9. CS 7110427947 04.05.2005. 0,193 0,220 - -
10. CS 7132019084 07.04.2006. 0,172 0,218 - -
11. CS 7121906578 10.07.2006. 0,237 0,198 - -
12. RS 7113314551 04.08.2006. 0,416 0,455 S +
13. RS 7193314552 19.12.2006. 0,204 0,190 - -
14. RS 7102858539 20.11.2008. 0,218 0,235 - -
15. RS 7122858538 20.11.2008. 0,210 0,188 - -
16. RS 7103314580 27.04.2009. 0,430 0,199 S -

* Srednja vrednost pozitivne kontrole 1 dana (POS) 0,908, negativne (NEG) 0,237, razlika 0,672 /

* Mean value of positive control on the Ist day (POS) 0.908, negative (NEG) 0.237, difference 0.672

* Srednja vrednost pozitivne kontrole 28. dana (POS) 0,781, negativne (NEG) 0,224, razlika 0,558 /
* Mean value of positive control on the 28th day (POS) 0.781, negative (NEG) 0.224, difference 0.558
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Ako posmatramo zbirno (62 ogledne Zivotinje, iz sve 4 ogledne grupe)
mozemo zakljuciti da je prvog dana ispitivanja utvrdeno da je 19 oglednih zZivotinja
seropozitivno (30,64%), a 28. dana ispitivanja su registrovane 23 seropozitivhe
ogledne zivotinje (37,10%).
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Tabela 5. Utvrdivanje prisustva perzistentno inficiranih jedinki (Pl) virusom BVD, medu
Zivotinjama koje su bile seronegativne u oba ispitivanja (prvog i 28. dana) u
prvom testu, ispitivanjem krvnih seruma BVDV Ag ELISA metodom /|

Table 5. Establishing presence of animals persistently infected (PI) with the BVD virus among those that were
seronegative in both examinations (on the Ist and the 28the day) in the first test, by examinations of
blood serums for BVDV using the Ag ELISA method

S-N vrednosti / §-N values
Br/ No CS/RS ispitivani ispitivan; +-
broj / number 1. dan ispitivanja / 28. dan ispitivanja /
1Ist day of examinations | 28th day of examinations

1. CS 7132196487 0,191 0,199 -
2. CS 7192191076 0,226 0,226 -
3. CS 7152191083 0,186 0,224 -
4. CS 7172191077 0,203 0,221 -
5. CS 7152191078 0,207 0,176 -
6. CS 7142196496 0,190 0,198 -
7. CS 7122191070 0,181 0,233 -
8. CS 7122191065 0,210 0,186 -
9. CS 7121906413 0,199 0,203 -
10. CS 7121906823 0,229 0,206 -
11. RS 7182627663 0,185 0,228 -
12. RS 7192817484 0,217 0,203 -
13. RS 7123081018 0,179 0,234 -
14. RS 7163171861 0,194 0,275 -
15. RS 7183171860 0,183 0,232 -
16. RS 7153314714 0,201 0,195 -
17. RS 7113314711 0,215 0,222 -
18. CS 7160427940 0,190 0,216 -
19. CS 7180427944 0,220 0,209 -
20. CS 7170427949 0,183 0,273 -
21. CS 7190427905 0,192 0,220 -
22. CS 7190427948 0,200 0,231 -
23. CS 7130427946 0,205 0,208 -
24. CS 7110427947 0,193 0,223 -
25. CS 7132019084 0,184 0,192 -
26. CS 7121906578 0,227 0,212 -
27. RS 7193314552 0,214 0,180 -
28. RS 7102858539 0,219 0,229 -
29. RS 7122858538 0,240 0,190 -
30. Nc 0,223 0,240

31. Pc 1,067 1,054

*POS 1,061  NEG 0,232 0,829
11
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Utvrdivanje prisustva perzistentno inficiranih jedinki (PI) medu gove-
dima koja su bila seronegativna u oba ispitivanja (prvog i 28. dana) u prvom testu
vr§eno je ispitivanjem ELISA testom za utvrdivanje antigena virusa BVD u se-
rumu). Ukupno je ispitano 29 grla goveda (krvni serumi), a virusni antigen nije
potvrden ni u jednom slu¢aju — tabela broj 5.

Diskusija / Discussion

Ispitivanjem smo utvrdili prisustvo specificnih antitela protiv virusa
BVD kod Zivotinja u sva Cetiri ispitivana zapata (ogledne grupe). U oglednoj grupi |
(tovna junad), u odnosu na prvi dan ispitivanja (7 seropozitivnih i 3 seronegativna
grla), 28. dana ispitivanja je utvrdeno 8 seropozitivnih i 2 sumnjiva grla. Oba sum-
njiva grla 28. dana ispitivanja bila su seronegativna prvog dana ispitivanja. Serok-
onvertovalo je jedno june, Sto sa velikom verovatno¢om ukazuje na trenutno
prisustvo infekcije virusom BVD u tom zapatu — oglednoj grupi. Prisustvo spe-
cificnih antitela protiv virusa BVD koje je utvrdeno kod svih zivotinja u oglednoj
grupi I (tovna junad) govori u prilog €injenici da su sve zivotinje bile inficirane viru-
som BVD u periodu pre ispitivanja. Pri tome, s obzirom na to da su sve zivotinje u
ovom zapatu — oglednoj grupi bile seropozitivhe u oba ispitivanja, a time i ne-
prijemcive za infekciju, najverovatnije je da u oglednoj grupi Il u trenutku ispitiva-
nja nije bilo prisustva i Sirenja virusa BVD. U oglednoj grupi lll zabelezena sero-
konverzija (u prvom ispitivanju jedno, a u drugom dva seroloski pozitivha grla) sa
velikom verovatnoéom ukazuje na trenutno prisustvo infekcije virusom BVD. Iz
preuzetih podataka o zdravstvenom stanju grla, evidentiran je abortus tokom
2007. godine kod grla broj CS 7122191070. Pojave dijareje nisu bile zabelezene
kod goveda iz Ill ogledne grupe. Sli¢na situacija je i kod Zivotinja u oglednoj grupi
IV. Od 3 grla koja su pokazala sumnjivu reakciju na prisustvo antitela u prvom ispi-
tivanju, dva su potvrdena kao seropozitivna, $to takode ukazuje na prisustvo in-
fekcije virusom BVD u trenutku ispitivanja.

Ogledna tovna junad pokazuju znac¢ajno visu prevalencu infekcije vi-
rusom BVD (70%/80%, 100%/100%), iako su u pitanju mlade kategorije, u odnosu
na mle¢na grla (4,35%/8,69%, 6,25%/17,65%). Objasnjenje za ovu pojavu nala-
zimo u Cinjenici da su tovna junad na obe farme stigla sa razlicitih terena i u
razli¢itoj starosti, kao i da su zapati bili podlozni infekciji virusom BVD. Obe farme
mlecnih grla "zatvorenog" tipa — gde se potomstvo za priplod ostavlja za remont
stada i gde nije bilo uvodenja u zapat novih zivotinja, nepoznatog seroloskog sta-
tusa, nisu bile podlozne Sirenju ove infekcije.

Rezultati do kojih smo dosli tokom na8eg ispitivanja ne iznenaduju i u
skladu su sa objavljenim podacima drugih autora, jer seroprevalenca moze vari-
rati u Sirem opsegu, u zavisnosti od nacina upravljanja stadom. Petrovi¢ (2006) je
tokom 2003. i 2004. godine izvrSio opsezna ispitivanja prisustva virus neutraliza-
cionih (VN) antitela protiv virusa BVD u krvnim serumima goveda starijih od 6 me-
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seci. Ukupno je ispitano 12.083 uzoraka krvnih seruma (12,88% ukupne popula-
cije goveda). Pri tome je 4.506 uzoraka poticalo od goveda iz 32 velika zapata
farmskog nacina drzanja sa podrucja Juznobackog, Zapadnobackog, Sremskog
okrugaiokoline Beograda, a 7.577 uzoraka je poticalo od Zivotinja iz malih zapata
goveda u individualnom nacinu drzanja sa podrucja 9 opsStina Juznobackog
(8.457 uzoraka) i 8 opstina Sremskog okruga (4.120 uzoraka). Ispitivanjem su na
ovaj nacin obuhvaéene zivotinje iz svih naseljenih mesta (156) na ispitivanom po-
drugju. Prisustvo specificnih antitela protiv virusa BVD je utvrdeno kod 4.647
(88,46%) ispitanih Zivotinja. Pri tome, kod Zivotinja iz malih zapata goveda u indi-
vidualnom nacinu drzanja prisustvo VN antitela protiv virusa BVD je ustanovljeno
u 1.833 (24,19%) ispitanih uzoraka — 1.082 (31,30%) u Juznobackom i 751
(18,53%) u Sremskom okrugu. Kod goveda iz velikih zapata farmskog nacina
drzanja sa podrucja Juznobackog, Sremskog, Zapadnobackog i Beogradskog
okruga, prisustvo VN antitela protiv virusa BVD je ustanovljeno u 2.814 (62,45%)
ispitanih uzoraka — 1.500 (55,13%) u Juznobackom, 167 (56,04%) u Sremskom,
589 (74,47%) u Zapadnobackom i 558 (81,58%) u Beogradskom okrugu.

Molnar i sar. (2003) su ustanovili seroloski pozitivne Zivotinje na po-
drucju svih 5 ispitivanih opstina Severnobackog okruga. U ispitivanjima koja su
Petrovi¢ i sar. (2002) sproveli na Niskom i Juznomoravskom regionu, a koja su
obuhvatila maniji broj Zivotinja sa podrucja 9 opStina, ustanovljeno je prisustvo se-
roloSkog odgovora na virus BVD kod Zivotinja iz 5 opStina. Utvrden procenat se-
roloski pozitivnih Zivotinja se kretao od 3,8% do 45%.

U ispitivanjima koje smo ranije sproveli na dve farme goveda, na farmi
mlecnih krava od ukupno 178 grla, procenat seropozitivnih Zivotinja se kretao, u
zavisnosti od starosne kategorije, izmedu 30,55% i 52,24%. Na farmi tovne junadi
(uzrasta od 6 do 7 meseci) od ispitanih 86 utvrdeno je 48 ili 55,81% seropozitivnih
seruma (Kurcubi¢, 1993).

S obzirom na dobijene rezultate serolo$kih ispitivanja koja su ukazi-
vala na trenutno prisustvo infekcije virusima BVD u ispitanim oglednim grupamal,
Il'i IV, kod serolo$ki negativnih Zivotinja, sprovedena su ispitivanja moguceg
prisustva Pl zivotinja, kao najvecih i najvaznijih izvora virusa BVD. Posto smo
utvrdili da u 4 ispitivana zapata nije bilo prisutnih Pl goveda (niti u kategorijama
odraslih niti u kategorijama priplodnog podmlatka), mozemo sa velikom sig-
urno$¢u predpostaviti da je u ispitanim grupama goveda |, lll i IV Sirenje infekcije
virusima BVD bilo rezultat prisustva akutno a ne perzistentno inficiranih Zivotinja,
§to je epizootioloski mnogo povoljnija situacija (sporije Sirenje infekcije).

Objasnjenje za nemoguénost dokazivanja Pl oglednih grla moze se
naci u €injenici da je prevalenca Pl Zivotinja izuzetno niska (0,75%-2%). Houe i sar.
(2003) utvrdili su da u zemljama gde nije uspostavljena sistematska kontrola in-
fekcija virusom BVD oko 50% svih stada imaju prisutne PI Zivotinje. Billinis i sar.
(2005) su ispitivali 39 stada (ukupno 6.333 krave) u Grckoj. Cilj ispitivanja je bio da
izracunaju prevalencu zivotinja pozitivnih na prisustvo antigena BVD i Pl Zivotinja,
kao i da istraze znaCajnost povezanosti izmedu prevalence i veli¢ine stada. Sve
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zivotinje su pregledane antigen ELISA testom. Drugi uzorak je uziman od pozitiv-
nih Zivotinja posle perioda od 3 nedelje. Zivotinje koje su i u drugom ispitivanju
bile pozitivne, klasifikovane su kao PI. U svim stadima su utvrdili antigen pozitivne
i Pl Zivotinje. Srednja prevalenca PI Zivotinja bila je 1.3% (0,80-1,80%). Veli€ina
stada nije bila povezana sa prevalencom PI Zivotinja.

Letellier i sar. (2005) su u Belgiji su kao strategiju za otkrivanje PI zivot-
inja primenili BVD-antigen ELISA metod na Zivotinjama koje su komercijalno ku-
povane, u cilju smanjivanja cirkulacije virusa BVD, i kombinaciju PCR analiza iz
zbirnih uzoraka krvi i BVD-antigen ELISA na individualnim uzorcima, u slucaje-
vima kliniCke sumnje. NeSto manje od 4% kupljenih zivotinja je ispitano 2003. go-
dine. Izracunata prevalenca virusa BVD antigen pozitivnih Zivotinja je bila 1% u
severnim delovima i 0,75% u juznom delovima zemlje. Ozkul i sar. (1995) su u Tur-
skoj utvrdili PI Zivotinje u nivou od 0,50%, 0,12% i 0,12% u 3 od 5 mle¢nih farmi
goveda.

Roeder i Harkness (1986) smatraju da je u merama kontrole, prvi neo-
phodan korak utvrdivanje prisustva PI jedinki u zapatu i njihovo uklanjanje. To
Cesto zahteva pregled svih zivotinja u zapatu na prisustvo virusa, Sto predstavlja
prili¢no skup postupak (Baker, 1987).

Lindberg i sar. (2006) ukazuju na to da grupa naucnika koja je ukljuce-
na u kontrolu virusa BVD na nivou EU smatra da su tri centralna elementa prilaza
sistematskoj kontroli infekcije virusom BVD: 1) biosigurnost u cilju preveniranja
ponovnog uvodenja infekcije u stada koja su slobodna od infekcije; 2) eliminacija
Pl Zivotinja iz inficiranih stada i 3) prikaz prac¢enja napretka preduzetih mera i brzo
utvrdivanje novih infekcija.

Na osnovu prevalence i utvrdenog statusa infekcije virusom BVD, kao i
saznanja iz literature, vlasnicima farmi su preporu¢ene adekvatne mere biosigur-
nosti. Na obe ogledne farme muznih grla utvrdena je niska prevalenca virusa BVD,
i to kod odraslih goveda (datum rodenja 28.05.2004, 30.07.2005. u oglednoj grupi
[1'i 23.09.2001, 25.04.2003. i 04.08.2006. u oglednoj grupi IV). Na obe farme je
bilo sporadi¢nih slu¢ajeva kupovine novih zivotinja, nepoznatog zdravstvenog
statusa, bez izolacije, a remont stada se obavljao, najveéim delom, od sopstve-
nog podmlatka. Preporu¢eno je da vlasnici prihvate viSi nivo biosigurnosti — da
nove zivotinje, dovedene sa drugih farmi, budu poznatog zdravstvenog statusa,
uz mere karantina (izolacija) od 30 dana. Takva grla se obavezno moraju pregle-
dati na prisustvo virusa, a ako su steona, da bi bili sigurni da fetus nije inficiran,
treba pregledati tele nakon rodenja uzimanjem uzorka krvi pre napajanja kolostru-
mom. Nakon svih sprovedenih postupaka, da bi se prekinuo lanac infekcije i
sprecili dalji gubici, paznju treba posvetiti spreGavanju pojave transplacentarne in-
fekcije (Baker, 1987). PoSto su seropozitivna bila starija goveda, neophodno ih je
postupno izlugiti iz zapata, kako bi se oslobodio od infekcije virusom BVD. Pozel-
jno je da mlade kategorije (priplodni podmladak) budu fizi¢ki odvojene od starijih
goveda. Waage i sar. (1996) smatraju da bi zapati bili proglaseni slobodnim od in-
fekcije virusom BVD moraju imati dva uzastopna seroloski negativna rezultata, i to
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prvi u uzorku zbirnog mleka iz tanka sa farme, zbirnom mleku prvotelkinja i zbir-
nom uzorku seruma mladih Zivotinja, a drugi u zbirnom uzorku seruma mladih Ziv-
otinja pregledanih barem 4 meseca kasnije. Preprouc¢ene su i adekvatne DDD
mere i rigorozna kontrola transporta.

Vlasnici farmi za tov junadi (ogledna grupa | i Il) su informisani o
znagajnom prisustvu infekcije virusom BVD i statusu infekcije u njihovim za-
patima. Predlozeno im je da moraju poznavati zdravstveno stanje, programe
vakcinacije i suzbijanja parazita u zapatima iz kojih kupuju tovni materijal i da
obavezno sprovode karantin u trajanju od najmanje 30 dana pri nabavci novih
grla. Za vreme karantina, u saradnji sa nadleznim veterinarima, vrSe se specifi¢na
ispitivanja (izolacija ili identifikacija virusa BVD), i formira banka seruma, koja sluZzi
za retestiranje ili potrebna naknadna ispitivanja. Upoznati su i sa moguénostima
za sprovodenje programa vakcinacije u svojim zapatima.

Ukazuje se potreba za nastavkom nasih istrazivanja na identifikaciji PI
zivotinja. Nacin ispitivanja je predloZen i od strane drugih autora kao rentabilan —
Deregt i Loewen (1995) smatraju da je mnogo prakti¢nije prvo izvrSiti seroloska is-
pitivanja svih zivotinja u zapatu serum neutralizacionim (VN) testom, a zatim vrSiti
utvrdivanje virusa kod zivotinja koje nemaju ili imaju nizak VN titar antitela. Pl Zivo-
tinja je viremi¢na i po pravilu seronegativna. Pl Zivotinje mogu biti i seropozitivne i
to u slucaju kada je u pitanju maternalni imunitet kod mladih Zivotinja (zato se pre-
gledaju Zivotinje starije od 4 meseca), i u slu¢aju postojanja niskog VN titra antitela
na heterologni soj BVD virusa.

Potvrda viremije kod takvih Zivotinja je neophodna, nakon ponovnog
pregleda posle 3 do 4 nedelje, da bi se proglasile za Pl. Ukoliko se viremija u
ponovnom pregledu ne dokaZe, u pitanju je bila akutno, a ne perzistentno infici-
rana zivotinja, koju ne treba izlu€ivati iz zapata.
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ENGLISH

ESTABLISHING PRESENCE AND STATUS OF INFECTION WITH BOVINE
DIARRHOEA VIRUS IN CATTLE HERDS IN CENTRAL SERBIA - POSSIBILITIES
FOR CONTROL

V. Kurc¢ubig¢, Z. lli¢, R. Dokovi¢, S. Jevti¢, T. Petrovi¢

The objective of our investigations was to determine the presence and status
of infection with the bovine viral diarrhoea virus (BVDV) and to identify persistently infected
(PI) cattle in 4 herds (experimental groups): 2 with fattening heifers (10 and 13 animals) and
2 with dairy animals with offspring older than 4 months (23 and 16 animals). Two series of
blood samples were taken in an interval of 4 weeks (even samples) from all the animals,
from each experimental group. Separate blood serums from both groups of samples were
examined using the indirect ELISA method (HerdChek* BVDV Ab test kit). The results ob-
tained in our investigations indicate the presence of infection with the BVD virus in the ex-
perimental animals. Blood serum samples taken on the first day of investigation were sero-
positive in 7 experimental animals of the first group, in all (n=13) experimental animals of
the second group, seropositive in one and suspect in 2 animals of the third experimental
group, and seropositive in one and suspect in 3 experimental animals of the fourth group.
Blood serum samples taken on the 28th day of the examinations were seropositive in one,
thirteen, two, and three experimental animals of the first, second, third, and fourth experi-
mental groups.

Serum samples of animals (n=29) that were established as seronegative in
both investigations (on the first and the 28th day) were examined for the possible presence
of antigen to the BVD virus using the ELISA method (HerdChek* BVDV Ag/Serum Plus) with
the objective of investigating the presence of Pl animals. The presence of antigen to the
BVD virus was not established in the examined cattle. On the grounds of the results of the
investigations and data in literature, measures for controlling BVDV infections were recom-
mended to animal owners.

Key words: BVDV, ELISA, seroprevalence, Pl animals

PYCCKUA

YTBEPXXAEHWUE NMPUCYTCTBUA U CTATYCA MHOEKLIMWU BUPYCOM FOBSIKEN
OWAPEMU B MPEMEHHbIX MPUMPJIOAAX KPYIMHOIO POFATOI0O CKOTA B
LLEHTPAJIbHOU CEPBEUU - BOSMOXXHOCTU ANsA KOHTPOJIA

B. Kypuy6uy, 3. Unuy, P. [xxokoBuy, C. EBTUY, T. NeTpoBuny

Llenb Hawero ucnbiTaHnsa 6bina, 4Tobbl yTBEPAUTL Hamu MPUCYTCTBUE U
cTaTtyc nHekummn Bupycom roes>xxen guapewn (brj) v ngeHtndpmumposatb HaMm nepcuc-
TEHTHO MHMLMpoBaHHbIn (MW) KpynHbI poraTbivi CKOT B cTaza (OnbITHbIE Tpynmbl): 2 ¢
OTKOPMOYHbIMM H6bidkamu (10 1 13 XXKMBOTHBIX) 1 2 C MOJTOYHBIMM FOSTOBaMM C MOJIOAHAKOM
cTapwum 4 Mecaua (23 1 16 XUBOTHbIX). [lBe cepun 06pasyvMKoB KpoBu 06pasHumK-
OBaHHbIe B MHTepBase oT 4 Hegenu (NapHble 06pa3ynKm) N3 BCEX XKUBOTHbIX, U3 KaX oW
OT OnbITHbIX rpynn. OTAenbHbIe KPOBSAHbIE CepyMbl U3 obenx rpynn obpasymkoB uUc-
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nbiTaHHble KocBeHHbIM ELISA meTogom (HerdChek BVDV Ab test kit). Mony4yeHHble pe-
3ynbTaThl B HAWEM UCMbITAHUM YKa3bIBAKOT Ha NpUCYTCTBUNE MHbeKUmm Bupycom (BIA) y
OMbITHBIX XXMBOTHbIX. O6Pa34MKN KPOBSHLIX CEPYMOB B3SATbIX NMEPBOro AHA UCMbITAHNS
6bINI CEPONONOXKUTESNbHBIE Y 7 OMbIHBIX XXMBOTHLIX NEPBOW rpynmbl, y Bcex (H=13) onbIT-
HbIX >XMBOTHbIX BTOPOW rPYnribl, CEPOMNONOXUTENbHbIE Y O4HON N COMHUTESbHbIE Y 2 XU-
BOTHOIO U3 TPETbEW OMbITHOM rPYMMbl 1 CEPOMNONOXUTENbHbBIE Y OAHOW U COMHUTENbHbIE Y
3 ONbITHBIX XXMBOTHOTO U3 YeTBEPTOW rpynmnbl. O6paYmKmn KpoBSHbIX CEPYMOB 06pa3ymK-
oBaHble 28 AHa UCMbITaHWsA OblNN CepONONoXXMTENbHbIE Y O4HON, TPMHAALATb, ABE U TpY
OMbITHbIE XXMBOTHbIE B MEPBOM, BTOPOW, TPETbEN 1 HETBEPTOMN OMNbITHON rpynne.
O6pasynkn cepyma ronosbl (H=29), KOTOpble OblM YTBEPXAEHbI Kak ce-
pooTpuuaTenbHble B 06a UCNbITaHNS (MepBOro 1 28 AHA) UCMbITaHHbIE HA BO3MOXHOE
npucyTtcTeme aHTureHos 'BJ] Bupyca ELISA metogom (HerdChek* BVDV Ag/Serum Plus) ¢
Lenbto ncnbitanms npucyTcTeus MM >KMBOTHBIX. Y NCNBITbIBAHHBLIX FONOB HE YyTBEPXKAEHO
npucyTcTBMe aHTureHoB Bupyca [B[]l. Ha ocHoBe pe3ynbTaToB WCMbITAHUA U NAT-
epaTypHbIX AaHHbIX, BfagenbLlam XXMBOTHbIX PEKOMeHA0BaHbl Mepbl KOHTponsa B[ vH-

dekumm.

KntoueBble cnosa: BI'[, ELISA, ceponpeBaneHua, N xnBoTHble
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ODREDIVANJE ORGANSKIH SASTOJAKA MLEKA
KAO METODA OCENE ENERGETSKOG STATUSA
MLECNIH KRAVA®
DETERMINATION OF ORGANIC COMPONENTS OF MILK AS METHOD
FOR EVALUATING ENERGY STATUS OF DAIRY COWS

D. Savi¢, D. Matarugi¢, N. Deli¢, D. Kasagi¢, M. Stojanovi¢"

Cilj istraZivanja u ovom radu je bio da se na farmi visokomlecnih
krava, na osnovu vrednosti za koncentraciju organskih sastojaka mleka
i njihovog odnosa u pojedinacnim uzorcima mleka, utvrdi energetski
status i daju preporuke za korekciju ishrane krava. Ukupno je ispitano
147 krava, od kojih je 97 bilo u prvoj, a 50 u drugoj laktaciji. Prose¢ne
koncentracije mle¢ne masti i ureje bile su unutar fizioloskih vrednosti.
Naime, koncentracija mle¢ne masti kod krava u prvoj laktaciji bila je
38,88+5,07 g/l, a kod krava u drugoj laktaciji 36,47 +4,82 g/I. Koncen-
tracija ureje kod krava u prvoj laktaciji bila je 3,16+0,58 mmol/l, a kod
krava u drugoj laktaciji 3,72+0,64 mmol/l. Koncentracija proteina kod
obe grupe krava je bila ispod fizioloske vrednosti, jer je kod krava koje
su bile u prvoj laktaciji bila 30,33+2,35 g/l, a kod krava koje su bile u
drugoj laktaciji 30,17 +2,27 g/I. Na osnovu odnosa koncentracija ureje
i proteina, kao i masti i proteina u pojedinacnim uzorcima mleka
zaklju&eno je da kod vecine ispitanih krava, kako onih koje su bile u
prvoj tako i onih u drugoj laktaciji, postoji deficit energije, uz deficit ili re-
lativni suficit proteina. Na osnovu dobijenih rezultata date su prepo-
ruke za korekciju obroka u narednom periodu.

Kljucne reci: krava, energetski metabolizam, mleko

*
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** Porde Savi¢, D. Matarugi¢, Poljoprivredni fakultet Banjaluka, R Srpska; N. Deli¢, Institut za
stoarstvo, Beograd, R Srbija; D. Kasagic¢, Veterinarski instutut Republike Srpske "Dr Vaso
Butozan" Banjaluka; M. Stojanovi¢, Agencija za uzgoj u selekciju u stocarstvu Republike
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Uvod / Introduction

Najkritiniji period u proizvodno-reproduktivnom ciklusu visokomle-
¢nih krava je prelazak iz perioda zasusenja u period rane laktacije. U ovom perio-
du deSava se niz fizioloSkih promena, a pre svega prelazak iz pozitivnog u negati-
van bilans energije, karakteristiCan za period rane laktacije. Gledano sa zdravstve-
nog aspekta, ovo je i period sa najve¢om ucestaloS¢éu poremecaja zdravlja, medu
kojima prednjaCe oni vezani za negativan bilans energije. Pojavi zdravstvenih
poremecaja najpodloznije su zivotinje sa izraZzenim genetskim potencijalom za vi-
soku mle¢nost, dakle one najproduktivnije (Drackley, 1999; Kampl, 2005; Samanc
i sar., 2005a; Horvat i sar. 2007).

S obzirom na ¢€injenicu da se svaka visokomle¢na krava na pocetku
laktacije nalazi u stanju negativnog bilansa energije, nakupljanje masti u jetri se
smatra fizioloSkim procesom. U slu¢aju izrazite lipomobilizacije (kada je zastuplje-
nost triglicerida u jetri iznad 20%) dolazi do razvoja masne degeneracije jetre, od-
nosno patoloskog procesa (Kampl, 2005; Goff, 2006). Imajuci u vidu ove Cinjeni-
ce, kod visokomlec¢nih krava je veoma vazno da se u svim fazama proizvodno-
reproduktivhog ciklusa odredi energetski status. Validni pokazatelji energetskog
statusa krava su telesna kondicija, parametri metaboli¢kog profila, hormonalni
status i organski sastojci mleka (lvanov i sar., 2005; Jovi€in i sar., 2005; Kampl,
2005; Samanc i sar., 2005).

Telesna kondicija krava holStajn rase procenjuje se na osnovu koli¢ine
potkoznog masnog tkiva na odredenim anatomskim regijama. Sprovodi se na
nivou cele farme, nekoliko puta u toku proizvodnog ciklusa. Za potrebe procene
energetskog statusa u peripartalnom periodu, ova metoda nije uvek pouzdana
zato Sto u kratkom vremenu nastaju nagle promene u energetskom stanju zivoti-
nja, pri ¢emu ih promene u telesnoj kondiciji ne prate istom brzinom. Takode, indi-
vidualne varijacije mogu znac¢ajno da uti¢u na rezultate procene, te se ova metoda
smatra nedovoljno osetljivom za potrebe peripartalnog perioda (Jovi€in i sar.,
2005; Samanc i sar., 2005a; Horvat i sar., 2009).

Parametri metaboli¢kog profila daju dosta precizan uvid u funkcio-
nalno stanje organizma, prvenstveno jetre, ali je njihovo dobijanje povezano sa
uzimanjem uzoraka krvi §to predstavlja stres za zivotinju. Pored toga, odredivanje
ovih parametara na ve¢em broju Zivotinja ekonomski opterecuje proizvodnju.
Zbog toga se preporuCuje da se parametri metabolitkog profila odreduju na
reprezentativnom uzorku krava na ulasku u period zasu$enja, 2-3 nedelje pred
ocCekivano telenje, te kod krava u ranoj laktaciji. Na osnovu rezultata je moguce
doneti konacan sud o stanju krava i izvrSiti potrebne korekcije obroka (Radojicic i
Kasagi¢, 2000; lvanov i sar., 2005; Jovi¢in i sar., 2005; Kasagi¢, 2005; Horvat i sar.,
2007).

Pored parametara metaboli¢kog profila, preciznu sliku o stanju orga-
nizma i snabdevenosti energijom daju i analize koncentracija pojedinih hormona
(insulina, glukagona, leptina, IGF, trijodtironina i tiroksina) u krvi. Metaboli¢ke
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promene i adaptacija na povecane potrebe u energiji su pod kontrolom endokri-
nih mehanizama, te je iz koncentracije pojedinih hormona i njihovih medusobnih
odnosa moguce izvesti zaklju€ak o funkcionalnom stanju organizma. Sli¢no me-
tabolickom profilu, i odredivanje koncentracije hormona je dosta skupo i op-
tere¢uje proizvodniju, pa se u rutinskoj praksi ne koristi ¢esto (éamanc i sar.,
2005b).

Odredivanje koncentracije i odnosa organskih sastojaka mleka (m-
asti, proteina i ureje) je metoda koja se sve ¢eSée koristi, zbog svoje jednostav-
nosti, pouzdanosti i ekonomicnosti. Prednost ove metode je i to Sto se uzimanje
uzoraka sprovodi u toku redovne muze, pa nije stresogeno za zivotinju. Takode,
prac¢eni parametri se odreduju u okviru rutinskih analiza hemijskog sastava mleka,
tako da nema potrebe da se sprovode posebna ispitivanja. Da bi se koncentracije
i odnosi pojedinih sastojaka mleka mogli pravilno interpretirati, potrebno je po-
znavati sloZzene metaboliCke procese koji se odvijaju pri sintezi mleka (Jonker i
Kohn, 2001; Marenjak i sar., 2004; Kampl, 2005; Samanc i sar., 2006; Horvat i sar.,
2009).

Ureja se u organizmu stvara detoksikacijom amonijaka u jetri. Kod
prezivara, amonijak je glavni produkt razlaganja proteina unetih hranom pod
dejstvom mikroflore predzeludaca. Mikroflora predZeludaca unete proteine raz-
laze preko aminokiselina do ketokiselina i amonijaka, koji koriste za sintezu svojih
proteina. Da bi se stvoreni amonijak mogao iskoristiti, mikroorganizmi moraju biti
snabdeveni dovoljnom koli¢inom lako svarljivih ugljenih hidrata kao izvora ener-
gije. Kao jedinjenje male molekulske mase, ureja lako prolazi kroz epitel mle¢ne
Zlezde i dospeva u mleko. Proteini mikroorganizama predzeludaca predstavljaju
vazan izvor aminokiselina za sintezu proteina mleka. Deficit lako iskoristljive ener-
gije u obroku dovodi do njihove smanjene sinteze i posledi¢no smanjenja kon-
centracije proteina u mleku (Jonker i Kohn, 2001; Jenkins i McGuire, 2006;
Samanc i sar. 2006; Horvat i sar. 2009).

Odnos koncentracije ureje i proteina u mleku predstavlja pouzdan po-
kazatelj snabdevenosti zivotinja energijom. Koncentracija ureje ispod 4,0 mmol/l i
proteina iznad 32,0 g/l govori da je krava hranjena primereno proizvodnim potre-
bama. Nagli prelazak na drugu hranu, narocito u letnjem periodu (zelena hrana sa
visokim procentom lako svarljivih proteina, uz nizak sadrzaj sirovih vliakana)
uzrokovace porast koncentracije ureje iznad 4,0 mmol/l, dok ¢e sadrzaj proteina
ostati isti. Ovakav nalaz ukazuje na nedovoljno snabdevanje zivotinja lako iskori-
stljivom energijom. Pri jaCe izrazenom deficitu energije, koncentracija ureje se po-
vecava i kre¢e u opsegu od 5 do 10 mmol/l, a koncentracija proteina opada ispod
30,0g/1. Ako je koncentracija ureje iznad 4 mmol/l, uz koncentraciju proteina ispod
32,0 g/l, moze se reci da postoji istovremeni deficit energije i proteina, koji ¢e za
posledicu imati razvoj teSkih metaboliCkih poremecaja. Pored odnosa koncentra-
cija ureje i proteina, snabdevenost krava energijom moze se uspesno proceniti i
na osnovu odnosa koncentracija mle¢ne masti i proteina. Kod krava kod kojih
postoji intenzivan proces lipomobilizacije, nivo slobodnih masnih kiselina u krvi je
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povisen. To dovodi do povec¢anja njihovog usvajanja od strane mle¢ne Zlezde i
poviSenja koncentracije mle¢ne masti. Smatra se da su krave optimalno snabde-
vene energijom ako im je koncentracija mleCne masti ispod 45 g/l, a proteina
iznad 32,0g/l. Smanjenje koncentracije proteina, uz povecanje koncentracije
masti ukazuje na energetski deficit (Kampl, 2005; Samanc i sar., 2006; Jenkins i
sar., 2006; Horvat i sar., 2009).

Na osnovu iznetih &injenica moze se zakljuciti da odredivanje organ-
skih sastojaka mleka moze da posluzi kao osnova za procenu energetskog sta-
tusa visoko-mlec¢nih krava kako bi se izvrSile neophodne korekcije u ishrani i pre-
venirali mnogobrojni poremecaji zdravlja.

Cilj istrazivanja izlozenog u ovom radu je bio da se na farmi visoko-
mle¢nih krava, na osnovu vrednosti za koncentraciju organskih sastojaka mleka i
njihovog odnosa u pojedinaénim uzorcima mleka, utvrdi energetski status i daju
preporuke za korekciju ishrane krava.

Materijal i metode rada / Material and methods

Istrazivanje je obavljeno na farmi visokomle€nih krava hol$tajn rase in-
dustrijskog tipa. Ukupno je ispitano 147 krava od 15. do 60. dana laktacije. Krave
su bile u prvoj (n=97), odnosno drugoj (n=50) laktaciji. Prose¢na mle¢nost u ra-
noj fazi laktacije za prvotelke iznosila je 27,12 litara, a za drugotelke 35,60 litara
mleka. Sve krave su drZzane u slobodnom sistemu i hranjene obrocima za datu
proizvodnu kategoriju.

Uzorci su uzimani tokom muze, pri uzorkovanju za odredivanje he-
mijskog sastava mleka. Koncentracija mle¢ne masti i proteina je odredivana na
aparatu firme Bentley, Bentley 150 Infrared Milk Analyzer, a ureja na analizatoru
Chemspec 150 Urea Analyzer for Milk istog proizvodaca.

Rezultati su obradeni standardnim statistickim metodama pomocu
parametara deskriptivne statistike (srednje vrednosti — M, standardne devijacije —
SD, standardne greske — SE, koeficijenta varijacije — CV i intervala varijacije — IV).
Odnosi koncentracija ureje i proteina, kao i koncentracija masti i proteina u ispi-
tanim uzorcima prikazani su tabelarno i graficki.

Rezultati istrazivanja i diskusija / Results and Discussion

Srednje vrednosti koncentracija organskih sastojaka mleka za krave
prve i druge laktacije i zbirni rezultati za sve krave prikazani su u tabeli 1.
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Tabela 1. Koncentracija organskih sastojaka u mleku ispitanih krava /

Table 1. Concentration of organic contents in milk of examined cows

Mle¢na mast / Proteini / Urea /
Milk fat Proteins Urea
(a/) (a/l) (mmol/l)
M 38,88 30,33 3,16
Krave u prvoj laktaciji / SD 507 2,35 0,58
Cows 1n first lactation SE 0,51 0,24 0,06
(n=97) cv 13,00 7,74 18,35
v 26,60-52,70 23,00-36,30 1,73-4,43
M 36,47 30,17 3,72
Krave druge laktacije / SD 4,82 2,27 0.64
Cows In second lactation SE 0,68 0,32 0,09
(n=50) cv 13,22 7,52 17,20
[\ 24,30-47,30 23,90-35,00 2,23-4,76
M 38,06 30,28 3,35
Zbirno / SD 5,10 2,31 0,66
Total SE 0,42 0,19 0,05
(n=147) cv 13,40 7,63 19,70
v 24,30-52,70 23,00-36,30 1,73-4,76

M — srednja vrednost; SD - standardna devijacija; SE — standardna greska; CV - koeficijent varijacije;
IV — interval varijacije / M — mean value, SD — standard deviation, SE — standard error, CV — coefficient of
variation, IV — interval of variation

Iz podataka prikazanih u tabeli 1 moze se videti da je prose¢na kon-
centracija mleCne masti kod svih ispitanih grla bila u okviru fizioloSkih granica
(kod krava u prvoj laktaciji 38,88+5,07 g/I, a kod krava u drugoj laktaciji 36,47 +
4,82 g/l). Kod manjeg broja krava ustanovljene su koncentracije mle€ne masti
koje su ispod ili iznad fizioloSkih granica, $to pokazuje da je kod njih postojala ve-
lika razlika u energetskom bilansu. Odstupanja u sadrzaju masti su najceSce
posledica greSaka u ishrani, $to je narocito izraZeno u ranoj fazi laktacije, kada Zi-
votinje koriste masti iz telesnih depoa kao dopunu energetskih potreba (Drackley,
1999; Kampl, 2005; Goff, 2006; Samanc i sar., 2006).

Prose€na koncentracija proteina kod krava u prvoj laktaciji iznosila je
30,33+2,35 g/I, a kod krava u drugoj laktaciji 30,17+2,27 g/l. Obe vrednosti su
nesto nize od optimalnih, a veliki broj krava sa koncentracijom proteina ispod
32 g/l ukazuje na to da su one hranjene obrokom koji ne zadovoljava njihove
potrebe u proteinima. Detaljnija analiza snabdevenosti krava proteinima u obroku
data je u tumacdenju grafikona odnosa koncentracija ureje i proteina.
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Kod svih ispitanih krava prose¢na koncentracija ureje bila je unutar
fizioloSkih okvira (za krave u prvoj laktaciji 3,16 £0,58 mmol/l i krave u drugoj lakta-
ciji 3,72+0,64 mmol/l). Ipak, analizom pojedinacnih rezultata moze se zakljuciti da
je kod znacajnog broja krava koncentracija ureje bila iznad fizioloSke granice, Sto
ukazuje na to da obrok nije sadrzavao dovoljnu koli¢inu energije. Nedovoljan
sadrzaj energije u obroku uslovljava smanjenu aktivnost mikroflore buraga, $to
znaci da amonijak, nastao u buragu, ne moze u celosti da se upotrebi za sintezu
mikrobijalnih proteina (Kampl i Stolla, 1995). Do sli¢nih rezultata su do$li Samanc i
saradnici (2006), ispituju¢i ove parametre na Cetiri farme visokomlecnih krava.

Dobijeni rezultati su prikazani graficki. Na grafikonima 1, 2i 3 su prika-
zani odnosi koncentracija ureje i proteina u mleku krava u prvoj i onih u drugoj lak-
taciji.
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Grafikon 1. Odnos koncentracije ureje i proteina u mleku krava u prvoj laktaciji /
Graph 1. Concentration ratio of urea and proteins in milk of cows in the first lactation
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Grafikon 2. Odnos koncentracije ureje i proteina u mleku krava u drugoj laktaciji
Graph 2. Concentration ratio of urea and proteins in milk of cows in the second lactation
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Grafikon 3. Odnos koncentracije ureje i proteina u mleku svih ispitanih krava
Graph 3. Concentration ratio of urea and proteins in milk of all cows

Analizom podataka prikazanih u grafikonima 1, 2 i 3 moze se zakljuditi
daje kod vecine krava istovremeno bio izraZzen deficit energije i proteina u obroku.
Naime, zapaza se da se vecina tacaka nalazi u donjem levom kvadrantu, $to uka-
zuje na izrazen deficit u snabdevanju energijom i proteinima. lzvestan broj krava
dao je rezultate na osnovu kojih se moze izvesti zaklju¢ak da je kod njih postojao
deficit energije i relativni suficit proteina. Kod manjeg broja krava snabdevenost
energijom i proteinima je bila zadovoljavaju¢a. Na osnovu ovog nalaza moze se
pretpostaviti da obroci ne zadovoljavaju potrebe u energiji i proteinima za najveci
broj krava uklju€enih u ovaj ogled. Osim toga, Zivotinje u bolesnom stanju (suba-
kutna acidoza buraga) ne mogu da pojedu dovoljno hrane, te to moze da bude je-
dan od razloga deficita energije i proteina (Samanc i sar., 2006). U prilog tome go-
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Grafikon 4. Odnos koncentracija mle¢ne masti i proteina u mleku krava u prvoj laktaciji
Graph 4. Concentration ratio of milk fat and protein in milk of cows in the first lactation
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Grafikon 6. Odnos koncentracija mlecne masti i proteina u mleku svih ispitanih krava
Graph 6. Concentration ratio of milk fat and protein in milk of all cows

vori podatak da je ishrana krava na ovoj farmi bila nedovoljno izbalansirana u po-
gledu odnosa koncentrovanog i kabastog dela obroka. To je bilo izraZzeno u obe
ispitivane grupe. Stanje odredenog broja krava sa deficitom energije i relativnim
suficitom proteina moZze se protumaciti sastavom obroka kojim su krave hranjene
u vreme uzimanja uzoraka mleka. Naime, uzorci su uzimani u periodu kada su se
krave hranile obrokom sa pove¢anim udelom zelene mase, koja, kako je poznato,
sadrzi veliku koli¢inu lako svarljivih proteina i malu koli¢inu sirovih vlakana.

Na grafikonima 4, 5i 6 su prikazani odnosi koncentracija mle¢ne masti
i proteina u ispitanim uzorcima mleka.

Na osnovu podataka prikazanih u grafikonima 4, 5 i 6 moze se videti
da je kod najveceg broja krava postojao deficit energije, $to se manifestovalo
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smanjenjem koncentracije proteina ispod 32 g/I. Pri tome je koncentracija mle¢ne
masti uglavnom bilaispod granice od 45 g/I. Kod manjeg broja krava ustanovljena
je poviSena koncentracija mle€ne masti, koja ukazuje na to da je kod tih jedinki
proces lipomobilizacije bio intenzivan. Optimalna snabdevenost energijom us-
tanovljena je kod manjeg broja krava.

Poredenjem ispitanih grupa krava moze se izvesti zaklju€ak da je defi-
cit energije bio izrazeniji kod krava u prvoj laktaciji. To pokazuje da na ovoj farmi
obrok za steone junice u poslednjoj fazi graviditeta nije bio optimalan i prilagoden
njihovim potrebama, te su one nakon telenja bile podloznije pojavi poremeéaja
energetskog metabolizma.

Pri tumacenju podataka dobijenih sa ove farme treba imati na umu da
su varijacije u snabdevenosti energijom, izmedu ostalog, posledica vremena uzi-
manja uzoraka mleka unutar avansnog perioda. Naime, od odredenog broja
krava uzorci mleka su uzimani na pocetku, a kod drugih na kraju avansnog
perioda. Tome svakako treba pridodati i individualne razlike, koje se mogu
tumaditi na isti na¢in, mada odredenu ulogu u tome moze imati i genetski potenci-
jal zivotinja za proizvodnju mleka.

Zakljucak / Conclusion

Na osnovu analize podataka o koncentraciji organskih sastojaka mle-
ka dobijenih sa ispitivane farme moze se zakljuCiti da postoje propusti u sas-
tavljanju obroka za krave u zasu$enju i prvoj fazi laktacije. Za reSavanje ovog
problema preporucuje se optimiziranje sastava obroka prema normativima nauke
o ishrani, kao i formiranje podgrupa krava, koje bi bile §to pribliznije po mle€nosti,
kako bi obrok u potpunosti zadovoljio njihove potrebe za proizvodnjom. Posebnu
paznju na ovoj farmi trebalo bi posvetiti odgoju priplodnih junica, a narocito njiho-
voj ishrani u poslednjoj fazi graviditeta. Imajuéi u vidu da se analize sastava mleka
na ovoj farmi sprovode redovno, nakon optimizacije obroka bilo bi moguée pratiti
postignute rezultate. Na taj nacin bi se potencijal za proizvodnju mleka mogao u
potpunosti iskoristiti, uz o€uvanje zdravlja proizvodnog stada.
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ENGLISH

DETERMINATION OF ORGANIC COMPONENTS OF MILK AS METHOD FOR
EVALUATING ENERGY STATUS OF DAIRY COWS

b. Savi¢, D. Matarugi¢, N. Deli¢, D. Kasagi¢, M. Stojanovi¢

The objective of the investigations described in this work was to determine the
energy status and to make recommendations for correcting the cow diet at a farm of high-
yield dairy cows, on the grounds of values for the concentration of organic components of
milk and their ratios in individual milk samples. A total of 147 cows were examined, inclu-
ding 97 in the first and 50 in the second lactation. Average concentrations of milk fat and
urea were within the physiological values. Namely, the milk fat concentration in cows in the
first lactation was 38.88+5.07 g/, and it was 36.47 +4.82 g/l in cows in the second lactation,
while the urea concentration in cows in the first lactation 3.16+0.58 mmol/l and it was
3.72+0.64 mmol/l in cows in the second lactation. The protein concentration in both
groups of cows was below the physiological values, being 30.33+2.35 g/l in cows in the
first lactation and 30.17+2.27 g/l in cows in the second lactation. Based on the ratio of urea
and protein concentrations, as well as of fat and proteins in the individual milk samples, it
was concluded that in most examined cows, both in those in the first and those in the sec-
ond lactation, there is a deficit of energy, along with a deficit or relative surplus of proteins.
On the grounds of the obtained results, recommendations were given for correcting the
feed rations in the coming period.

Key words: cow, energy metabolism, milk

PYCCKUN

ONPEAENEHUE OPTAHUYECKNX KOMMOHEHTOB MOJIOKA KAK METOJA
OLIEHKW SHEPIFETUYECKOI'O CTATYCA MOJIOYHbIX KOPOB

K. Casuy, [1. MaTapyruy, H. lenuy, [1. Kacaruy, M. CtosHoBUY

Llenb nccneposanunsa B 3Ton paboTe 6bina, HTo Ha hepme BbICOKO-MOSIOHHbIX
KOPOB, Ha OCHOBE CTOMMOCTM AJ15 KOHLEHTPaLUy OPraHN4eCcKnx KOMMNOHEHTOB MOJIOKa M
NX OTHOLLEHNS B OTAESbHbIX 06pa3ynKax MofioKa, yTBepAnUTb dHEpreTUHecKu ctaTyc un
AaTb pekoMeHJaumn Afs KoppeKuun KopmiieHus kopoB. COBOKYMHO uchbiTaHo 147
KOPOB, 13 KOTOpbIX 97 6b1nn B Nepsow a 50 Bo BTopor naktaumu. CpegHve KoHLeHTpaumm
MOJIOYHOrO XXMpa 1 MOYEBUHBI ObINIY BHYTPb (h1U3NONOrM4ecknx CTOMMoOCTeN. A UMEHHO,
KOHLEHTpaLusi MOMIOYHOrO XXMpa y KOpOB NepBoi naktauum 6bina 38, 885,07 r/n, a 'y
KOpOB BTOPOWN NnakTtauuu 36,47+4,82 r/n, noka KOHLEHTpaums MOYeBUHbI Y KOPOB, KO-
Topble 6bINM B NepBON NnakTauyum boina 3,16+0,58 MmMon/n a y KopoB BTOPOW naktaumu,
3,72+0,64 mmon/n. KoHueHTpaums npoTerHOB y 06eux rpynn KOpoB Obina Hmke ¢u-
3M0MIOrM4ECKON CTOMMOCTH, MO0 Y KOPOB, KOTOpble ObiNv B MepBOW nakrauum 6bina
30,33t2,351/n, a'y KopoB, KoTopble 6blria Bo BTopon naktauyum 30,17+2,27 r/n. Ha ocHoBe
OTHOLUEHNS KOHLEHTPaLMN MOYEBWHbI 1 NMPOTENHOB, CITOBHO U »KMpa W NpoTenHa B OT-
AenbHbIX obpasymKax MoroKa caenaH BbiBOg, YTO Y 60MbLUMHCTBA UCTbITAaHHBIX KOPOB,
KakK Tex, KoTopble 6bliv B NEPBOM TaK 1 B TEX BO BTOPOW NakTauum, cywecTsyeT geuumt
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QHepruu, npu ,D,e(*)I/ILMTe mnun peJ'IFlTVIBHbIVI N3nneK NnpoTemHos. Ha ocHoBe NoJTy4eHHbIX
pe3ynbTaToB AaHbl pekoMeHaaunn Ana Koppekuyun paunoHa B o4epeaHOM nepuoae.

Knio4eBble cnoBa: KOpoBa, 3HEPreTU4ecKni MeTabonunam, Mosioko
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ISPITIVANJE PRISUSTVA ANTITELA PROTIV GOVEDEG
HERPESVIRUSA-1 U KRVNOM SERUMU TELADI PRE

ISHRANE KOLOSTRUMOM®

INVESTIGATIONS OF PRESENCE OF ANTIBODIES AGAINST BOVINE

HERPESVIRUS-1 IN BLOOD SERUM OF CALVES PRIOR TO

COLOSTRUM DIET

S. Lazi¢, D. Rogan, T. Petrovi¢, D. Bugarski, Diana Lupulovic,

o ,%k%
M. Lazarevié

*

U radu su prikazani rezultati ispitivanja prisustva antitela protiv
govedeg herpesvirusa-1 (BHV-1) u uzorcima krvnih seruma 106 krava i
107 njihove teladi (jedna krava je otelila blizance). Uzorkovanje krvi od
krava je vrSeno odmah nakon partusa, a od teladi pre ishrane kolostru-
mom. Ispitivane Krave i njihova telad poticali su iz 5 zapata u kojima je
ranijim ispitivanjima utvrdena infekcija govedim herpesvirusom-1. Utvr-
divanje antitela protiv BHV-1 vrseno je metodom virus neutralizacije na
kulturi MDBK ¢celija sa 100 TCID/50 virusa (BHV-1, TN-41 Am. Bio Re-
search, USA).

Antitela protiv BHV-1 utvrdena su u svim uzorcima krvnih seruma
krava i u 16 uzoraka prekolostralnih krvnih seruma teladi. Vrednosti titra
antitela iznosile su kod krava od 1:4 do 1:512, a kod teladi od 1:2 do
1:16. Rezultati ukazuju na to da krave koje su seropozitivne na BHV-1
mogu da otele telad seropozitivnu na BHV-1 u oko 15% sluéajeva. Ovo
se mora imati u vidu kada se vrsi izbor krava za proizvodnju priplodnog
materijala, a posebno bikova za reprocentre, kao i kada se pravi pro-
gram imunoprofilakse teladi protiv BHV-1.

Kljuéne reci: antitela, BHV-1, krave, telad, prekolostralni krvni serum

Rad primljen za Stampu 02. 02. 2010. godine

** Drsci. med. vet. Sava Lazi¢, nauéni savetnik, Nauéni institut za veterinarstvo "Novi Sad", Novi

Sad, R Srbija; Dragan Rogan, M.Sc., Ph.D VP R&D, Bioniche Life Sciences Inc., Belleville,
Ontario, Kanada; dr sci. med. vet. Tamas Petrovi¢, naucni saradnik, mr sci. med. vet. Dejan
Bugarski, istraziva¢ saradnik, mr sci. med. vet. Diana Lupulovi¢, istraziva¢ saradnik, Nauc¢ni
institut za veterinarstvo "Novi Sad", Novi Sad; dr sci. med. vet. Miodrag Lazarevi¢, redovni
profesor, Katedra za fiziologiju, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, R
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Uvod / Introduction

Poznavanje imunske reaktivnosti fetusa i novorodene teladi predstav-
ljia znaCajan faktor u ciklusu gajenja ove zivotinjske vrste. Verovanje da fetus
goveceta nije imunokompetentan i da ne moze da odgovori na antigenske po-
drazaje demantovano je brojnim dokazima jo$ Sezdesetih godina proslog veka.
Imunska kompetentnost fetusa razvija se uporedno sa razvojem i sazrevanjem or-
gana imunskog sistema i imunokompetentnih ¢elija jo$ tokom intrauterinog raz-
voja. Pojavi imunske reaktivnosti prethodi razvoj limfoidnih organa. U fetusu
goveceta timus, slezina i limfni &vorovi se mogu otkriti od 40. do 75. dana, dok se
limfociti u perifernoj krvi javljaju ve¢ oko 45. dana. Limfociti koji stvaraju imuno-
globuline klase M pojavljuju se 59, a IgG B limfociti 135. dana intrauterinog razvoja
(Tizard, 2004). U odredenom periodu intrauterinog razvoja fetus goveceta moze,
ukoliko dode u kontakt sa aktivno replikuju¢im mikroorganizmima, da reaguje
produkcijom efektorskih ¢elija i molekula. Zbog toga se u fetalnom serumu, pre
svega, mogu naci specificna antitela protiv raznih virusa, $to zavisi ne samo od
razvoja imunskog sistema fetusa, ve¢ i od samog mikroorganizma. Utvrdeno je da
fetus goveCeta moZe produkovati antitela na: rotavirus 73. dana, parvovirus 93.
dana i virus parainfluence izmedu 3. i 120. dana intrauterinog razvoja. Limfociti u
krvi fetusa mogu da odgovore na mitogene izmedu 75. i 80. dana, ali ovu sposob-
nost gube priviemeno pred rodenje, zbog visokog nivoa steroidnih hormona u se-
rumu (Tizard, 2004).

Poznato je da govedi herpesvirus-1 (BHV-1) moze biti uzro€nik ug-
inu¢a i abortusa fetusa u razli¢itim periodima gestacije. Abortusi se obi¢no po-
javljuju oko 90 dana nakon infekcije, pa se retko dovode u vezu sa njom, posebno
ako su simptomi BHV-1 infekcije bili blagi (Stubbings i Cameron, 1981). Fetusi
goveceta su prijeméivi na infekciju BHV-1 u svim periodima razvoja, ali se veéina
abortusa ipak pojavljuje posle petog meseca graviditeta (Babiuk, 2004). Pojavi
abortusa najce$cée prethodi uginuce fetusa. U ogledima sa vestackom infekcijom
gravidnih jedinki virusom BHV-1 dokazano je, da se ipak mogu roditi ziva telad.
Rodger i sar. (2007) su kod 9 gravidnih junica na samom pocetku poslednje
tre¢ine graviditeta izvrSili veStacku infekciju govedim herpesvirusom-1 (Cooper
s0j, titar 2 x 10° TCIDso/mL, 2 mL, i/v). Pobaéaj je usledio kod 7 jedinki u periodu
od dve do Sest nedelja posle vestacke infekcije, dok su 3 junice otelile Zivu telad u
oCekivanom terminu partusa. Dva teleta su bila zdrava (vitalna), dok je jedno bilo
avitalno. U placenti zdrave teladi nije dokazan virus, mada je kod svih junica 28
dana posle sprovedene vestacke infekcije zabelezena serokonverzija na BHV-1.
Serokonverzija je zabelezena kod svih junica i u momentu porodaja, osim kod
jedne koja je otelila zdravo tele. U placentama ostale teladi (Mejer i sar., 2001),
autori su dokazali prisustvo virusa.

Na pobacenim fetusima, patoanatomskim pregledom se zapazaju
mnogobrojne ulceracije i nekrotine naslage na sluzokozi gornijih disajnih organa
(pharinx, larynx i trachea), dok se na jetri, slezini i bubrezima zapaZzaju sitna krvare-
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nja i/ili nekroti€na zariSta. Patohistoloskim ispitivanjima se kod pobacenih fetusa
mogu utvrditi multifokalna koagulativha nekroti¢na ZariSta u jetri i placenti i nek-
roza endotelijalnih ¢elija u kapilarima bubrega, slezine i mozga (Rodger i sar.,
2007).

U literaturi postoje podaci koji ukazuju na to da odredeni subtipovi
govedeg herpesvirusa ne izazivaju uginuce fetusa, bez obzira na €injenicu da se u
njemu aktivno replikuju. Analizom virusne DNK, utvrdeno je od strane Miller-ai sar.
(1991) da 2b subtip govedeg herpesvirusa-1 ne uzrokuje uginuéa fetusa i
pobacaje. Autori su nakon i/v aplikacije ovog subtipa gravidnim junicama (5 plot-
kinja) dobili 4 Zivorodena teleta. Kod mrtvorodenog teleta i u njegovoj placenti nije
dokazan virus, ali je u krvi ovog teleta utvrden titar antitela protiv BHV-1 od 1:512.
Kod Zivorodene teladi, pre ishrane kolostrumom, titar neutralizujuéih antitela pro-
tiv BHV-1 je iznosio od 1:4 do 1:128. Rogan (1987) je takode dokazao da se BHV-1
moze replikovati u fetusu goveceta, a da ne izazove pobaca;. Ispitivanjima na 20
teladi pre ishrane kolostrumom, on je dokazao antitela protiv BHV-1 kod 4 teleta,
a vrednosti titra su se kretale u opsegu od 1:2 do 1:16. Medutim, kod 3 od 4 sero-
pozitivna teleta, autor je dokazao i znagajnu inkorporaciju 3H-timidina pri stimula-
ciji limfocita BHV-1 antigenom. Samo kod teleta, kod koga je vrednost titra antitela
iznosila 1:2, nije doslo do poveéane inkorporacije 3H-timidina pri stimulaciji lim-
focita BHV-1 antigenom. Bosch i sar. (2000) su ELISA tehnikom ispitivali titar an-
titela na BHV-1 kod krava i njihove teladi pre ishrane kolostrumom. Oni su utvrdili
da postoji zna¢ajna korelacija izmedu vrednosti titra kod krava i njihove teladi.
Naime, od 222 pregledane krave i 231 pregledanog teleta (9 krava su otelile bli-
zance) 23,3 % teladi je pre ishrane kolostrumom bilo seropozitivno na BHV-1. Na
bazi dobijenih rezultata autori su izrazili sumnju da placenta, ipak, ne predstavlja
apsolutnu barijeru za transfer imunoglobulina. Isti autori ukazuju i na moguénost
da tele prilikom porodaja moze da proguta manju koli€inu krvi majke ili alantohori-
jalne teCnosti pa da tako unese specifi¢na antitela.

Infekcija goveda herpesvirusom-1 je najrasirenija infekcija u govedar-
stvu. UloZeni su brojni napori i veliki nau¢noistrazivacki rad da bi se upoznali fak-
tori epizootiologije, sam uzro¢nik, posledice infekcije, postupci dijagnostikovanja,
kontrole, profilakse i eradikacije. Zahvaljuju¢i saznanjima sticanim viSegodi$njim
istraZivanjima, mozZe se reci da je ova infekcija ipak stavljena pod kontrolu. U mno-
gim zemljama u svetu je sproveden ili se sprovodi postupak eradikacije uz pre-
thodno ispitanu prevalencu infekcije. Tako je tokom 2005. i 2006. godine na celoj
teritoriji R Srbije sprovedeno ispitivanje rasirenosti ove infekcije. Dokazano je da je
infekcija BHV-1 prisutna i u zapatima individualnog nacina odgoja goveda (Lazi¢ i
sar., 2008), $to se ranije samo pretpostavljalo. Mnogobrojnim istrazivanjima doka-
zan je uticaj ove infekcije na razvoj i unapredenje govedarstva, Sto je doprinelo
objavljivanju mnogobrojinih nauénoistrazivackih rezultata i podataka. Medutim, u
literaturi ima malo podataka koji ukazuju na moguénost nalaza specifi¢nih antitela
protiv BHV-1 kod teladi pre uzimanja kolostruma. Nalaz antitela ukazuje na nepos-
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redni kontakt fetusa i virusa, koji ipak ne mora da bude fatalan i da se okonc¢a ugi-
nuéem.

Osnovni cilj ovoga rada je bio da se ukaze na moguc¢nost nalaza ovih
antitela u krvnom serumu teladi, pre ishrane kolostrumom, koja poti¢u od krava
inficiranih BHV-1.

Materijal i metode rada / Material and methods

Ispitivane Zivotinje i uzorci krvi:

Ispitivane krave i njihova telad poticali su iz 5 zapata u kojima je ranijim
ispitivanjima utvrdena infekcija govedim herpesvirusom-1. U svim zapatima sero-
prevalenca ove infekcije je bila ve¢a od 90%. Za ova ispitivanja su metodom
slu€ajnog izbora uzeti uzorci krvi od 106 krava i 107 njihove teladi (jedna krava je
otelila blizance). Uzorci krvi su od krava uzimani neposredno posle partusa, a od
teladi pre ishrane kolostrumom, oko jedan sat posle rodenja. Uzorkovanije krvi je
vr§eno punkcijom v. jugularis. lzdvajanje krvnog seruma je vr§eno uobicajenim
postupkom, spontanom koagulacijom i centrifugovanjem. Uzorci krvnog seruma
¢uvani su na -20 (+2)°C do momenta ispitivanja.

Utvrdivanje antitela protiv BHV-1:

Antitela protiv BHV-1 su utvrdivana metodom virus neutralizacije. Uzo-
rci krvnih seruma su prvo inaktivisani u vodenom kupatilu na temperaturi od 56
(x£1)°C, a zatim titrirani, dvostrukim serijskim razredenjima. Na razredenja seruma
je u istoj zapremini dodato 100 TCID/50 BHV-1, (TN-41 Am. Bio Resaarch, USA).
Nakon inkubacije od jednog sata, na temperaturi od 37 (+1)°C, mesavina raz-
redenih seruma i virusa je prebacena na formirani monosloj MDBK (Madin Darby
Bovine Kidney) ¢elija u mikrotitar plo¢e. PloCe su inkubirane 5 dana na tempera-
turi od 37 (=1)°C u prisustvu 5 (+2)% CO,. Ocitavanje rezultata je petog dana,
kada je citopatogeni efekat bio potpuno razvijen.

Rezultati istrazivanja i diskusija / Results and Discussion

Dobijeni rezultati ispitivanja su prikazani tabelarno. Utvrdene vred-
nosti titra antitela protiv BHV-1 za svaku kravu i njeno tele prikazane su u tabeli broj
1, dok je u tabeli broj 2 dat zbirni prikaz sa distribucijom utvrdenih vrednosti titra
antitela.

Na osnovu podataka prikazanih u tabelama broj 1 i 2 moze se za-
kljugiti da su specificna antitela protiv BHV-1 utvrdena u krvnom serumu svih ispiti-
vanih krava. Kod 47 (44,34%) krava utvrdene vrednosti titra antitela su bile visoke
(1:128 do 1:512), Sto pokazuje da je kod ovih jedinki u toku visokog graviditeta
verovatno doslo do infekcije ili reaktivacije latentne infekcije BHV-1.
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Tabela 1. Prikaz utvrdenih vrednosti titra antitela protiv BHV-1 u krvnom serumu krava,
neposredno posle partusa i krvnom serumu njihove teladi pre ishrane kolostrumom /|

Table 1. Established values for titer of antibodies against BHV-1 in blood serum of cows immediately after
parturition and in blood serum of their calves before colostrum intake

Red. Titar 1: / Titer I: Red. Titar 1: / Titer I: Red. Titar 1: / Titer I:
broj/ | Krave/ | Telad/ | broj/ | Krave/ | Telad/ | broj/ | Krave/ | Telad/
No. Cows Calves No. Cows Calves No. Cows Calves
1 16 <2 38 128 <2 75 128 <2
2 16 <2 39 128 <2 76 128 <2
3 32 <2 40 32 <2 77 64 <2
4 64 <2 41 128 <2 78 64 <2
5 16 <2 42 256 <2 79 256 <2
6 64 <2 43 64 <2 80 512 <2
7 32 <2 44 128 <2 81 256 <2
8 64 <2 45 32 <2 82 512 <2
9 16 <2 46 128 <2 83 128 <2
10 4 <2 47 256 4 84 512 <2
11 32 <2 48 512 8 85 128 <2
12 2 2 49 8 <2 86 256 <2
13 32 <2 50 256 <2 87 256 <2
14 32 <2 51 256 8 88 256 <2
15 2 <2 52 8 <2 89 256 <2
16 32 <2 53 256 <2 90 32 8
17 8 <2 54 256 <2 91 128 <2
18 8 <2 55 512 16 92 128 <2
19 32 <2 56 64 <2 93 128 <2
20 32 <2 57 64 <2 94 128 <2
21 128 8 58 4 <2 95 256 <2
22 4 <2 59 32 <2 96 128 <2
23 64 16 60 64 <2 97 128 <2
24 8 <2 61 16 <2 98 512 <2
25 16 <2 62 128 <2 99 128 <2
26 16 <2 63 16 4 100 64 <2
27 8 <2 64 32 <2 101 128 <2
28 16 <2 65 32 <2 102 256 <2
29 32 <2 66 4 <2 103 32 16
30 32 <2 67 32 <2 104 32 <2
31 32 <2 68 32 <2 <2
32 16 4 69 8 <2 105 128 <2
33 16 <2 70 128 8 106 128 8
34 16 <2 71 256 <2
35 32 <2 72 512 <2
36 128 <2 73 256 <2
37 32 <2 74 512 <2
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Tabela 2. Distribucija utvrdenih vrednosti titra antitela protiv BHV-1 u krvnom serumu krava i
krvnom serumu njihove teladi pre ishrane kolostrumom /|

Table 2. Distribution of established values for titer of antibodies against BHV-1 in blood serum of cows and in
blood serum of their calves before colostrum intake

Titar antitela / Antibody titer

n = a106/P107
<1:2 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 | 1:256 | 1:512
Broj krava / 0 2 4 7 12 23 11 23 16 8
Number of cows
% 0 1,89 3,77 6,60 11,32 21,70 | 10,38 | 21,70 | 15,09 | 7,55
Broj teladi / 91 4 4 5 3
Number of calves
% 85,05| 3,74 3,74 4,67 2,80

& jgpitani broj krvnih seruma krava; b ispitani broj krvnih seruma teladi /
2 examined number of blood serums of cows; ® examined number of blood serums of calves

Za ostale krave se, prema nalazu specifi¢nih antitela, moze reéi da su
latentno inficirane ovim virusom. Medutim, treba ista¢i da ni kod jedne krave
klinickim pregledom nisu bili zapaZeni simptomi koji bi ukazivali na infekciju ovim
virusom. U prekolostralnom krvnom serumu teladi, specifi¢na antitela protiv BHV-
1 utvrdena su kod 16 (14,95%) ispitane teladi. Kod 8 jedinki (7,48%) utvrdene
vrednosti titra antitela iznosile su 1:8 i 1:16, $to upucuje na razmatranje mo-
guénosti o intrauterinoj infekciji BHV-1. Uprkos ovoj €injenici, kod ove teladi
tokom neonatalnog perioda nisu zapazeni simptomi poremecaja zdravstvenog
stanja. Telad su bila vitalna i redovno su konzumirala mleko u ponudenim
koli¢inama.

Ukoliko se posmatraju samo telad, kod kojih su utvrdena antitela pro-
tiv BHV-1, sa svojim majkama, kao $to je prikazano u tabeli broj 3, zapaza se vi-
soka heterogenost utvrdenih vrednosti titra antitela. U jednom sluc¢aju vrednosti ti-
tra antitela bile su iste, kako kod teleta, tako i kod njegove majke (oznaka uzorka
12). U ostalim slu¢ajevima utvrdene vrednosti titra antitela kod teladi su nekoliko
puta manje nego kod krava. Ovi podaci ukazuju na razli¢itu reaktivnost krava i te-
ladi ili na reaktivaciju latentne infekcije kod krava, §to je uticalo i na vrednosti titra
antitela protiv BHV-1 kod fetusa.

Fetusi goveceta mogu da prezive infekciju govedim herpesvirusom-1,
Sto su dokazali i drugi autori. Ovo prezivljavanje se ipak mora samo uslovno prih-
vatiti, jer zavisi od bioloSkih karakteristika virusa i drugih nepoznatih faktora. Is-
trazivanjima Milera i sar. (1991) dokazano je da subtip 1 i subtip 2a govedeg
herpesvirusa-1 redovno dovodi do uginuca fetusa i pobacaja, dok se subtip 2b ne
moze smatrati uzro¢nikom pobacaja. U ispitivanjima prikazanim u ovom radu nije
bila obuhvaéena izolacija i tipizacija virusa iz placente kod seropozitivne teladi,
kao verifikacija infekcije fetusa tokom intrauterinog razvoja, sto ¢e predstavljati
predmet nasih buducih ispitivanja.
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Tabela 3. Prkaz utvrdenih vrednosti titra antitela protiv BHV-1 u prekolostralnom krvnom se-
rumu teladi i u krvnom serumu njihovih majki /

Table 3 Established values for titer of antibodies against BHV-1 in precolostral blood serum of calves and in
blood serum of their mothers

Titar 1: / Titer I: Titar 1: / Titer 1:
Oznaka uzorka / Oznaka uzorka /
Sample number Telad / Krave / Sample number Telad / Krave /
Calves Cows Calves Cows

12 2 2 55 16 512
21 8 128 63 4 16
23 16 64 69 2 8
27 2 8 70 8 128
32 4 16 78 2 64
47 4 256 80 8 32
48 8 512 102 2 256
51 8 256 103 16 32

Istrazivanjima Boscha i sar. (2000) utvrdeno je da krave koje su sero-
pozitivne na BHV-1 mogu da otele seropozitivnu telad u 23,3% slu¢ajeva. Rodger i
sar. (2007) su u svojim istraZivanjima ustanovili da se ni vestackom infekcijom
BHV-1 visko gravidnih junica ne postize uvek pobacaj. Navedeni primeri pot-
krepljuju misljenje da se infekcija BHV-1 ne zavrS§ava uvek uginu¢em i pobacajem
fetusa. Prema tome, ostaje i dalje otvoreno pitanje utvrdivanja faktora koji kon-
troliSu Sirenje virusa sa placente do fetusa, kao i utvrdivanje faktora koji odreduju
da li se infekcija fetusa BHV-1 moze okoncati bez uginuéa i pobacaja. Ne treba
zanemariti ni Cinjenicu da telad prilikom porodaja moze da proguta i odredenu
koli¢inu alantohorijalne te¢nosti u kojoj se nalaze antitela protiv BHV-1. Svi ovi ele-
menti ¢e biti predmet nasih buducih istrazivanja, jer postoji veliki interes odgoja
teladi bez infekcije sa BHV-1.

Zakljuéak / Conclusion

Ispitivanjima u okviru ovog rada je dokazano da krave koje su sero-
pozitivne na BHV-1 mogu, u 14,95% slucajeva, da otele telad koja je seropozitivna
na taj virus. Ovaj nalaz se mora imati u vidu kada se vrSi odabir potencijalnih bi-
kovskih majki, kao i kada se vrsi analiza imunskog statusa teladi sa aspekta trans-
fera kolostralnih antitela i sprovodenja imunoprofilakse teladi protiv infekcije sa
BHV-1.
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF PRESENCE OF ANTIBODIES AGAINST BOVINE
HERPESVIRUS-1 IN BLOOD SERUM OF CALVES PRIOR TO COLOSTRUM DIET

S. Lazié, D. Rogan, T. Petrovi¢, D. Bugarski, Diana Lupulovié¢, M. Lazarevi¢

The paper presents the results of investigations of the presence of the bovine
rpesvirus-1 (BHV-1) in samples of blood serum from 106 cows and 107 of their calves

(one cow had twins). Blood was sampled from the cows immediately after parturition, and
from the calves before feeding on colostrum. The examined cows and their calves origi-
nated from 5 herds in which previous investigations had shown infection with the bovine

he

rpesvirus-1. The determination of antibodies against BHV-1 was performed using the

method of virus neutralization in culture of MDBK cells with 100 TCID/50 viruses (BHV-1,
TN-41 Am. Bio Research, USA).
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Antibodies against BHV-1 were determined in all blood serum samples of
cows and in 16 samples of precolostral blood serums of calves. The antibody titer values in
cows ranged from 1:4 to 1:512, and in calves the determined values were from 1:2to0 1:16.
The results indicate that cows that are seropositive to BHV-1 can deliver calves seropositive
to BHV-1 in about 15% cases. This must be kept in mind in selecting cows for the produc-
tion of breeding material, in particular bulls for reproduction centers, as well as in making a
programme for the immunoprophylaxis of calves against BHV-1.

Key words: antibodies, BHV-1, cows, valves, precolostral blood serum

PYCCKUA

PE3VJIbTATbl AHTUTEN NMPOTUB TOBAXEIO FrEPNECBUPYCA-1 B KPOBSAHOM
CEPYME TENAT 4O KOPMJIEHUSA MOJIO3UBOM

C. NNa3wny, O. PoraH, T. MeTpoBuy, [l. Byrapcku, AQusHa Jlynynosuy, M. Jlazapesuy

B paboTe nokasaHbl pedynbTaTbl AaHHbIX aHTUTEN MPOTUB FOBSXXEro rep-
necsupyca-1 (F'MB-1) B 06pasunkax KpoBsiHbIx cepymoB 106 kopos 1 107 nx Tendart (ogHa
KopoBa oTenuna 6nmsHeuos). O6paszynkoBaHne KpPoBU N3 KOPOB COBEPLLEHO CPasy Mo-
cne pofos, a U3 TeNAT 40 KOPMIIEHUSA MOMNO3MBOM. VcnbiTaHHble KOPOBbI U UX TENATa,
npoucxoannn n3 5 NnemMeHHbIX NPUnIoA0B B KOTOPbIX 601€e paHHUMU UCTIbITaHUSAMN YC-
TaHoBMEeHa MHPEeKLMSA roBSHXXUM reprnecBupycom-1. YctaHoBneHne aHtuten npotus T B-
1 coBeplweHO MeToAoOM BUpPYC HenTpanu3auum Ha KynbType MOBK knetok ¢ 100
TUNL/50 Bupyca (ITB-1, TH-41 Am. Bio Research, CLLA).

AHTuTena nputme MB-1 ycTaHOBMEHbIE BO BCEX 0O6pa3ymKax KPOBSHbIX Ce-
PYyMOB KOpPOB 1 B 16 06pa34mMKoB AOMOO3UBHbLIX KPOBSHbIX CepyMoB TensaTt. CToMmocTu
TUTPaA aHTUTEN cocTaBnanm y Kopos oT 1:4 go 1:512, a y Tenat ot 1:2 go 1:16. Pe-
3ynbTaTbl YKa3blBaKOT, YTO KOPOBbI, KOTOPbIE CeprnonoXxuTernbHble Ha [T B-1 moryT oTe-
NUTb CEeponoNoXMTENbHbIX TensH Ha MB-1 B okono 15% cnyyae. 3T0 fOMKHO MMETL B
BUAyY, Korga cosepluaeTcsa oT6op KOpPOB AN1A MPON3BOACTA NIEMEHHOro MaTepuana, a oT-
LenbHO O6bIKOB ANs PenpoLeHTPOB, CMOBHO U Korga Aenaetcsa nporpaMmma UMMyHOMpo-
dunakTukm Tenat npotme MB-1.

KntoueBble crnosa: aHTuTena, NMB-1, KOpoBbIl, TeNATa, AOMOJO3NBHbBIN KPOBSHOW CEPYM
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TELESNA KONDICIJA I POKAZATELJI ENERGETSKOG
STATUSA KRAVA U VISOKOM GRAVIDITETU I

RANOJ FAZI LAKTACIJE

BODY CONDITION AND INDICATORS OF ENERGY STATUS OF COWS

IN ADVANCED GRAVIDITY AND EARLY STAGE OF LACTATION

R. Prodanovié, Danijela Kirovski, Dobrila Jaki¢-Dimi¢, I. Vujanac,

B. Kureljusi¢™

*

Cilj istraZivanja bio je da se utvrdi validnost nekih metabolickih i
endokrinih pokazatelja energetskog metabolizma u poredenju sa te-
lesnom kondicijom krava tokom poslednje faze graviditeta i rane faze
laktacije. Za ispitivanje su odabrane tri grupe od po osam krava u perio-
du zasuSenja (15 dana pre oCekivanog termina teljenja), ranom puer-
perijumu (15 dana nakon teljenja) i 100. dana laktacije. Sve Zivotinje
ukljuc¢ene u ogled bile su prvotelkinje i drugotelkinje. Telesna kondicija
krava u visokom graviditetu i laktaciji je ocenjivana prema sistemu
Elanco Animal Health Buletin Al 8478. U uzorcima sveZe krvi odredi-
vana je koncentracija glukoze i beta-hidroksi buterne kiseline (BHB), a
u uzorcima krvnog seruma koncentracija ukupnog bilirubina, uree, tri-
jodtironina i tiroksina. Uzorci krvi uzimani su u zasusenju, ranom puer-
perijumu i 100. dana laktacije. Na osnovu dobijenih rezultata visok ste-
pen korelacije utvrden je izmedu telesne kondicije krava u ranom puer-
perijumu i koncentracije BHB u krvi 15 dana pre teljenja (r = 0,898; p <
0,01). Nasuprot tome, znacajna korelacija je utvrdena izmedu telesne
kondicije u zasusenju i koncentracije ukupnog bilirubina u Krvi krava 15
dana posle teljenja (r = 0,603; p < 0,05). Dodatno je ustanovijen visok
stepen korelacije izmedu razlike u telesnoj kondiciji krava u zasusenju i
ranom puerperijumu (X = 0,49 = 0,21 poena) i koncentracije BHB u
krvi krava pre teljenja (r = 0,800; p < 0,02). Na osnovu dobijenih rezul-

Rad primljen za Stampu 20. 01. 2010. godine
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tata moZe se zakljuciti da su promene telesne kondicije krava koje nas-
taju u peripartalnom periodu u znacajnoj korelaciji sa koncentracijom
BHB u Krvi krava u zasu$enju i koncentracijom ukupnog bilirubina u ra-
nom puerperijumu.

Kljucne reci: krava, energetski status, metabolicki profil,
telesna kondicija

Uvod / Introduction

Ocena telesne kondicije krava holstajn rase je veoma pouzdan poka-
zatelj energetskog statusa, pogotovo u peripartalnom periodu, kada nastaju na-
jizrazenije promene u energetskom metabolizmu (Milovanovi¢ i sar., 2005;
Samanc i sar., 2007).

Kao pokazatelji energetskog statusa visokomlecnih krava u periodu
oko teljenja mogu da posluze parametri metabolickog profila, pre svega vrednosti
koncentracija glukoze i BHB u krvi (Reist i sar., 2002; Kida, 2003; Kirovski i sar.,
2009). Naime, kod krava u laktaciji je ustanovljena znacajna negativna korelacija
izmedu koncentracije glukoze i BHB u krvnoj plazmi. Za vreme hipoglikemije,
koncentracija BHB se povecava proporcionalno smanjenju koncentracije glukoze
u krvi, a kod nekih Zivotinja nastaje ketozno stanje (Reist i sar., 2002; Gaal, 2005).
Sa druge strane, odredivanje koncentracije ukupnog bilirubina daje uvid u funk-
cionalno stanje jetre i posredno u energetski status jedinke. Smatra se da su vred-
nosti bilirubinemije od preko 8,55 umol/l patoloske i najce$ée su posledica masne
infiltracije i degeneracije ¢elija jetre. U takvim slu¢ajevima je oslabljena ekskre-
torna funkcija ovog organa (Rosenberger, 1995).

U poslednje vreme sve vise se isti¢e da nedovoljno prilagodavanije en-
dokrinog sistema u peripartalnom periodu predstavlja jedan od klju¢nih ¢inilaca
koji moze da narusi metaboli¢ku ravnotezu i dovede do nastanka supklini¢kih i
klinickih poremeéaja zdravlja krava (Samanc i sar., 1993; 2005). Tu se, pre svega,
misli na aktivnost tireoideje. Sve je viSe podataka koji ukazuju na to da su kod
visokomle¢nih krava snabdevanje jodom i funkcija Stitaste Zlezde od klju¢nog
znacaja za pravilno funkcionisanje energetskog metabolizma i prilagodavanje zi-
votinja na pojacanu aktivnost mle¢ne zlezde tokom prve faze laktacije. Vi§e autora
je ukazivalo na to da se koncentracije trijodtironina (T3) i tiroksina (T4) u krvi krava
znacajno snizavaju u periodu oko teljenja. Smanjenje njihove koncentracije u krvi
krava u peripartalnom periodu, narocito na pocetku laktacije, omogucéava ko-
riS¢enje i preusmeravanije telesnih rezervi organizma za potrebe nametnute vi-
sokom proizvodnjom mleka. To je kljuCni proces u adaptaciji perifernih tkiva na
smanjen promet energije, koja se u toku laktacije najviSe koristi za potrebe
mle¢ne Zlezde. Medutim, kada se aktivira mle¢na Zlezda, kod pojedinih Zivotinja,
koncentracija tireoidnih hormona u krvi moze da bude suvise niska
(T8<1,2 nmol/l, T4<40 nmol/l). To vrlo ¢esto moze da bude glavni uzrok na-
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ruSavanja metaboli¢ke ravnoteze i u takvim uslovima kod visokomle&nih krava se
Cesto pojavljuje zamaScenje jetre. Kod najtezih oblika zamascenja jetre su po
pravilu i najnize vrednosti koncentracije trijodtironina (T3) i tiroksina (T4) u krvi
krava (Rosenberger, 1995; Samanc i sar., 2000; 2009).

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi koji od metaboli¢kih odnosno endokr-
inih pokazatelja energetskog metabolizma pokazuje najveci stepen korelacije sa
telesnom kondicijom tokom peripartalnog perioda i 100. dana laktacije.

Materijal i metode rada / Material and methods

Na farmi visokomle€nih krava holStajn rase odabrane su zivotinje za
ispitivanje telesne kondicije odnosno energetskog statusa u tri faze proizvodno-
reproduktivnog ciklusa (zasu$enje, rani puerperijum i 100. dana laktacije). Ovim
ispitivanjima su obuhvaéene prvotelkinje i drugotelkinje. Ispitivane zivotinje su bile
smestene u stajama zatvorenog tipa i nisu bile vezane. U svim fazama pro-
izvodno-reproduktivnog ciklusa na farmi, krave su dobijale miksiran obrok dva
puta dnevno u razmaku od 12 ¢asova.

Ispitivanje je izvrSeno kod 3 grupe od po 8 krava. U prvoj grupi su bile
krave u zasuSenju (15 dana pre o¢ekivanog termina teljenja), u drugoj grupi krave
u ranom puerperijumu (15 dana nakon teljenja), a u tre¢oj krave 100. dana lakta-
cije.

Telesna kondicija krava je ocenjivana prema sistemu Elanco Animal
Health Buletin AL 8478 (Milovanovic i sar., 2005). Od krava uklju€enih u ogled uzi-
mani su uzorci krvi punkcijom vene jugularis u 10 ¢asova pre podne odnosno 4
€asa nakon davanija jutarnjeg obroka. U toku uzimanja krvi odredivana je koncen-
tracija glukoze i BHB komercijalnim test trakama (Precision-Xtra plus). U uzorcima
krvnog seruma ispitivane su koncentracije uree, ukupnog bilirubina, T3 i T4. Kon-
centracije biohemijskih sastojaka krvne plazme odredivane su fotometrijskom
metodom koriS¢enjem komercijalnih test paketa (Bio-Medica). Koncentracija T3 i
T4 je odredivana kori§¢enjem komercijalnih RIA kitova (INEP, Zemun).

Rezultati ispitivanja obradeni su standardnim statistiCkim metodama i
izraCunati su srednje vrednosti i standardna devijacija. Za ocenu statistic¢kih
znacajnosti razlika srednjih vrednosti primenjen je Studentov t-test. Medusobni
odnos posmatranih parametara odreden je korelacijom prema Personu.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Srednje vrednosti ocene telesne kondicije, parametara metaboli¢kog
profila i koncentracije tireoidnih hormona u tri razli¢ita perioda prikazane su u ta-
beli 1.
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Tabela 1. Ocena telesne kondicije (OTK), koncentracija tireoidnih hormona i pojedinih
biohemijskih parametara, pokazatelja energetskog statusa u krvi krava /
Table 1. Scoring of body condition (BCS), concentration of thyroid hormones and certain biochemical
parameters, indicators of energy status in cow blood

Vrednosti ispitivanih parametara (X = SD) /
Value of examined parameter (X = SD)

15 dana pre teljenja/ | 15 dana posle teljenja/| 100 dana laktacije /
15 days before calving 15 days after calving 100 days of lactation

%g((s‘iﬁfe?a” 3,41+ 0,13 3,03 = 0,34** 2,91 = 0,19%**
?}}gckcgﬁa(n(ar;g}ﬂo)m)/ 3,56 = 0,64 2,84 = 0,48 2,69+ 0,28%*
o o ! 0,32 + 0,11 0,67 + 0,19%* * .

E’% ‘;12]'; %Ec%)/ 7,59 + 1,91 14,98 + 7,39%+aa 6,03 + 1,36
J A e 178 = 0,53 1,68 = 0,708 194 = 0,19
Tiroksin (nmol/l) / 55.25 + 21 69 37,12 = 16,15 52,89 = 7,75

Thyroxine (nmol/l)

Legenda: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; u odnosu na zasusenje
a<0,05; aa<0,01; u odnosu na 100. dan laktacije

Legend:  * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; with respect to dry period
a<0.05; aa<0.01; with respect to 100th day of lactation

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 1, zapaZza se da je telesna kon-
dicija krava u ranom puerperijumu i 100. dana laktacije bila statisticki znac¢ajno
niza (p<0,01; odnosno p<0,001) u odnosu na telesnu kondiciju utvrdenu u peri-
odu zasusenja. Medutim, rezultati ispitivanja telesne kondicije pokazuju da su se
u svim ispitivanim fazama dobijene vrednosti kretale u fizioloskim granicama.

Prosec¢na koncentracija glukoze u zasu$enju je bila znac¢ajno veéa u
poredenju sa vrednostima dobijenim u ranom puerperijumu i 100. dana laktacije
(p<0,05; odnosno p<0,001). Nasuprot tome, prosecne vrednosti koncentracije
BHB i ukupnog bilirubina su bile znac¢ajno vise u ranom puerperijumu (p<0,001;
odnosno p<0,01), a vrednosti za ukupni bilirubin i 100. dana laktacije (p<0,01).
Vrednosti dobijene za koncentraciju uree, trijodtironina i tiroksina nisu se sta-
tistiCki znac¢ajno razlikovale izmedu ispitivanih perioda. Ipak, neposredno nakon
telienja doSlo je do smanjenja koncentracija T3 i T4 u odnosu na period za-
susenja, ali dobijena razlika nije bila statisticki znac¢ajna zbog velike varijabilnosti
pojedinacnih rezultata.

Na osnovu dobijenih razultata za najvaznije parametre metabolickog
profila krava, vidi se da postoje odstupanja od fizioloskih vrednosti u koncentraciji
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ukupnog bilirubina koja, prema Kaneku (1989) iznosi najviSe do 8,55 umol/l.
Posebno su interesantni rezultati koncentracije ukupnog bilirubina dobijenih u fazi
ranog puerperijuma jer su kod viSe od 30 % ispitivanih Zivotinja dobijene vrednosti
bile zna¢ajno vece od fizioloSkih, Sto ukazuje na veéi stepen opterecenja funkcije
jetre. Prose€ne vrednosti za koncentraciju uree u krvnom serumu ispitivanih krava
su bile na gornjoj fizioloSkoj granici koja, prema Jazbecu (1990), iznosi do
6,66 mmol/l. U literaturi postoje podaci koji jasno ukazuju na to da i pri najmanjem
stepenu zama$cenja jetre dolazi do povecanja koncentracije ukupnog bilirubina u
krvi Zivotinja (Rosenberger, 1995).

Posmatranjem pojedina¢nih vrednosti koncentracija ukupnog biliru-
bina, BHB i glukoze u krvi jasno se vidi da su kod krava sa najve¢om bilirubinemi-
jom ustanovljene najvece vrednosti za koncentraciju BHB, a najnize za koncentra-
ciju glukoze. To poklapanje jasno pokazuje da ubrzo nakon teljenja nastaju
znagajne promene u odnosu koncentracija energetskih i glukogenoplasti¢nih
prekursora sa vidnim uticajem na morfolo$ki i funkcionalni integritet jetre. Za vi-
soko mle¢ne krave to predstavlja prognosti¢ki nepovoljan nalaz jer proces lipo-
mobilizacije tokom laktacije moZe da dovede do tezih oStecenja tkiva jetre, pa i
do otkazivanja njenih funkcija (Collins, 1980; Huszenicza i sar., 1999; Samanc i
sar., 2008).

Kada se posmatraju rezultati ispitivanja koncentracija T3 i T4, zapaza
se da se u sva tri ispitivana perioda dobijene prose¢ne vrednosti kre¢u u fizio-
loskim granicama (Kaneku, 1989). Medutim, kada se analiziraju pojedina¢ne
vrednosti, onda se vidi da kod 15 % krava na ovoj farmi postoji stanje hipofunkcije
tireoideje. Kako je poznato iz literature, takve se zivotinje teSko prilagodavaju u
uslovima velikog optereéenja energetskog metabolizma i zbog toga kod njih
Cesto dolazi do zamas$cenja jetre (Huszenicza i sar., 1999). Posebno je interesan-
tan podatak koji pokazuje da su kod onih Zivotinja kod kojih su utvrdene najnize
vrednosti za T3 i T4 u isto vreme utvrdene i najviSe vrednosti za koncentraciju
ukupnog bilirubina.

U tabeli 2 su prikazani koeficijenti korelacije izmedu ocena telesne
kondicije krava u antepartalnom periodu (OTK AP) i postpartalnom periodu (OTK
PP) i pojedinih parametara metaboli¢kog profila odredenih 15 dana pre teljenja.

Tabela 2. Koeficijenti korelacije izmedu OTK i koncentracije ispitivanih parametara
odredenih antepartalno /
Table 2. Correlation coefficient between BCS and concentration of examined parameters determined

antepartum
Parametar / | Glukoza / BHB / Urea / Bilirubin / T3 Ta
Parameter Glucose BHB Urea Bilirubin
0;6}?964?/ 0,468 0,482 0,416 0,000 0,286 0,512
OB;I—C}’TS'P;P/ 0,000 0,898 P<0,01 0,325 -0,194 -0,547 -0,404
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Iz rezultata se zapaza da znacajna pozitivna korelacija postoji izmedu
telesne kondicije krava odredene postpartalno i koncentracije BHB utvrdene do
15 dana pre teljenja (r = 0,898; p < 0,01). Ovaj podatak upravo potvrduje nalaze
nekih autora da je gojaznost krava jedan od predisponirajucih Cinilaca za nasta-
janje nekontrolisane lipomobilizacije i samim tim intenziviranja procesa ketoge-
neze, posebno na pocetku laktacije, $to pokazuju i rezultati ovoga rada (Gustaf-
soon i sar., 1995; Gaal i sar., 2005). Preciznije re¢eno, kod ugojenih krava ketoge-
neza moze da se intenzivira jo$ pre teljenja, ali je skoro redovno veoma intenzivna
posle teljenja, kada se kod Zivotinja naglo menja bilans energije. Stoga, sa
klinickog aspekta koncentracija BHB u krvi i telesna kondicija krava u peripartal-
nom periodu mogu da imaju kako dijagnostiCki tako i prognosticki znacaj.

U tabeli 3 su prikazani koeficijenti korelacije izmedu ocena telesne
kondicije krava u antepartalnom periodu (OTK AP) i postpartalnom periodu (OTK
PP) i pojedinih parametara metaboli¢kog profila odredenih 15 dana posle teljenja.

Tabela 3. Koeficijenti korelacije izmedu OTK i koncentracije ispitivanih parametara
odredenih postpartalno /
Table 3. Correlation coefficient between BCS and concentration of examined parameters determined

postpartum
Parametar / | Glukoza / BHB / Urea / Bilirubin / T3 Ta
Parameter Glucose BHB Urea Bilirubin
T | o122 0,180 0428 |0,603P<0.05| 0,000 0,000
st | otta 0,000 0,109 0,164 0,454 0,245

Iz rezultata se zapaZa da visok stepen korelacije postoji izmedu tele-
sne kondicije krava odredene antepartalno i koncentracije ukupnog bilirubina
utvrdene petnaest dana posle teljenja (r = 0,603; p < 0,05). Upravo ovaj nalaz
potvrduje ve¢ navedeno glediSte da kod ugojenih krava, pri prelasku iz stanja
pozitivnog u stanje negativnog bilansa energije (peripartalni period), postoji opas-
nost od nastajanja nekontrolisane lipomobilizacije. Kod nekih zZivotinja ovaj pro-
ces na pocetku laktacije moZze da evoluira u patolosko stanje, u ¢ijoj osnovi je
skoro uvek manii ili ve¢i stepen zamascenja jetre. Posledica toga je narusavanje
morfoloskog i funkcionalnog integriteta jetre. Hiperbilirubinemija je jedan od naj-
pouzdanijih parametara metaboli¢kog profila, pokazatelja funkcionalnog stanja
jetre (Jovanovié i sar., 1991; Samanc i sar., 1992).

Razlike izmedu vrednosti OTK odredene prepartalno, u ranom puer-
perijumu i tokom rane laktacije takode mogu da posluze kao pokazatelj promena
u energetskom statusu Zivotinja u graviditetu i laktaciji. Podaci iz literature ukazuju
na to da ta razlika ne bi trebalo da bude vec¢a od 0,5 odnosno najvise 0,7 poena
(Milovanovi¢ i sar., 2005; Samanci sar., 2007). Rezultati nasih ispitivanja su poka-
zali najvecu razliku u telesnoj kondiciji krava u peripartalnom periodu (X = 0,49 +
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0,21). Pored toga, ispitivana je i korelacija izmedu ove razlike u OTK i koncentra-
cije parametara energetskog statusa odredenih 15 dana pre teljenja (tabela 4) i
petnaest dana posle teljenja (tabela 5).

Tabela 4. Korelacija izmedu OTK i koncentracije ispitivanih parametara odredenih
antepartalno /
Table 4. Correlation between BCS and concentration of examined parameters determined antepartum

Parametar / | Glukoza / BHBA / Urea / Bilirubin / T3 Ta
Parameter Glucose BHB Urea Bilirubin
OTK razlika / <0.,02
BCS difference| %000 |0:800P=7 -0,268 0,134 0,481 0,241

Tabela 5. Korelacija izmedu OTK i koncentracije ispitivanih parametara odredenih
postpartalno /
Table . Correlation between BCS and concentration of examined parameters determined postpartum

Parametar / | Glukoza / BHBA / Urea / Bilirubin / T3 Ta
Parameter Glucose BHB Urea Bilirubin

OTD razlika/

BCS difference 0,152 0,217 0,217 0,000 0,274 0,104

Iz rezultata prikazanih u tabeli se zapaza da visok stepen korelacije
postoji izmedu utvrdene razlike u OTK i koncentracije BHB prepartalno (r = 0,800;
p < 0,02). To prakticno znaci da ukoliko su razlike u telesnoj kondiciji krava
izmedu pojedinih faza proizvodno-reproduktivnog ciklusa (zasu$enje i rani puer-
prijum) izrazenije, veéi su izgledi da se ranije intenzivira ketogeneza i time
povecava koncentracija BHB u krvi Zivotinja. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
podacima do kojih su ranije dosli i drugi istrazivadi (Kegl i sar., 1992).

Zakljuéak / Conclusion

U cilju ranog otkrivanja poremecaja energetskog metabolizma pri-
marni dijagnostiCki zna¢aj imaju parametri metabolickog profila. Najpouzdaniji
pokazatelji energetskog statusa u antepartalnom periodu su koncentracija BHB, a
u postpartalnom periodu kncentracija ukupnog bilirubina u krvi krava. Vrednosti
ovih parametara su u znacajnoj korelaciji sa telesnom kondicijom zivotinja u peri-
partalnom periodu.
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ENGLISH

BODY CONDITION AND INDICATORS OF ENERGY STATUS OF COWS IN
ADVANCED GRAVIDITY AND EARLY STAGE OF LACTATION

R. Prodanovié, Danijela Kirovski, Dobrila Jaki¢-Dimi¢, I. Vujanac, B. Kureljusi¢

The objective of the investigations was to establish the validity of certain meta-
bolic and endocrine indicators of energy metabolism in comparison with the body condi-
tion of cows during the final stage of pregnancy and the early stage of lactation. For the in-
vestigations, three groups of eight cows each were chosen during the dry period (15 days
before the expected date of calving), in early puerperium (15 days after calving) and on the
100th day of lactation. All the animals included in the experiment were primipara or at their
second delivery. The body condition of the cows in advanced pregnancy and lactation was
evaluated according to the Elanco Animal Health Bulletin Al 8478 system. Concentrations
of glucose and beta-hydroxybutyric acid (BHB) were determined in samples of fresh blood,
and concentrations of total bilirubin, urea, triiodothyronine and thyroxine in samples of
blood serum. The blood samples were taken during the dry period, in early puerperium,
and on the 100th day of lactation. On the grounds of the obtained results, a high degree of
correlation was determined between the body condition of cows in early puerperium and
BHB concentrations in blood established 15 days prior to calving (r = 0.898; p < 0.01).
Contrary to this, a significant correlation was established between the body condition of
cows in the dry period and the concentraton of total bilirubin in cow blood 15 days after
calving (r = 0.603; p < 0.05). Furthermore, a high degree of correlation was established be-
tween the difference in the body condition of cows in the dry period and in early puerperium
(X = 0.49 = 0.21 pints) and BHB concentration in the blood of cows prior to calving (r =
0.800; p < 0.02). It can be concluded on the grounds of the obtained results that changes
in the body condition of cows that occur in the peripartal period are in significant correlation
with BHB concentration in the blood of cows in the dry period and the concentration of total
bilirubin in early puerperium.

Key words: cow, energy status, metabolic profile, body condition
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PYCCKUA

KOHANLUNSA TEJNA U MOKASATEJIN SHEPTUTUYECKOIO CTATYCA KOPOB B
BbICOKOU BEPEMEHHOCTU U PAHHEWN ®A3E JIAKTALIUU

P. MpopaHoBuy, laHuena Kuposcku, lo6puna Akuy-Aumuny, U. Bysanau,
B. Kypentowuy

Llenb nccneposaHmsa 6bina yTBEepAWTb NOPSAOYHOCTb HEKOTOPbIX MeTa-
60MHECKNX N SHAOKPUHHBIX MOKa3aTenen 3HepruTUHeCcKoro MeTabonmama B CpaBHeHUN
C KOHAWLUWen Tena KopoB B Te4eHue nocnegHen dasbl 6epeMeHHOCTU U paHHen dasbl
nakTauuu. na ucnbiTaHua oTobpaHbl TpU rpynnbl OT NO BOCbMW KOPOB B nepuoae
3acbixaHus (15 gHen [0 OXKMAaHHOro TepMmuHa oTéna), paHHem nyepnepun (15 gHen no-
cne oténa) n 100 geHn nakTauun. Bce XXnBOTHbIE, BKMIOYEHHbIE B OMbIT ObINM NEpBOTEN-
KaMu 1 BTOpoTénkamu. KoHanuusa Tena KopoB B BbICOKOW 6€PEMEHHOCTU M NnakTaumm
oueHmBaHa no cucteme Elanco Animal Health Buletin Al 8478. B obpa3unkax CBexXemn
KpOBM OnpefesnbiBaHa KOHLUEHTpauus roKo3bl U 6eTa-rmapoKCH MAcnsHOW KUCOThI
(BI'M), a B o6pasdmkax KpOBSHOro cepyma KOHLIEHTpauusi COBOKYMHOro 6unupybuHa,
MOYEBWHbI, TPUNOATUPOHMHA N TUPOKCMHA. O6pasynKkmn KpoBm 6paHbl B 3acbixaHun, paH-
Hem nyepnepun 1 100 gHen nakTaumn. Ha ocHoBe MONyYeHHbIX pe3ynbTaToB BblCOKas
CcTeneHb KOppensauum yTeepXxaeHa Mexay KOHAMLMEN Tena KOpoB B paHHeM nyeprnepum
1 KoHueHTpauven BI'M B kposu, yTBepXXaéHHon 15 gHen o oténa (r=0,898; p<0,01). Bo-
NpeKn 9TOMYy, 3HauYUTesNbHas KOppensauus yTBepXAeHa Mexay KoHAuumen Tena B
3acbIXaHUM U KOHLEHTpaumen COBOKYMHOro 6unmpybrHa B KpoBu KopoB 15 aHen nocne
oTéna (r=0,603; p<0,05). JoNOMHUTENBHO, BbICOKAsA CTENEHb KOPPENALUN, YCTAHOBIIEH-
Has MexXAy pasHuuen B KOHAMUMM Tena KOPOB B 3acblXaHUWM M paHHEM nyeprnepum
(X=0,49+0,21 o4koB) 1 KoHUeHTpauuen BI'M B kpoBu kKopoB Ao oTéna (r=0,800; p<0,02).
Ha ocHoBe nony4YeHHbIX pedynbTaToB MOXHO cAenaTb BbiBOA, HTO U3MEHEHUSA KOHANLN
Tena KopoB, BO3HMKaKOLWME B AOPOLOBOM MEpuoae B 3HAYNTENbHON KOPPENALMN C KOH-
ueHTpaumen BI'M B KpoBU KOPOB B 3aCbIXaHWN U KOHLEHTPaLWen COBOKYMHOro 6unmpy-
6uHa B paHHeMm nyepnepuu.

KrntoyeBble crnoBa: KOpoBa, IHEPreTUYECKN cTaTyc, MeTabonnyecknin npogunb,
KoHAWUMS Tena
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UTICAJ TOPLOTNOG STRESA NA VREDNOSTI TRIJASA

KOD VISOKOMLECNIH KRAVA®

EFFECT OF HEAT STRESS ON VITAL SIGNS IN HIGH-YIELD

DAIRY COWS

I. Vujanac, Danijela Kirovski, J. Bojkovski, R. Prodanovié¢, B. Savi¢,

H. Samanc™

*

Cilj ovog rada je bio da se ispita uticaj spoljasnje temperature na
vrednosti trijasa kod visoko mlec¢nih krava u ranoj fazi laktacije, kao i da
Se na osnovu stepena korelacije izmedu vrednosti trijasa i dnevnog to-
plotnog indeksa (THI) utvrdi mogucénost kori$¢enja ispitanih fizioloskih
parametara organizma kao pokazatelja toplotnog stresa. U ogled je
bilo uklju¢eno 10 visoko mleCnih krava u prvoj fazi laktacije. Ispitivanje
je izvedeno tokom jula i prve polovine avgusta. Tokom izvodenja ogle-
da svakog dana je odredivan prosecan THI. IzloZenost jedinke toplot-
nom stresu bila je uslovljena prosecnom dnevnom vrednos$éu THI
vec¢om od 70. Dvanaest puta tokom perioda ispitivanja (30.juna, 4.jula,
7. jula, 10. jula, 14. jula, 17. jula, 21. jula, 24. jula, 29. jula, 5. avgusta,
11. avgusta i 14. avgusta) kravama je odredivan trijas. Na osnovu vred-
nosti THI utvrdeno je da su ispitivane Zivotinje 30. juna, 4. jula, 7. jula,
14. jula, 17. jula, 21. jula, 29. jula, 5. avgusta i 14. avgusta bile izloZene
delovanju toplotnog stresa, dok 10. jula, 24. jula i 11. avgusta toplotnog
stresa nije bilo. ProseCna telesna temperaturaje je u svim periodima is-
pitivanja, izuzev 24. jula, bila je iznad gornje fizioloske granice. Utvrden
je visok stepen korelacije izmedu telesne temperature i toplotnog in-
deksa (r = +0, 509; p = 0,05). Broj respiratornih pokreta u minuti bio je
iznad fizioloskih vrednosti tokom celog perioda ispitivanja. lzmedu
broja respiratornih pokreta i THI postojao je visok stepen korelacije (r=
+ 0,625; p<0,05). Prosecne vrednosti pulsa i broja kontrakcija buraga
nisu zna&ajno varirale tokom perioda ispitivanja. Nije utvrdena znacaj-
na korelacija izmedu vrednosti pulsa i THI, kao ni izmedu motori¢ke ak-

Rad primljen za Stampu 16. 02. 2010. godine
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Prodanovi¢, dr vet. med., istraziva¢ pripravnik, mr sci. med. vet. Bozidar Savi¢, Naucni insti-
tut za veterinarstvo Srbije, Beograd; dr sci. med. vet. Horea Samanc, profesor, Fakultet vet-
erinarske medicine Univerziteta u Beogradu
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tivnosti buraga i THI. Dobijeni rezultati u ovom radu pokazuju da su kod
visokomleénih krava izloZenih umerenom toplotnom stresu, telesna
temperatura i broj respiratornih pokreta iznad fizioloski dozvoljenih
vrednosti. Na osnovu toga moZe se zakljuciti da se ova dva parametra
trijasa mogu koristiti kao fizioloSki pokazatelji toplotnog stresa.

Kljucne reci: visokomlecne krave, toplotni stres, trijas

Uvod / Introduction

Stres je promenjeno stanje organizma koje nastaje pod snaznim uti-
cajem faktora iz spoljasnje sredine koji svojim delovanjem remete homeostazu
unutrasnje sredine, odnosno izvode ga iz stanja ravnoteze (Yousef, 1985).
Izu¢avanje stresa ima izuzetno veliki znacaj za uspe$no odrzavanije zdravlja i pro-
izvodnih sposobnosti visokomle¢nih krava. Pored poznatih stresogenih €inilaca
koji narusavaju zdravlje visokomle¢nih krava, a to su infekcije, bol, uznemirenost i
drugo, poslednjih godina se sve veéi znacaj pridaje visokoj spoljasnjoj tempera-
turi, kao stresogenom c¢iniocu koji moze da narusi zdravlje visokomle¢nih krava.

Toplotni stres kod visokomle¢nih krava nastaje pod uticajem snaznog
delovanja klimatskih Cinilaca (temperatura i relativna viaznost vazduha, strujanje
vazduha i dr.) koji pokre¢u mehanizme prilagodavanja na svim nivoima organ-
izma, od subgelijskih do organskih, u cilju odrzavanja ravnoteze unutrasnje sre-
dine (homeostaza). Teznja homeotermnih organizama da odrzavaju stabilnu tele-
snu temperaturu u veoma uskim okvirima je od izuzetne vaznosti, jer se time
postizu uslovi za pravilno i kontrolisano odvijanje fizioloSkih procesa (Shearer i
Beede, 1990). U slucaju otkazivanja adaptacionih sistema organizma dolazi do
poremecaja zdravlja i smanjenja proizvodno reproduktivnih karakteristika Zivot-
inja. Toplotni stres kod goveda, pogotovo kod krava u laktaciji, dovodi do sman-
jenja apetita, smanjenja proizvodnje mleka i, na kraju, poremecaja u reprodukciji.
Podaci iz literature pokazuju da tokom toplih i sparnih letnjih dana proizvodnja
mleka na pojedinim farmama moze opasti i do 50 % (Collier i Beede, 1985; Arm-
strong, 1994; West, 2003). Poremecaji u funkciji jajnika zbog atrofije (izostajanje
ovulacije i tihi estrus) imaju za posledicu nepovoljne rezultate vestackog oseme-
njavanja plotkinja (Lamming i Royal, 2001; Rivera i Hansen, 2001). Posebno je in-
teresantno da se period rekovalescencije znacajno produzava i posle prestanka
delovanja visoke spoljasnje temperature, a reproduktivna aktivnost se normali-
zuje tek za dva do tri meseca (Fuquay, 1981; Armstrong, 1994; Roth i sar., 2001).

U literaturi se kao pokazatelji toplotnog stresa u ambijentu u kome
jedinka zivi, naj¢esce koriste spoljne temperature i vlaznost vazduha. Na osnovu
vrednosti ovih parametara izra¢unava se temperaturni indeks (Tl), u anglosakson-
skoj literaturi poznat i kao temperature-humidity index (THI) (McDowell i sar.,
1976). Dobijena vrednost THI manja ili jednaka 70 ukazuje na spoljasnju tempera-
turu povoljnu za organizam krava, dok dobijena vrednost THI od 72 do 78 ukazuje
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na spoljasnju temperaturu stresogenu za organizam krava. Kada je vrednost THI
veca od 78 postoji veoma snazno stresogeno delovanje spoljasnje temperature
na zdravlje zZivotinja, pogotovo na krave u laktaciji koje nisu sposobne da u takvim
uslovima mehanizmima termoregulacije odrzavaju telesnu temperaturu u fizio-
loskim granicama (McDowell i sar., 1976).

U uslovima toplotnog stresa pojedini parametri trijasa se menjaju,
zbog €ega neki autori navode moguénost kori§éenja ovih fizioloSkih parametara
organizma kao pokazatelja toplotnog stresa. To se pre svega odnosi na telesnu
temperaturu, frekvencu disanja, frekvencu rada srca i kontrakcije buraga (Berman
i sar., 1985; Richards, 1985; Beatty i sar., 2006).

Cilj ovog rada je bio da se ispita uticaj spoljasnje temperature na vred-
nosti trijasa kod visokomle¢nih krava u ranoj fazi laktacije, kao i da se na osnovu
stepena korelacije izmedu vrednosti trijasa i THI utvrdi moguénost kori§éenja ispi-
tanih fizioloskih parametara organizma kao pokazatelja toplotnog stresa.

Materijal i metode rada / Material and methods

Ogled je izveden na farmi visokomle€nih krava holStajn-frizijske rase
tokom jula i prve polovine avgusta 2008. godine. Metodom slu¢ajnog izbora oda-
brano je 10 kliniCki zdravih krava (30 dana posle teljenja) od druge do Cetvrte lak-
tacije. Krave su hranjene miksiranim obrocima (TMR) dva puta dnevno. Pre mik-
siranog obroka, kravama je davano seno lucerke u ograni¢enim koli¢inama. Opti-
mizacija obroka za ovu kategoriju Zivotinja vr§ena je na osnovu dnevne koli¢ine
proizvedenog mleka. Krave su bile smestene "na vezu" u stajama otvorenog tipa.

Tokom izvodenja ogleda svakog sata (24 Casa dnevno) je odredivana
temperatura i relativna vlaznost vazduha, kao i temperatura suvog i vlaznog ter-
mometra. Vrednosti su registrovane u automatskoj stanici Hidrometeoroloskog
zavoda Republike Srbije udaljenoj oko 3 km vazdusnom linijom od farme na kojoj
su vrSena ispitivanja. Na osnovu prikupljenih podataka izracunat je satni toplotni
indeks (THI) za ceo period ispitivanja. THI je izraCunat na osnovu formule: THI =
(Tst + Tvt) x 0,72 + 40,6 gde je Tst — temperatura suvog termometra, Tvt — tem-
peratura vlaznog termometra a Ttr — temperatura tacke rose. Ova formula je pre-
porucena od strane National Research Council (1971) za primenu u govedarstvu.
Na osnovu vrednosti satnih toplotnih indeksa izraCunat je prosec¢an THI za od-
redeni dan ispitivanja.

Klinicki pregled Zivotinja i vrednosti trijasa odredivani su 12 puta
tokom ispitivanog perioda (30.juna, 4.jula, 7.jula, 10.jula, 14.jula, 17.jula, 21.jula,
24.jula, 29.jula, 5.avgusta, 11.avgusta i 14.avgusta 2008. godine). Telesna tem-
peratura krava je rektalno merena zivinim maksimalnim termometrom u trajanju
od pet minuta. Adspekcijom i auskultacijom srednje treé¢ine grudnog ko$a od-
redivan je broj respiratornih pokreta. Auskultacijom srca sa leve strane u 3. ili 4.
medurebarnom prostoru odredivan je i broj otkucaja srca u jednom minutu.
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Auskultacijom u levoj gladnoj jami pracena je motoric¢ka aktivnost buraga tokom
pet minuta.

Rezultati ispitivanja su predstavljeni graficki i tabelarno, kori§¢enjem
osnovnih parametara deskriptivne statistike (srednja vrednost i standardna devi-
jacija). Stepen znacajnosti razlika u srednjim vrednostima procenjen je studento-
vim t-testom za stepen pouzdanosti od 95%, odnosno 99 %.

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and Discussion

Srednje vrednosti dnevnih THI tokom ispitivanog perioda date su na
grafikonu 1.

lzrazit toplotni stres / Extreme heat stress
Umeren toplotni stres / Moderate heat stress

THI

247
55+

50 +rrrrrrrrrrrrrrTT T TITTITTrrrrrrrrnrl

20, juni do 19, jul Datum 20. juli do 20. avgust

* Strelicama su ozna&eni datumi kada je odredivan trijas /
*Arrows mark dates when vital signs were determined

Grafikon 1. Prosec¢ni dnevni toplotni indeksi (THI) tokom ispitivanog perioda
Graph 1. Average daily heat indexes (THI) during period of investigation

Na grafikonu 1 se zapaza da su ispitivane Zivotinje 30.juna, 4.jula,
7.jula, 14.jula, 17 jula, 21.jula, 29.jula, 05.avgusta i 14. avgusta 2008. godine bile
izloZene delovanju umerenog toplotnog stresa, dok 10. jula, 24. julai 11. avgusta
2008 godine toplotnog stresa nije bilo. U periodima u kojima nisu bile izlozene to-
plotnom stresu prose¢ne vrednosti THI su bile nize od 70, $to je odgovaralo opti-
malnim ambijentalnim uslovima drzanja visokomle¢nih krava. Najbolji ambijen-
talni uslovi drzanja visokomlec¢nih krava ostvaruju se onda kada je temperatura
vazduha od 5 do 25°C i definisani su kao optimalni ambijentalni uslovi drzanja za
ovu vrstu zivotinja (Roenfeldt, 1998).

U tabeli 1 date su vrednosti trijasa (X = SD), uz prikaz THI na sam dan
sprovedenog klinickog pregleda krava.
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U tabeli 2 prikazane su vrednosti koeficijenata korelacije izmedu THI i
parametara trijasa.

Tabela 2. Koeficijenti korelacije izmedu ispitivanih parametara i THI tokom ispitivanog
perioda
Table 2. Correlation coefficient between examined parameters and THI during period of investigation

Parametar / 'R Frekvenca disanja / Puls / Kontrakcije buraga /
Parameter Breathing frequency Pulse Rumen contractions
THI +0,509 +0,625* +0,321 --
*p<0,05

Iz prikazanih rezultata se vidi da su srednje vrednosti za telesnu tem-
peraturu u svim periodima ispitivanja, izuzev 24. jula, iznad gornje fizioloSke
granice. Najvisa proseCna telesna temperatura kod ispitivanih Zivotinja je bila 14.
avgusta i iznosila je 39,56 = 0,58 °C, a najniza je izmerena 24. jula 38,99 =+
0,27°C. Iz tabele 2, u kojoj su prikazani koeficijenti korelacije izmedu THI i para-
metara trijasa, uocava se visok stepen korelacije izmedu telesne temperature i to-
plotnog indeksa (THI), koji je bio na granici statistiCke znaCajnosti (r = + 0, 509; p
= 0,05). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima autora koji su utvrdili po-
rast telesne temperature u uslovima toplotnog stresa. Na osnovu toga zakljucili su
da je telesna temperatura dobar pokazatelj toplotnog stresa, kao i da se na os-
novu promene telesne temperature moze proceniti termoregulaciona sposobnost
organizma (Beatty i sar., 2006; Zhang i sar., 1994; Kabuga, 1992). Johnson i sar.
(1980) su ukazali na nepovoljan uticaj visoke spoljasnje temperature na proiz-
vodnju mleka i plodnost visokomleCnih krava. Naime, u uslovima toplotnog stresa
porast telesne temperature preko fizioloske granice za 1 °C moze da bude sasvim
dovoljan da smanji proizvodno-reproduktivnhu sposobnost vecine vrsta domacih
zivotinja (McDowell i sar., 1976). U uslovima poviSene ambijentalne temperature,
svakodnevnim merenjem telesne temperature moze da se prati proces pri-
lagodavanja Zivotinja na toplotni stres.

U periodima kada su zivotinje bile izlozene delovanju umerenog to-
plotnog stresa broj respiratornih pokreta u minuti se nalazio u rasponu od 51,40 =
6,3 do 77,89 = 13,82 (tabela 1), dok u periodima u kojima Zivotinje nisu bile
izlozene toplotnom stresu (THI<70) broj respiracija je bio znatno nizi i kretao se
0d 46,80 + 8,69do 51,90 + 10,92. Ovi rezultati su u skladu sa podacima do kojih
su dosli i drugi autori (Beatty i sar., 2006; Zhang i sar., 1994; Kabuga, 1992;
McDowell, 1972). Iz tabele 2 se vidi da izmedu broja respiratornih pokreta i THI
postoji visok stepen korelacije koji je bio statistiCki znac¢ajan (r=+0,625; p<0,05).
Imajuci u vidu pozitivnu korelaciju izmedu telesne temperature i THI, povecan broj
respiratornih pokreta ukazuje na proces prilagodavanja homeostatskih mehani-
zama kod visokomlecnih krava, jer povecanjem broja respiracija moze se de-
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limi¢no prevenirati dalji porast telesne temperature u uslovima umerenog toplot-
nog stresa, odnosno kada THI nije veéi od 80.

Povecéan broj respiratornih pokreta u uslovima povisene spoljasnje
temperature predstavlja veoma vazan fizioloSki termoregulacioni odbrambeni
odgovor organizma, kada je potrebno da se intenzivira proces odavanja viska to-
plotne energije (West i sar., 1991; Hales, 1976 ; Hales i Findlay, 1968). Ubrzano di-
sanje u uslovima umerenog toplotnog stresa ima za posledicu smanjenje respira-
tornog volumena i ograni¢enu alveolarnu ventilaciju plué¢a (Hales, 1976). Medu-
tim, u uslovima izrazito visoke spoljasSnje temperature, respiratorni volumen se
povecava, a time se omogucava da se isparavanjem sa povrsine sluzokoze or-
gana za disanje odaje veca koli¢ina toplotne energije u vidu vodene pare. Pri opti-
malnim ambijentalnim uslovima (18°C) broj respiratornih pokreta je od 10 do 34 u
minuti, dok je na temperaturi vazduha od 32 °C i povi$enoj relativnoj vlaznosti broj
disajnih pokreta duplo veéi (Johnston i sar., 1959). Kod visokomlecnih krava u
suptropskim klimatskim uslovima ustanovljeno je da se broj respiratornih pokreta
povecava preko 50 do 60 u minuti, kada je spoljasnja temperatura visa od 25 °C
(Berman i sar., 1985).

Prose&ne vrednosti pulsa nisu varirale tokom perioda ispitivanja i na-
lazile su se na gornjoj fizioloskoj granici (tabela 1). Medutim, Richards (1985) je
utvrdio poveéan broj otkucaja srca u minuti u uslovima toplotnog stresa. Ovo
povecanje autori su protumacili ¢injenicom da visokomle¢ne krave nisu aklimati-
zovane na naglo povecanje spoljasnje temperature (akutni toplotni stres) i da je
stoga ubrzan rad srca bio neposredan odgovor organizma na stanje stresa. Broj
otkucaja srca u minuti se povecava kada su zivotinje izloZzene kratkotrajnom to-
plotnom stresu, a smanjuje se ili odrzava u fizioloSkim granicama ukoliko streso-
geno delovanje traje duze (hroni¢ni toplotni stres) (Bianca, 1959). Medutim,
Huhnke i Monty (1976) nisu ustanovili zna¢ajnu razliku u frekvenciji rada srca
izmedu zasuSenih i oteljenih krava holStajn rase tokom zimskog i letnjeg perioda
ispitivanja. Ne tako davno sprovedena istrazivanja ukazuju na to da toplotni stres
moze da dovede do hemodilucije ili hemokoncentracije ili da nema uticaja na za-
preminu krvne plazme (Johnson i sar., 1991; Elvinger i sar.,, 1992). Kako je
poznato, svaka promena zapremine krvi u sistemskoj cirkulaciji uti¢e na frekven-
ciju rada srca. Zbog toga se moze tvrditi da se broj sréanih otkucaja u dobroj meri
menja u zavisnosti od duzine trajanja i intenziteta toplotnog stresa. 1z tabele 2 se
vidi da izmedu pulsa i THI nema znacajne korelacije (r = + 0,321; p>0,05)

Prosecan broj kontrakcija buraga kod ispitivanih visokomlecnih krava
tokom ogleda nije znac¢ajno varirao i nalazio se u okviru fizioloSkih vrenosti (tabe-
la1). Takode, nije utvrdena znaajna korelacija izmedu motoricke aktivnosti
buraga i THI (tabela 2), Sto pokazuje da toplotni stres nema uticaja na motilitet
ovog organa.
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Zakljucak / Conclusion

Na osnovu utvrdenih rezultata ispitivanja uticaja toplotnog stresa na

vrednosti trijasa kod visokomle¢nih krava moze se zakljuditi:

* da su kod visokomle¢nih krava izlozenih umerenom toplotnom
stresu telesna temperatura i broj respiratornih pokreta iznad fizio-
loski dozvoljenih vrednosti;

* dase telesnatemperaturai broj respiratornih pokreta mogu koristiti
kao fizioloSki pokazatelji toplotnog stresa;

* nije utvrdena znacajna korelacija izmedu vrednosti pulsa i THI, kao
ni izmedu motoriCke aktivnosti buraga i THI.
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ENGLISH

EFFECT OF HEAT STRESS ON VITAL SIGNS IN HIGH-YIELD DAIRY COWS
l. Vujanac, Danijela Kirovski, J. Bojkovski, R. Prodanovi¢, B. Savi¢, H. Samanc

The objective of this work was to examine the influence of outer temperature
on values of the vital signs (temperature, pulse, respiration) in high-yield dairy cows in early
stages of lactation, as well as to establish, on the grounds of the degree of correlation be-
tween the values for the vital signs and the temperature humidity index (THI), possibilities
for using the examined physiological parameters of the organism as an indicator of heat
stress. The experiment covered 10 high-yield dairy cows in the first phase of lactation. The
investigations were carried out in the course of July and the first half of August. During the
course of the experiment, the average THI was determined daily. An average daily THI
higher than 70 indicated that the animal had been exposed to heat stress on that day. Vital
signs were measured on twelve occasions during the period of investigation (June 30, July
4, July 7, July 10, July 14, July 17, July 21, July 24, July 29, August 5, August 11, and
August 14). It was established on the grounds of the THI values that the examined animals
were exposed to heat stress on June 30, July 4, July 7, July 14, July 17, July 21, July 29,
August 5, and August 14, while there was no heat stress on July 10, July 24, and August 11.
The average body temperature during all the periods of examination, with the exception of
July 24, was above the upper physiological limit. A high degree of correlation was estab-
lished between body temperature and the heat index (r = +0. 509; p = 0.05). The number
of respiratory movements per minute was above the physiological values during the entire
period of investigation. There was a high degree of correlation between the number of res-
piratory movements and THI (r = 4+ 0.625; p<0.05). The average pulse values and number
of contractions of the rumen did not vary significantly during the period of investigation. No
significant correlation was established between the pulse and THI values, or between mo-
toric activities of the rumen and THI. The results obtained in this work demonstrate that, in
high-yield dairy cows exposed to moderate heat stress, the body temperature and the
number of respiratory movements are above physiologically permitted values. On these
grounds, it can be concluded that these two parameters of the vital signs can be used as
physiological indicators of heat stress.

Key words: high-yield dairy cows, heat stress, vital signs

PYCCKUA

BNNAHUE TENNIOBOIO CTPECCA HA CTOMMOCTU TPUACA Y BbICOKO
MOJIOYHbIX KOPOB

W. BysiHau, Jannena Kuposcku, . Boiikoscku, P. MpogaHosuy, B. Casuy,
X. WamaHy,

Llenb aTon paboTbl 6bina ncnbiTate BO3AENCTBUE BHELLIEHEN TemnepaTypbl
Ha CTOMMOCTM TpMaca y BbICOKO MOJIOYHbIX KOPOB B paHHeN hase nakrauum, CIIoBHO U,
YTO Ha OCHOBE CTEMeHW KoppensauuM Mexxay CTOMMOCTbIO Tpyaca 1 TEnoBoro nHaekca
TW yTBEpPAUTb BO3MOXXHOCTb MOJSIb30BaHMA UCMbITaHHbIX (ON3MOIOrMYEeCKMX NapaMmeTpoB
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opraHm3ama Kak nokasaTesia TennoBoro ctpecca. B onblT BkAo4eHO 10 BbICOKO MO-
NOYHbIX KOPOB B NepBor hasde nakTaumu. MicnbiTaHue BbIBEAEHO B TEHEHWE VIONS U Nep-
BOW MOMOBUHbI aBrycta. B TeyeHne BbINOMHEHUSA OMbiTa Ka)XKA0ro AHA onpegernbiBaH
cpefHv gHesHow Tennosomn uHaekc (TW). Hackonbko cpepgHuii aHeBHon TU 6bin Bbiwe
70 eAVHNYHBIX XXMBOTHbIX 3TOr0 AHA ObINN M3MN0XEHbI TENIOBOMY CTpeccy. [lBeHaguatb
pa3s B Te4eHue ucnbiTbiBaHHOro nepuoga (30 uioHs, 4 nions, 10 uons, 14 nonsa, 17 nions,
24 viong, 29 niong, 5 aerycta, 11 aBrycta u 14 aBrycrta) KopoBam onpegenbiBaH Tpuac.
Ha ocHoBe ctoumocTu TU yTBEP>KAEHO, YTO UCMbITbIBAHHbIE XXMBOTHbIE 30 UIOHS, 4 nions,
7 wions, 10 nions, 14 uionga, 17 nions, 21 nions, 24 nions, 29 uons, 5 aeryctaun 14 aesrycra
ObININ U3NOXKEHbI BAUSHUIO TENJI0BOro ctpecca, noka 10 uionga, 24 wona n 11 aerycta
Tennosora cTpecca He 6b110. CpegHAas TemnepaTypa Tena Bo Bcex Nepuofax UcnbiTbiBa-
HUS, 3a UCKITtoYeHMEeM 24 nons, 6bina 66ble BepXHen (hn3nonornieckon rpaHuubl. Y-
BepXXAEHa BbICOKAsA CTEMEHb KOPPEeNAauMn Mexxay Temnepatypon Tena v TensoBoro nH-
pekca (r=+0,509; p=0,05). Yucno pecnvpaTopHbIX ABVMXKEHUI B MUHYTE 6bIno 66nbLie
hPU3MONOrMHECKNX CTOMMOCTEN B TEHEHME LENIOro nepuoga ncnbitbiBaHus. Mexay yuc-
NIOM pecnupaTopHbIX ABVXEHUA U TW cyllecTBoBana BbICOKasi CTENeHb KOppensyum
(r=+0,625; p<0,05). CpegHre CTOMMOCTM Mysibca MU Yuciia KOHTpakuuin pybua He 3Hauu-
TeNbHO BapbupoBanv B TeYeHme nepnoaa ucnblTblBaHus. He yTBep>xgeHa 3HaumMTenbHas
Koppensauusa Mexay CTOMMOCTbIO nynbca U TU, Kak HU Mexay ABuraTeslbHON aKTuB-
HOCTbIO pybua n TW. lNonyyeHHble pe3dynbTaTbhl B 3TOM paboTe noKasbiBalT, YTO Y
BbICOKO MOJIOYHbIX KOPOB, U3MOXXEHHbIX YMEPEeHHOMY TernnoBOMY CTPeccy Temnepartypa
Tena v 4YYcno pecnupaTopHbIX ABVXEHNI 60rbLue (PU3MONOrMYECKN Pa3PELLEHHBbIX CTOU-
MocTeln. Ha 0OCHOBe TOro MOXKHO caenarth BbIBOZA, HYTO 3TW ABa NapaMmeTpa Tpuaca MoryT
Nnosb30BaTbCs Kak (hrM3nonormyeckunin nokasaTesnb TEMOBOro cTpecca.

KntoyeBble CroBa: BbICOKO MOSOYHbIE KOPOBbI, TEMMOBOW CTPECC, TprUac
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ANTIBAKTERIJSKO DELOVANJE MESAVINA EKSTRAKATA
USNEE, TIMIJANA T ANDELIKE DOBIJENIH RAZLICITIM
TEHNOLOSKIM PROCESIMA PROTIV NEKIH VRSTA
BAKTERIJA ZNACAJNIH ZA VETERINARSKU MEDICINU®
ANTIBACTERIAL EFFECTS OF MIXTURES OF EXTRACTS OF USNEA,
THYME AND ANGELICA OBTAINED USING DIFFERENT
TECHNOLOGICAL PROCESSES AGAINST CERTAIN TYPES OF
BACTERIA OF IMPORTANCE IN VETERINARY MEDICINE

D. Migi¢, Irena Zizovié, Jasna Ivanovi¢™

U ispitivanjima antibakterijskog delovanja biljnih ekstrakata ko-
ris¢éene su mesavine ekstrakata dobijenih primenom razlicitih tehno-
loskih procesa i to: ekstrakt usnee dobijen procesom natkriticne ek-
strakcije (NKE), ekstrakti andelike dobijeni procesima natkriticne ek-
strakcije (NKE) i ultrazvucne ekstrakcije etanolom (UZ) i ekstrakt timi-
jana dobijen procesom hidrodestilacije (HD). Ispitivane su mesavine
navedenih ekstrakata u razli¢itim odnosima: U(NKE) i T(HD) u odnosu
1:1, U(NKE) i T(HD) u odnosu 7:3, UNKE), T(HD) i A(NKE) u odnosu
2:2:1 i UNKE), T(HD) i A(UZ) u odnosu 2:2:1. Ispitivanjem je bilo
obuhvacéeno 15 sojeva bakterija iz rodova Staphylococcus, Streptococ-
cus i Enterococus, ukljuc¢ujuci sojeve MRSA, sojeve VRE kao i refer-
entne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959 i
S.aureus ATCC 11632. Antibakterijsko delovanje mesavina biljnih ek-
Strakata ispitivano je primenom mikrodilucione metode u bujonu, a ispi-
tivane su koncentracije mesavina od 1,25 ug/mL do 1280 ug/mL.
Najjace antibakterijsko delovanje pokazale su mesavine usnee (NKE) i
timijana (HD) u odnosu 1:1 i 7:3 sa dobijenim vrednostima MIC od
5 ug/mL do 160 ug/mL, ali je vrednost MIC navedenih mesavina za
najveéi broj sojeva iznosila 40 ug/mL. Nesto slabije delovanje poka-
zale su ostale ispitivane mesavine ekstrakata sa dobijenim vrednostima
MIC od 10 ug/mL do 320 ug/mL. S obzirom na dobijene vrednosti MIC

* Rad primljen za $tampu 15. 03. 2010. godine

** Drsci. med. vet. Dusan Mi$i¢, docent, Katedra za mikrobiologiju, Fakultet veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beogradu; dr sci. Irena Zizovi¢, docent, mr sci. Jasna Ivanovi¢, Katedra za
organsku hemijsku tehnologiju, TehnoloSko-metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu
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kao i na osnovu rezultata ranijih istraZivanja, moZe se zakljuciti da su
sve ispitivane me$avine biljnih ekstrakata pokazale veoma jako antibak-
terijsko delovanje na ispitivane sojeve bakterija.

Kljuéne reci: ekstrakti, mesavine, antibakterijsko delovanje

Uvod / Introduction

Zbog nedostatka novih antibiotika na trziStu lekova kao i zbog sve
ucestalije pojave infekcija kod ljudi i zivotinja izazvanih patogenim bakterijama
koje su rezistentne na sve postojece antibiotike, u cilju pronalazenja novih anti-
bakterijskih lekova znacCajno su intenzivirana ispitivanja antibakterijskog delo-
vanja ekstrakata biljaka. Ve¢ decenijama je poznato da mnoge biljke, tj. njihovi ek-
strakti imaju dobro antimikrobno delovanje, kako na bakterije tako i na gljivice i vi-
ruse (Glisic i sar., 2007; Burt, 2004). Uprkos tome, primena biljnih ekstrakata u far-
maceutskoj industriji i klinickoj veterinarskoj i medicinskoj praksi je vrlo oga-
ni¢ena. Razlog za to su tehnoloski procesi dobijanja ekstrakata koji ukljuCuju i pri-
menu aditiva, najéesce rastvaraca samih ekstrakata. U tu svrhu se koriste sup-
stancije koje uglavnom imaju toksi¢no delovanje na organizam domacina (ace-
ton, hloroform, etar, etil-alkohol, metil-alkohol, itd.). Osim toga, aditivi imaju i anti-
bakterijsko delovanje pa njihovo prisustvo ometa precizno tumacenje i procenu
jaCine antibakterijskog delovanja samog ekstrakta. Stoga su in vitro ispitivanja an-
timikrobnog delovanja biljnih ekstrakata relativno teSka i dugotrajna; povezana su
sa teSko¢ama u interpretaciji rezultata zbog obavezne primene matematickih ko-
rekcija dobijenih rezultata u odnosu na procentualno prisustvo aditiva u ekstraktu,
itd.

Poslednjih godina dvadesetog veka razvijena je nova tehnologija ek-
strakcije aktivnih supstancija iz biljnog materijala uz primenu natkriti¢nih fluida,
takozvana natkriti¢na ekstrakcija (NKE) (Zizovic i sar., 2007). U procesima NKE
najéesce se koristi ugljenik(V)-oksid zato $to je netoksic¢an, nezapaljiv, hemijski
inertan, lako dostupan i ima relativno niske kriticne paramatre (p.=7,38 MPa i
t.=31,1°C) sto je od izuzetnog znacaja za industrijsku primenu. Podesavanjem
procesnih parametara (p, t) moguée je vrsiti podeSavanje selektivnosti nat-
kriti¢nog fluida prema Zeljenoj grupi jedinjenja. Nakon zavr§enog procesa ek-
strakcije, snizenje pritiska i prevodenje natkriti¢nog uglienik(IV)-oksida u gasovito
stanje omogucavaju njegovo lako i potpuno uklanjanje iz rastvora tako da se kao
krajnji proizvod NKE dobija biljni ekstrakt koji ne sadrzi tragove rastvara¢a. Sam
proces NKE odvija se najces¢e na nizim temperaturama od 40 do 60°C ¢ime se
izbegava termi¢ka degradacija termolabilnih komponenata biljke. Jedini nedosta-
tak primene NKE u industrijskim uslovima, u odnosu na konvencionalne metode,
jesu veca investiciona ulaganja u opremu zbog rada na poviSenim pritiscima (10-
40 MPa). Medutim, sami troSkovi proizvodnje su znatno maniji, proces je jed-
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nostavniji i energetski isplativiji, a dobijeni proizvod je kvalitetniji i ima vecu cenu
na trzistu.

Stoga u poslednjih nekoliko godina u nau¢noj i struénoj javnosti viada
veliko interesovanje za moguc¢nosti primene natkriti¢nih ekstrakata biljaka kao no-
vih antimikrobnih sredstava ili ¢ak i kao aditiva hrani koji bi svojim prisustvom
sprecili razmnozavanije prisutnih mikroorganizama, a time i kvarenje hrane (MiSi¢ i
sar., 2008). Uprkos tome, otkriveno je da ekstrakti nekih biljaka dobijeni nat-
krititnom ekstrakcijom imaju slabije delovanje od ekstrakata istih biljaka dobijenih
drugim procesima. Zato su u ovom ispitivanju kori§¢ene mesSavine ekstrakata ne-
kih biljaka dobijene razli¢itim tehnoloSkim procesima. Biljke koje su odabrane za
proizvodnju ekstrakata su usnea, andelika i timijan, a razlog za odabir ovih biljaka
jeste njihovo jako antimikrobmno delovanje koje je dokazano u ranijim ispitivanji-
ma.

LiSaj usnee ili jevrejska brada (Usnea barbata L.) pripada familiji Par-
meliaceae i raste na stablu i granama razli¢itih drvenastih vrsta, posebno na Ceti-
narima. Ovaj liaj €ini kombinacija dve vrste organizama — gljiva i algi, koje zive u
simbiotskoj zajednici. Ekstrakt usnee i njegova aktivha komponenta, usninska
kiselina, imaju izrazeno antibakterijsko, antifungicidno i antivirusno delovanje
(Weckesser i sar., 2007; Najdenova i sar., 2001; Dorman i sar., 2000). Pokazalo se
da usninska kiselina pored snaznog antibakterijskog delovanja takode sprecava
rast nekih ¢elija tumora (Yamamoto, 1995). Interesantno je da se usnea jo$ uvek
ne koristi u farmaceutskoj industriji uprkos dokazanom antimikrobnom i antitu-
morskom delovanju.

Timijan (Thymus vulgaris L.) je viSegodi$nja Zbunasta biljka iz familije
Lamiaceae koja potiCe iz oblasti zapadnog Sredozemlja, ali se danas gaji u vise
zemalja zbog lista i nadzemnog dela iz kojih se dobija etarsko ulje timijana. Etar-
sko ulje timijana zbog jakog antibakterijskog dejstva ulazi u sastav preparata pro-
tiv kaslja, za ispiranje sluzokoze usta i grla, lekova protiv teSkog varenja. Najzas-
tupljenija aktivna komponenta u etarskom ulju i ekstraktima timijana je timol
(Kisgeci, 2008). Sam timol ima izvanredno antibakterijsko delovanje ali je njegova
primena ograni¢ena zbog citotoksi¢nog delovanja.

Andelika (Angelica archangelica L.) je dvogodi$nja zeljasta biljka koja
pripada familiji Apiaceae. Etarsko ulje dobijeno iz korena ulazi u sastav preparata
za poboljSanje varenja i apetita kod ljudi i Zivotinja. Aktivne komponente etarskog
ulja andelike su a-felandren, o-pinen i p-cineol (KiSgeci, 2008).

U ranijim istrazivanjima (Misi¢ i sar., 2009), ustanovljeno je da ekstrakt
timijana dobijen procesom hidrodestilacije ima jaCe antibakterijsko delovanje
nego ekstrakt iste biljke dobijen u procesu natkriticne ekstrakcije. Za razliku od
toga, u prethodnim istrazivanjima (Misi¢ i sar., 2009) ustanovljeno je da ekstrakt
andelike dobijen u procesu natkriticne ekstrakcije ima znac¢ajno jace delovanje
nego ekstrakt andelike dobijen procesom hidrodestilacije ali znacajno slabije de-
lovanje nego ekstrakt andelike dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom pomocu
etanola. Stoga je izvrSeno ispitivanje delovanja nekoliko kombinacija meSavina
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navedenih biljaka dobijenih razli¢itim tehnoloSkiim procesima u cilju otkrivanja
postojanja eventualnog sinergistickog delovanja razli¢itih ekstrakata.

Materijal i metode rada / Material and methods

Materijal /| Material

Za pripremanje ekstrakata koriS¢eni su listovi timijana (Thymus vulgaris
L., Vojvodina, Bavaniste, 2008), koren andelike (Angelica silvestris, podrucje centralne
Srbije, 2008) i liSaj usnee (Usnea barbata L., Makedonija, 2008).

U ispitivanjima antibakterijskog delovanja biljnih ekstrakata koris¢ene
su mesavine ekstrakata dobijene primenom razli¢itih tehnoloskih procesa i to: ek-
strakt usnee dobijen procesom natkriticne ekstracije (NKE), ekstrakti andelike do-
bijeni procesima natkriticne ekstrakcije (NKE) i ultrazvu¢ne ekstrakcije etanolom
(UZ) i ekstrakt timijana dobijen procesom hidrodestilacije (HD). Ispitivane su
mesSavine navedenih ekstrakata u razli¢itim odnosima: U(NKE) i T(HD) u odnosu
1:1, U(NKE) i T(HD) u odnosu 7:3, U(NKE), T(HD) i A(NKE) u odnosu 2:2:1 i
U(NKE), T(HD) i A(UZ) u odnosu 2:2:1. Ispitivanja su vrSena sa navedenim
mesSavinama u koncentracijama od 1,25 ug/mL do 1280 ug/mL.

Ispitivanjem je obuhvac¢eno 15 sojeva bakterija iz rodova Staphylococ-
cus, Streptococcus i Enterococcus, uklju€ujuéi sojeve MRSA, sojeve VRE i refe-
rentne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959 i S.aureus
ATCC 11632. Svi ispitivani sojevi bakterija izolovani su iz uzoraka briseva koze,
ociju i usiju poreklom od pasa, macaka i ljudi obolelih od infekcije koze i konjunk-
tivitisa, osim jednog soja VRE koji je izolovan iz uzorka mozga uginulog psa, jed-
nog soja E. faecalis koji je izolovan iz uzorka jetre uginulog laboratorijskog misa i
jednog soja Streptococcus uberis koji je izolovan sa koze zamorca. Uzorci briseva
dostavljani su na rutinsku mikrobioloSku analizu u laboratoriju za bakteriologiju i
mikologiju Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu
tokom 2007, 2008. i 2009. godine.

Za izolaciju i identifikaciju bakterija koriS¢eni su krvni agar sa 6%
ovcije krvi (bioMerieux), Columbia agar sa kolistinom i nalidiksi¢nom kiselinom
(Becton Dickinson) i hranljivi bujon (BioLab). Za tipizaciju sojeva bakterija po
vrstama upotrebljen je BBL Crystal gram positive id kit (Becton Dickinson) i Api
Staph ID kit (bioMerieux). Antibakterijsko delovanje ekstrakata timijana ispitivano
je u mikrotitracionim plo¢ama sa "U" dnom (Spektar) uz upotrebu Mueller Hinton
bujona sa korigovanom koli¢inom jona kalcijuma i magnezijuma (Becton Dickin-
son) uz dodatak indikatora 1,6% brom krezol ljubi¢astog (Merck) u finalnoj koli¢ini
od 0,1 mL/100 mL podloge. Pre upotrebe, biljni ekstrakti rastvarani su u neraz-
blazenom DMSO (dimetilsulfoksid, Sigma).
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Metode /| Methods

Natkriti¢na ekstrakcija usnee, andelike i timijana izvedena je na tem-
peraturi od 40°C i pod pritiskom od 11,5 MPa u prethodno opisanom (Zizovic i
sar., 2007) laboratorijskom postrojenju za NKE Autoclave Engineers SCE Screen-
ing System, sa ugljenik(V)-oksidom kao natkriticnim fluidom. Hidrodestilacija ti-
mijana izvedena je u laboratorijskoj aparaturi za hidrodestilaciju po KlevendZeru u
trajanju od 4 sata. Za ultrazvuénu ekstrakciju sa 96 % etanolom kori§é¢eno je ul-
trazvu€no kupatilo Bandelin Sonorex RK 52 (35 kHz, 60 W, 1,8 L). Nakon 45 min
ekstrakcije, rastvarac je uparavan pomocu rotacionog vakuum uparivaca.

Izolacija i identifikacija bakterija vr§ena je primenom konvencionalnih
mikrobioloskih metoda. Antibakterijsko delovanje ekstrakata ispitivano je prime-
nom mikrodilucione metode u bujonu na osnovu CLSI standarda (Clinical and
Laboratory Standards Institute, USA) iz 2008. godine.

Rezultati / Results

Rezultati ispitivanja antibakterijskog delovanja ekstrakata timijana pri-
kazani su u tabeli 1. Najjace antibakterijsko delovanje pokazale su meSavine us-
nee (NKE) i timijana (HD) u odnosu 1:1i7:3. MeSavina usnee (NKE) i timijana (HD)
u odnosu 1:1 pokazala je izrazito jako antibakterijsko delovanje na soj S. pseudin-
termedius poreklom sa koze psa sa dobijenom vrednosti MIC od samo 5 ug/mL.
Takode, vrlo jako antibakterijsko delovanje navedena mesavina ekstrakata ispolji-
la je na soj S. pseudintermedius poreklom iz uha psa, sa dobijenom vrednosti MIC
od 10 ug/mL. Vrednosti MIC navedene meSavine ekstrakata za najveéi broj sojeva
iznosile su od 40 do 80 ug/mL, Sto je takode dobro antibakterijsko delovanje.
Najslabije delovanje ispitivana meSavina ekstrakata imala je na sojeve Strepto-
coccus agalactiae ATCC 2795 i Streptococcus equi ssp. zooepidermicus porek-
lom sa koZe psa sa dobijenom vrednosti MIC od 160 pug/mL. Ispitivana meSavina
U(NKE) i T(HD) u odnosu 7:3 imala je podjednako jako delovanje na vecinu ispiti-
vanih sojeva bakterija sa dobijenim identicnim vrednostima MIC. Razlike su se
ipak javile kod 3 soja stafilokoka za koje su dobijene vrednosti MIC meSavine
U(NKE) i T(HD) u odnosu 7:3 bile dvostruko vece ili dvostruko manje od vrednosti
MIC meSavine ovih biljaka u odnosu 1:1. Srednje jako antibakterijsko delovanje
imale su meSavine U(NKE), T(HD) i A(NKE) u odnosu 2:2:1 i U(NKE), T(HD) i
A(UZ) u odnosu 2:2:1 sa dobijenim vrednostima MIC od 10 ug/mL do 320 ug/mL.
Medutim, i ove meSavine ekstrakata su imale izrazeno antibakterijsko delovanje
na neke od ispitivanih sojeva stafilokoka sa dobijenim vrednostima MIC od 10 do
20 pg/mL.

NajceSc¢e dobijena vrednost MIC svih ispitivanih meSavina za vecinu
ispitivanih sojeva iznosila je 40 ug/mL.
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Tabela 1. Dobijene vrednosti MIC ispitivanih mesavina ekstrakata /
Table 1. Obtained MIC values for examined extract mixes

Ispitivani soj /
Examined strain

U(NKE):T(HD)

1:1

U(NKE):T(HD)
7:3

U(NKE):T(HD):
A(NKE)
2:2:1

U(NKE):T(HD):
AUZ)
2:2:1

VREDNOSTI MIC / MIC VALUES (ug/mL)

S.pseudintermedius
(bris uha psa) /
(ear swab, dog)

10

5

10

10

S.aureus
(bris nosa, ¢ovek) /
(nose swab, human)

80

80

80

80

S.pseudintermedius
(bris koza psa) /
(skin swab, dog)

10

10

S.pseudintermedius
(bris koza psa) /
(skin swab, dog)

160

10

320

80

S.aureus
(bris rane psa) /
(wound swab, dog)

40

40

40

40

S.haemolyticus
(bris uha macke) /
(ear swab, cat)

80

40

160

160

S.aureus
ATCC 11632

80

80

80

40

Streptococcus pyogenes
ATCC 19615

40

40

320

320

Streptococcus agalactiae
ATCC 27956

160

160

320

320

10.

Enterococcus sp.
(ljudski urin) /
(human urine)

40

40

80

40

11.

Enterococcus sp.
(jetra misa) /
(mouse liver)

40

40

20

40

12.

Enterococcus sp.
(ljudski urin) /
(human urine)

80

40

40

320

13.

Enterococcus sp.
(mozak, Stene) /
(brain, puppy)

40

40

40

40

14.

Streptococcus equi
Ssp zooepidermicus
(bris koze psa) /
(skin swab, dog)

160

160

160

160

15.

Streptococcus uberis
(bris koze zamorca) /
(skin swab, guinea-pig)

80

40

40

40
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Diskusija / Discussion

Na osnovu ispitivanja Misi¢a i saradnika iz 2009. godine, ekstrakt timi-
jana dobijen hidrodestilacijom imao je zanac¢ajno slabije delovanje na stafilokoke,
streptokoke i eneterokoke sa dobijenim vrednostima MIC od 160 ug/mL do
1280 pug/mL, dok su meSavine ovog ekstrakta sa natkriticnim ekstraktom usnee
imale znac¢ajno bolje antibakterijsko delovanje sa dobijenim manjim vrednostima
MIC.

Na osnovu ranijih ispitivanja istih autora, natkriticni ekstrakt andelike
imao je relativno slabo antibakterijsko delovanje na Staphylococcus vrste sa do-
bijenim vrednostima MIC od 320 mg/mL do 640 mg/mL. Sliéno tome, ekstrakt
andelike dobijen procesom ultrazvu¢ne ekstrakcije pomoc¢u etanola imao je
takode relativno slabo delovanje na stafilokoke sa dobijenim vrednostima MIC od
320 pg/mL. Medutim, navedeni ekstrakti u meSavini sa ekstraktima timijana i us-
nee imali su jaCe delovanje na ispitivane bakterije.

Moze se re¢i da su svi upotrebljeni ekstrakti, tj. njihove meSavine u
ovom ispitivanju imale pribrlizno podjednako jako antibakterijsko delovanje na
vecinu ispitanih sojeva bakterija. Ovo je naroc€ito uocljivo kod soja Staphylococ-
cus aureus izolovanog iz brisa nosa obolelog ¢oveka jer su na taj soj sve meSav-
ine identi¢no delovale sa dobijenom vrednosti MIC od 80 pug/mL. Sli¢no tome, na
soj Staphylococcus aureus poreklom sa koze bolesnog psa sve primenjene
mesSavine delovale su podjednako jako sa dobijenom vrednosti MIC od 40 ug/mL,
a na soj Streptococcus equi ssp. zooepidermicus su svi ekstrakti imali identi¢no
delovanje sa dobijenom vrednosti MIC od 160 ug/mL. Vrlo znacajne razlike u de-
lovanju meSavina ekstrakata ispoljile su se na soj Staphylococcus pseudinterme-
dius poreklom sa koze bolesnog psa (soj broj 4 u tabeli 1) gde su dobijene Cetiri
potpuno razli¢ite vrednosti MIC svake od meSavina, 160 ug/mL, 10 ug/mL
320 pug/mL i 80 ug/mL. Pretpostavka je da je ovo neujednaceno delovanje ek-
strakata posledica karakteristika samog soja.

Moze se rec¢i da su ispitivani ekstrakti tj. njihove meSavine najslabije
delovale na streptokoke i enterokoke, jer su dobijene vrednosti MIC svih meSavi-
na ekstrakata za vecinu sojeva iznosile 40 ug/mL do 320 ug/mL. Medutim, bez ob-
zira na dokazano solidno antibakterijsko delovanje ekstrakata nekih biljaka, nji-
hova primena u kliniCkoj veterinarskoj i medicinskoj praksi je i dalje limitirana zbog
citotoksi¢nog delovanja ekstrakata vecine vrsta biljaka u niskim koncentracijama.
Problem citotoksicnog delovanja i ne bi bio toliko izrazen ukoliko ekstrakti ne bi
delovali toksi¢no na celije domacina u koncentracijama koje odgovaraju vred-
nostima MIC tih ekstrakata. Medutim, upravo je to problem Sto ekstrakti koji imaju
dobro antibakterijsko delovanje pokazuju i citotoksicno delovanje u koncentraci-
jama nizim nego $to su vrednosti MIC tih ekstrakata (MiSi¢ i sar., 2009).

TehnoloSki proces takode znacajno uti¢e na antibakterijsku aktivnost
dobijenog ekstrakta. To se moze uociti na primeru smesSe U(NKE):T(HD):A(NKE)
koja je za neke sojeve imala vecu vrednost MIC, tj. slabije antibakterijsko de-
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lovanje od smese U(NKE):T(HD):A(UZ). Slicno tome, na osnovu rezultata do-
bijenih u ranijim istrazivanjima (MiSi¢ i sar., 2009) primeceno je da je etarsko ulje ti-
mijana dobijeno procesom hidrodestilacije imalo jace antibakterijsko delovanije
na neke sojeve od ekstrakta timijana dobijenog procesom NKE.

Zakljucak / Conclusion

S obzirom na dobijene vrednosti MIC kao i na osnovu rezultata ranijih
istrazivanja, moze se zakljuciti da su sve ispitivane mesSavine biljnih ekstrakata po-
kazale veoma jako antibakterijsko delovanje na ispitivane sojeve bakterija.
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ENGLISH

ANTIBACTERIAL EFFECTS OF MIXTURES OF EXTRACTS OF USNEA, THYME
AND ANGELICA OBTAINED USING DIFFERENT TECHNOLOGICAL PROCESSES
AGAINST CERTAIN TYPES OF BACTERIA OF IMPORTANCE IN
VETERINARY MEDICINE

D. Mi$ié, Irena Ziovié, Jasna Ivanovié

Antibacterial effects of plant extracts were examined using mixtures of extracts
obtained using different technological processes: usnea extract was obtained using the
process of supercritical extraction (NKE), angelica extract was obtained through supercriti-
cal extraction processes (NKE) and ultrasound extraction using ethanol (UZ), and thyme
extract was obtained using the process of hydrodistillation (HD). Mixtures of the listed ex-
tracts were examined in various ratios: U (NKE) and T (HD) in aratio of 1:1, U (NKE) and T
(HD) in a ratio of 7:3, U (NKE), T (HD) and A (NKE) in a ratio of 2:2:1, and U (NKE), T (HD)
and A (UZ) in aratio of 2:2:1. The investigations covered 15 strains of bacteria of the genus
Staphylococcus, Streptococcus and Enterococus, including the strains MRSA, VRE as well
as reference strains of S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959 and S.aureus
ATCC 11632. The antibacterial action of mixes of plant extracts was examined using the mi-
crodilution method in bouillon, and the examined mix concentrations were from 1.25 pg/mL
to 1280 ug/mL. The strongest antibacterial effect was exhibited by mixes of usnea (NKE)
and thyme (HD) in ratios of 1:1 and 7:3 with obtained MIC values from 5 ug/mL to
160 ug/mL, but the MIC value of the listed mixtures for the biggest number of strains
amounted to 40 ug/mL. A somewhat weaker effect was exhibited by the other examined ex-
tract mixtures with obtained MIC values of 10 ug/mL to 320 ug/mL. Based on the obtained
MIC values and the results of previous investigations, it can be concluded that the exami-
ned mixtures of plant extracts exhibited a very strong antibacterial effect on the examined
bacteria strains.

Key words: extracts, mixtures, antibacterial effect

PYCCKUA

AHTUBAKTEPUAIIbHOE JEACTBUE CMECEW 3KCTPAKTOB 'YBHOIO JIULLIAS,
TUMbAHA U AHDKEJIUKWU, NONYYEHHbIX PA3JIMYHBIMU
TEXHOJIOTMYECKUMU NMPOLIECCAMU NMPOTUB HEKOTOPLIX BUOB
BAKTEPU 3HAYUTENbHbIX AN BETEPUHAPHON MEQULINHbI

A. Muwuny, UpeHa XKunxxosud, ficHa UBaHoBUY
B ncnbiTaHnsax aHTub6akTepnanbHOro AencTBUSA pacTUTENbHbIX 3KCTPAKTOB
Mofb30BaHbl CMECU IKCTPAKTOB, MOMYYEHHbIX MPUMEHEHNEM Pa3fNYHbIX TEXHOMNorn4e-

73



Vet. glasnik 64 (1-2) 65 - 74 (2010) D. Misi¢ i sar.: Antibakterijsko delovanje meSavina
ekstrakata usnee, timijana i andelike dobijenih razli¢itim tehnoloskim procesima ...

CKMX MPOLECCOB a WUMEHHO: SKCTPaKT rybHOro nuwasi, nofyyYeHHbI NpoueccoMm Hag-
KPUTUYECKOW 3KCTPaKLyK, SKCTPaKTbl aHPKENUKM, MOSyHeHHbIe npoueccaMn HagKpu-
TUYECKON IKCTPaKLMM W yrbTPa3BYKOBOW IKCTPAKLMM 3TAHOSIOM M 9KCTPaKT TUMbSHA,
NONy4YeHHbl NPOLECCOM rMAPOAUCTUNNAUMK. VChbITbiBaHbl CMECH, NPUBEAEHHbBIX 3KC-
TPaKTOB B Pa3/IMYHbIX OTHOWEHMAX: Y U T B oTHOoweHnn 1:1, Y u T B oTHOWEHUN 7:3, Y, T n
A B oTHoweHun 2:2:1 n Y, T n A B oTHoweHun 2:2:1. VicnbiTaHnem 6b1510 oxBadeHo 15
wrTammoB 6akTepun n3 pogos Staphylococcus, Streptococcus n Enterococus, Bknoyas
wrammbl MPCA, wtammbl BPE cnosHo v pedhepeHTHble wiTammbl S. rugenes ATCC 19615,
S. agalactiae ATCC 27959 u S. aureus ATCC 11632. AHTMbGaKTepranbHoe AencTBue cme-
cell pacTuTesNbHbIX 39KCTPAKTOB WUCMbITbIBAHO MPUMEHEHWEM MWKPOAUIYLIMOHHOIO Me-
ToAa B 6ynbOHe, a NCNbITUBaHHbIE KOHLEHTpauum cmecew oT 1,25 ur/mn go 1280 wr/mn.
Camoe cunbHoe aHTMbaKTepuanbHOe AeNCTBUe nokasanu cMecu rybHoro nvwas u Tu-
MbsiHa B OTHoweHun 1:1 n 7:3 ¢ nony4veHHbiMn ctommocTamm MUC ot 5 ur/mn go
160 ur/mn, Ho ctoumocTb MUC nprBeaéHHbIX cMecel Asis camoro 60bLLIOro Y1ucna wra-
MMOB cocTasnsna 40 ur/mn. HemHoro cnabee gencTBue nokasanu ocTasibHbIe UCTbITbI-
BaHHbIE CMECMN 9KCTPAKTOB C Nony4veHHbiMy cTtonmocTamm MAC ot 10 ur/mn go 320 pr/mn.
MpyvHMMas Bo BHUMaHUE Ha nofy4eHHble ctommocT MYIC crnoBHO 1 Ha OCHOBE pesyrbTa-
TOB 60J1ee paHblx UCCef0BaHNN, MOXXHO CAeNaTb BbIBO, HTO BCE UCMbITbIBAHHbIE CMECH
pacTUTenNbHbIX 9KCTPaKTOB NOKa3anm 04eHb CUbHOE aHTMbaKTepmanbHoe AeNCTBNe Ha
UCNbITUBAHHBIE LUTaMMbl 6aKTEPUIA.

KrtodeBble crioBa: 9KCTPaKThl, CMecu, aHTubakTepuansHoe AeicTeme
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HRANLJIVA VREDNOST KRMNIH SMESA ZA ISHRANU
GOVEDA NA TERITORIJI REPUBLIKE SRBIJE®

NUTRITIVE VALUE OF FODDER MIXES FOR NUTRITION OF CATTLE

IN TERRITORY OF REPUBLIC OF SERBIA

D. Sefer, Radmila Markovi¢, Marcela Speranda, B. Petrujki¢™

*

Tokom petogodisnjeg perioda (2005 — 2009) u Laboratoriji Kate-
dre za ishranu i botaniku analizirano je 22 uzorka smesa sa teritorije
Srbije, namenjenih za ishranu dve kategorije goveda (junadi u tovu I i
krava muzara sa preko 20 litara mleka). Analiza je izvr§ena standardnim
metodama, a dobijeni rezultati poredeni su sa uslovima kvaliteta smesa
propisanih Pravilnikom o kvalitetu i drugim zahtevima za hranu za Zivoti-
nje (SI. list SRJ br. 20/00i 38/01). Intenzivni uzgoj goveda podrazumeva
upotrebu koncentrovanih smesa za sve kategorije koje su prilagodene,
njihovoj starosnoj dobi i nameni. Smese su proizvodi industrije hrane
za Zivotinje, dobijeni utvrdenim tehnoloskim postupkom upotrebom
odgovarajucih sirovina. Neodgovarajuci kvalitet sirovina uzrokuje pro-
bleme u pogledu kvaliteta finalnih proizvoda, tako da se striktnim pri-
drZzavanjem utvrdenih receptura ne postiZe uvek i zadovoljavajuéi kvali-
tet smesa. Sve ovo namece potrebu konstantnog praéenja hranljive
vrednosti smesa, a time i kvaliteta.

Na osnovu analize prisustva osnovnih hranljivih materija nisu us-
tanovljena znacajnija odstupanja u odnosu na propisanu koli¢inu hran-
ljivih materija, tako da se upotrebom ispitivanih smesa u ishrani odgo-
varajucih kategorija goveda mogu ocekivati zadovoljavajuci proizvodni
rezultati.

KljuCne reci: krmne smese, goveda, hemijski sastav, kvalitet

Rad primljen za Stampu 22. 02. 2010. godine

** Drsci. med. vet. Dragan éefer, vanredni profesor, dr sci. med. vet. Radmila Markovi¢, docent,

Katedra za ishranu i botaniku, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, R
Srbija; dr sci. med. Marcela Speranda, vanredni profesor, Zavod za stoarstvo, Poljo-
privredni fakultet u Osijeku, R Hrvatska; mr sci. med. vet. Branko Petrujki¢, saradnik u nas-
tavi, Katedra za ishranu i botaniku, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, R
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Uvod / Introduction

Povecéanje genetskog potencijala, promena nacina drzanja i rasnog
sastava goveda (kako mle€nih tako i tovnih rasa), doveli su i do promena u njiho-
voj ishrani. Za oCuvanje normalnog funkcionisanja organizma i postizanje zado-
voljavajucih proizvodnih rezultata, hrana za Zivotinje mora sadrzati sve potrebne
elemente (NRC, 2001).

Intenzivni uzgoj zivotinja podrazumeva upotrebu koncentrovanih
smesa za sve kategorije goveda prilagodenu njihovoj starosnoj dobi i nameni.
Proizvodi industrije hrane za Zivotinje, tj. smeSe, jesu proizvodi dobijeni utvrdenim
tehnoloskim postupkom upotrebe odgovarajuéih sirovina (AEC, 1987).

Neodgovarajuci kvalitet sirovina uzrokuje probleme u pogledu kval-
iteta finalnih proizvoda, tako da se striktnim pridrzavanjem utvrdenih receptura ne
postiZze uvek i zadovoljavajuci kvalitet smeSa. Sve ovo namece potrebu konstant-
nog pracenja kvaliteta krmnih sme$a (Grubi¢ i Adamovi¢, 2003).

Hrana za Zivotinje ne sme da sadrzi nepozeljne materije kao ni mikro-
organizme koji mogu uticati na zdravstveno stanje zivotinja. Smatra se da je bez-
bedna hrana jednako vazna i za Zivotinje i za ljude. Pored ovoga, smesSe loSijeg
hemijskog sastava ¢e usloviti slabije proizvodne rezulate, a time i dovesti do
ekonomskih gubitaka u proizvodniji.

Cilj rada je bio da se na osnovu analiza izvr§enih u toku petogodisnjeg
perioda (2005-2009) u Laboratoriji Katedre za ishranu i botaniku u uzorcima
smesa za ishranu dve kategorije goveda (junadi u tovu | i krava muzara sa preko
20 litara mleka) utvrdi njihova hranljiva vrednost. Analiza je izvrSena standardnim
metodama, a dobijeni rezultati poredeni su sa uslovima kvaliteta smeSa propi-
sanim Pravilnikom o kvalitetu i drugim zahtevima za hranu za Zivotinje (SI. list SRJ
br. 20/00 i 38/01).

Materijal i metode rada / Material and methods

Analizirani su uzorci 22 smeSe za ishranu goveda i to: 11 sme$a za
ishranu junadi u tovu | (od 250 do 350 kg) i 11 smesSa za ishranu krava muzara
(preko 20 litara mleka). Ispitivanja su izvrSena u Laboratoriji Katedre za ishranu i
botaniku Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu, tokom perioda od pet go-
dina (2005 - 2009).

Uzorci hrane uzimani su u skladu sa procedurom AS-1064 (1993).

U hrani je odredivan sadrZaj sirove vlage, pepela, proteina, masti, ce-
luloze i BEM (bezazotnih ekstraktivnih materija).

Priprema uzorka za analizu vr§ena je prema proceduri koja je opisana
od strane AOAC (1990).

Analiza sadrzaja osnovnih hranljivih materija vrSena je prema sle-
de¢im procedurama i to: vlaga — SRPS ISO 6496/2001; pepeo — SRPS ISO
5984/2002; proteini — SRPS ISO 5983/2001; masti — SRPS ISO 6492/2001; celu-
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loza prema dokumentovanoj akreditovanoj medoti laboratorije (DM1); dok je
sadrzaj BEM odredivan kalkulativno. Sve navedene metode u skladu su sa Pravil-
nikom o metodama uzimanja uzoraka i metodama fizi¢kih, hemijskih i mikro-
bioloskih analiza sto¢ne hrane (Sl. list SFRJ br. 15/87), Pravilnikom o kvalitetu i
drugim zahtevima za hranu za zivotinje (Sl. list SRJ br. 20/00 i 38/01) i Propisima
Instituta za standardizaciju Srbije.

Rezultati istrazivanja i diskusija / Results and Discussion

U radu su prikazani rezultati hemijskih analiza dva tipa naj¢eSce ispiti-
vanih smesa za ishranu goveda u periodu od 2005. do 2009. godine.

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava sme$a za ishranu junadi u tovu
| (od 250 do 350 kg) dati su u tabeli 1.

Tabela 1. Hemijski sastav smesa za ishranu junadi u tovu | (od 250 do 350 kg) /
Table 1. Chemical composition of feed mixes for fattening calves I (from 250 to 350 kg)

Vrednost
X % propisana
Orupe / o sD oV % SE. Pravilnikom /
P Value prescribed
under Regulations
Sirova vlaga / Maks. 13.5/
Crude moisture 11,41 1,887 16.54 09434 Max. 13.6
Sirovi pepeo / Maks. 10/
Crude ash 5,880 1,204 20.48 0,6022 Max. 10
Sirovi proteini / Min. 14/
Crude proteins 15,01 0,6495 4.33 0,3248 Min. 14

Sirove masti / Nije definisano /
Crude fats 3,043 0,3491 11.48 0,1746 Not defined

Sirova celuloza / Maks. 15/
Crude cellilose 6,833 0,7804 11.42 0,3902 Max. 15

BEM / Nije definisano /
BEM 57,80 0,7051 1.22 0,3526 Not defined

* % VSM - procenat vazdusno suve materije hrane / * % VSM — percentage of air dry matter in feed

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava smeSa za ishranu krava
muzara sa preko 20 litara mleka dati su u tabeli 2.

Na osnovu podataka prikazanih u tabelama 1 i 2 vidi se da je hemijski
sastav ispitivanih smesa u najveéem broju ispitivanih uzoraka bio zadovoljavajuéi.
Odstupanije od vrednosti koje su propisane Pravilnikom o kvalitetu i drugim zahte-
vima za hranu za Zivotinje (SI. list SRJ br. 20/00 i 38/01) utvrdeno je u sadrzaju pro-
teina i to samo u jednom uzorku smeSe za ishranu krava muzara gde je procenat
proteina iznosio 16.38% VSM.
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Tabela 2. Hemijski sastav smesa za ishranu krava muzara sa preko 20 litara mleka |
Table 2. Chemical composition of feed mixes for dairy cows with over 20 liters of milk

Vrednost
T propisana
Grupe / X % SD CV % SE. Pravilnikom /
D VSM Value prescribed
under Regulations

Sirova vlaga / Maks. 13.5/
Crude moisture 11,87 2,435 20.51 0,9205 Max. 13.5
Sirovi pepeo / Maks. 10 /
Crude ash 7,314 1,843 25.20 0,6967 Max. 10
Sirovi proteini / Min. 18/
Crude proteins 18,29 0,9489 5.19 0,3587 Min. 18

Sirove masti / Nije definisano /
Crude fats 3,069 0,7086 23.09 0,2678 Not defined

Sirova celuloza / Maks. 10/
Crude cellulose 6,419 1,324 20.63 0,5006 Max. 10

BEM / Nije definisano /
BEM 53,12 1,781 3.35 0,6733 Not defined

Na osnovu rezultata analize utvrdeno je da su svi ispitivani uzorci
smesa za ishranu junadi u tovu | odgovarali uslovima propisanim Pravilnikom o
kvalitetu i drugim zahtevima za hranu za zivotinje (Sl. list SRJ br. 20/00 i 38/01). U
skladu sa propisanim uslovima odgovaralo je i 96,46% ispitanih uzoraka smesSa za
ishranu krava muzara. Rezulati su prikazani u grafikonu 1.

Analiza smeSe za ishranu junadi u tovu | / Analiza smeSe za ishranu krava muzara /
Analysis of feed mixes for fattening calves I Analysis of feed mixes for dairy cows
4,54; 4%
100; 100% 96,45; 96%
@ Odgovara / Eodgovara / ONe odgovara /
Adequate Adequate Inadequate

Grafikon 1. Analiza hranljive vrednosti smesa u odnosu na uslove kvaliteta propisane Pravil-
nikom o kvalitetu i drugim zahtevima za hranu za Zivotinje (SI. list SRJ br. 20/00 i 38/01)

Graph 1. Analysis of nutritive value of mixes with regard to quality conditions prescribed under Regulations on
quality and other requirements for animal feed (SRY Official Gazette numbers 20/00 and 38/01)

Dobijeni rezultati nedvosmisleno ukazuju na to da u proizvodnji krm-
nih smes$a nisu napravljene znacajnije greske. Jedino uoceno odstupanje se od-
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nosi na utvrdeni nizi sadrzaj proteina u jednoj od ispitivanih smes$a za ishranu
krava muzara. GreSke mogu nastati u svim segmentima proizvodnje, a zasnivaju
se na kvalitetu sirovina, ljudskom faktoru i greSkama u tehnologiji procesa proiz-
vodnje. Posebnu paznju treba obratiti na kvalitet sirovina, jer bez kvalitetnih siro-
vina nema ni kvalitetnog proizvoda. Zato se kao prioritet sugeriSe kontrola ulaznih
sirovina u fabrikama hrane za Zivotinje. Kontrola gotovih proizvoda u fabrikama
sto¢ne hrane je drugo mesto na kome se potvrduje kvalitet sto€ne hrane, a tek
onda na red dolazi kontrola gotovih proizvoda direktno u prometu.

Problemi u procesu proizvodnje su uglavnom izazvani kori§¢enjem
neadekvatne opreme, kao i nepoznavanjem procesa proizvodnje.

Rezultati nasih ispitivanja u skladu su sa nalazima Bengin i sar. (2008)
koji su na osnovu analize ispitivanja 385 uzoraka smes$a za ishranu razlicitin kate-
gorija goveda sa podrucja Srbije, ustanovili da je kvalitet ispitivanih smesa bio za-
dovoljavajuéi u skoro svim uzorcima. Analizom sadrzaja proteina u smeSama za
ishranu razli¢itih kategorija goveda, u odnosu na zahteve Pravilnika o kvalitetu i
drugim zahtevima za hranu za Zivotinje (Sl. list SRJ br. 20/00 i 38/01) navedeni
autori su utvrdili nizi sadrzaj u 14 uzoraka smes$a tj. u 2.06%.

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeéi zakljucci:

1. Analizom ispitivanih smeSa nisu utvrdena znacajna odstupanja u
odnosu na vrednosti propisane Pravilnikom o kvalitetu i drugim zahtevima za
hranu za zivotinje (SI. list SRJ br. 20/00 i 38/01), izuzev u jednom uzorku smes$a za
ishranu krava muzara gde je utvrdena koli¢ina proteina bila ispod minimalno
propisanih vrednosti.

2. Na osnovu analize hemijskog sastava moze se pretpostaviti da ¢e
se upotrebom ispitivanih smesa u ishrani odgovarajuéih kategorija goveda postici
ocCekivani proizvodni rezulati.

3. lako u sastavu osnovnih hranljivih materija ispitivanih smesa, nisu
ustanovljena znacajnija odstupanija, u cilju sprecavanja nastajanja greSaka, u pro-
izvodnji krmnih smeS$a treba obezbediti stalni i viSestepeni monitoring sirovina i
gotovih proizvoda.
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NUTRITIVE VALUE OF FODDER MIXES FOR NUTRITION OF CATTLE IN TERRITORY
OF REPUBLIC OF SERBIA

D. Sefer, Radmila Markovié, Marcela Speranda, B. Petrujki¢

Over a period of five years (2005-2009), the laboratory of the Department for
Nutrition and Botanics analyzed 22 samples of mixes from the territory of Serbia, intended
for the diet of two categories of cattle (fattening calves | and dairy cows with over 20 liters of
milk). The analysis was performed using standard methods, and the obtained results were
compared with the quality conditions prescribed under the Regulations on quality and
other requirements for animal feed (SRY Official Gazette numbers 20/00 and 38/01). Inten-
sive breeding of cattle implies the use of concentrated mixes for all categories which are
adapted to the age and purpose of maintenance of the animals. The mixes are products of
the animal food industry, and they are obtained through an established technological pro-
cedure using the required raw materials. The inadequate quality of raw materials causes
problems involving the quality of the finished products, so that strict adherence to the es-
tablished recipes does not necessary result in a satisfactory quality of the mixes. All of the
above imposes the need for the constant monitoring of the nutritive value of the mixes, and
consequently also of their quality.

80



Vet. glasnik 64 (1-2) 75 - 81 (2010) D. Sefer i sar.: Hranljiva vrednost krmnih sme$a za
ishranu goveda na teritoriji Republike Srbije

On the grounds of the analysis of the presence of the elementary nutritive mat-
ter, no significant differences were established with regard to the prescribed quantity of nu-
tritive matter, so that the use of the examined mixes in the diets of the respective categories
of cattle can be expected to yield satisfactory production results.

Key words: fodder mixes, cattle, chemical composition, quality

PYCCKUN

MUTATENIbHAA CTOMMOCTb KOPMOBbIX CMECEW A151 KOPMJIEHUSA
KPYMHOIO POrATOro CKOTA HA TEPPUTOPUU PECIMYBJINKU CEPBUA

0. Wedep, Pagmuna MapkoBu4, Mapuena LLinepaHaa, b. MeTpynkuy

B TeueHune natuneTtHero nepuoga (2005-2009) B Jlabopatopuu Kategpbl no
KOPMIIEHMIO 1 60TaHMKe aHanM3npoBaHo 22 obpasynka cmecen ¢ Tepputopumn Cepbum,
npeaHasHadYeHHbIX 455t KOPMIEHUS [BE KaTeropum KpyrnHOro poratoro ckoTa (6bl4KoB B
oTKOpMe 1 1 AOMHbIX KOPOB 665bLie 20 NMTPOB MOJIOKa). AHaNn3 CoBepLUeH CTaH4apT-
HbIMW MeToZ4amu, a NoSydeHHble pe3ynbTaTbl CPaBHEHbI C YCNOBUSAMY KadecTBa CMecel,
npegnmcaHHon VIHCTpyKLmen o KavecTBe 1 Apyrnx TpeboBaHUsX A8 Kopma A XUBoT-
Hbix (Cn. nuct CPIO Homep 20/00 1 38/01). IHTeHCcKBHOE pa3BeeHne KpYnHOro poratoro
cKoTa nogpasymeBaeT ynoTpebrieHne KOHLEHTPUPOBaHHbIX CMECEN A1 BCEX KaTEropui,
KOTOpbIe MPUCNOCO6MEHbI, UX BO3PACTY M HadHa4yeHuo. CMecu-npoayKTbl MPOMbILLIEH-
HOCTWU KOpMa ANnA XXWUBOTHbIX, I'IOJ'InyBep)K,qéHHbIM TEeXHONOorm4eCKMM NOCTynkom yno-
TpebneHneM COOTBETCTBYIOLMX CbipbeB. HECOOTBETCTBYIOWEE KAaYeCTBO CbipbeB 06Y-
CrnoBnMBaeT NPo6ieMbl B OTHOLIEHUN KavecTBa OUHANbHbIX MPOAYKTOB, TaK, YTO MyHK-
TyanbHbIM NPUAEPXKUBAHMEM YTBEPXKAEHHBIX PELEnTyp He foCcTUraeT Bceraa u yaoBneT-
BOPUTENbHOE Ka4ecTBO cMecel. Bcé 370 HaBA3bIBAET HYXXAY KOHCTAHTHOWM CNEXKW Mu-
TaTeNbHOM CTOMMOCTU CMECen a 3TUM 1 KayecTBa.

Ha ocHoBe aHanusa NpuUCyTCTBUS OCHOBHbIX NMUTaTENbHbIX BELWECTB HeyC-
TaHOBJIEHbl 3Ha4YNUTEeNbHble OACTYNJ1IeHNA B OTHOLWIEeHUW npegnncaHHOro Kosamndecrtea nu-
TaTenbHbIX BelwecTB, Tak, 4TO yn0Tpe6neHmeM MCNbITaHHbIX CMecen B KOpMe oTBe4va-
IOLLMX KaTeropuii KpynHoro poraToro cKoTa MOryT OXuaaTtb YAOBIETBOPUTENbHbIE NPO-
N3BOACTBEHHbIE pe3ynbTaThl.

Knio4eBble cnosa: KOpMOBble CMeCH, prng||7| pOFaTbII7I CKOT, XIMWUYECKUIA COCTaB,
Ka4yecTBo
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PRISUSTVO I ZNACAJ MIKOTOKSINA U HRANI ZA SVINJE®
PRESENCE AND IMPORTANCE OF MYCOTOXINS IN PIG FEED

Radmila Markovi¢, D. Sefer, S. Radulovié, Marcela Speranda**

Mikotoksini predstavijaju znaCajan problem u ishrani svinja. Se-
kundarni metaboliti plesni su toksi¢ne materije koje negativno utiCu na
zdravlje i proizvodne rezultate Zivotinja, kao i na kvalitet njihovih proiz-
voda. Stvaranje mikotoksina je sloZen proces i tesko je predvideti koji
Ce toksin biti proizveden i u kojoj koncentraciji. Hranu najcesée kon-
taminiraju niske koncentracije razli¢itih mikotoksina (aflatoksini, ohra-
toksini, trihoteceni, fumonizini i zearalenon) koji uzrokuju niz nepoZelj-
nih uticaja, u zavisnosti od koli¢ine koju Zivotinja unese u organizam. In-
terakcije mikotoksina u organizmu su kompleksne, a mogu imati an-
tagonistiCki, sinergistiCki ili zbirni u¢inak, u zavisnosti od kombinacije i
koli¢ine u kojoj se pojave. Svinja je jedna od najosjetljivijih domacih Zi-
votinja na delovanje mikotoksina. Pri dugotrajnom konzumiranju hrane
kontaminirane mikotoksinima dolazi do pada proizvodnje, pogorsanja
opSteg zdravstvenog stanja i reproduktivnih poremecaja. Jedan od
vaznijih negativnih delovanja kod svinja koje dugo unose niske doze
mikotoksina je imunosupresija. Mikotoksini predstavijaju vrlo stabilna
jedinjenja koji dugo ostaju u sirovinama i Zivotinjskim proizvodima i
tako predstavijaju veliki rizik i za zdravije ljudi.

Kljuéne reci: mikotoksini, plesni, svinje, zdravije

Uvod / Introduction

Mikotoksini su sekunadarni metaboliti plesni, koji kontaminiraju Sirok
spektar biljaka pre ili nakon Zetve (Sinovec i sar., 2006). Kontaminacija mikotok-
sinima je prepoznata kao neizbezan rizik jer je stvaranje toksina zavisno od vre-
menskih prilika, a delotvorna prevencija je za sada nemoguc¢a. Prema FAO
izvestajima viSe od 25% svetskih poljoprivrednih useva je kontaminirano mikotok-
sinima (Pordevi¢, 2009).

* Rad primljen za $tampu 22. 02. 2010. godine
** Drsci. med. vet. Radmila Markovi¢, docent, dr sci. med. vet. Dragan éefer, vanredni profesor,
Stamen Radulovi¢, dr vet. med., saradnik u nastavi, Katedra za ishranu i botaniku, Faklutet

veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, R Srbija; dr sci. Marcela Speranda, profesor,
Zavod za stocarstvo, Poljoprivredni fakultet, Osijek, R Hrvatska

83



Vet. glasnik 64 (1-2) 83 - 92 (2010) Radmila Markovi¢ i sar.: Prisustvo i znac¢aj
mikotoksina u hrani za svinje

Mikotoksine najceSée proizvode gljivice iz rodova Aspergillus, Fusar-
jum i Penicillium (Bordevi¢, 2009). Toksini su od izrazite vaznosti jer se mogu pre-
neti sa Zivotinja na ljude putem mleka i zivotinjskih proizvoda, a neki od njih su
kancerogeni i teratogeni (Hesseltine, 1979). Prisutnost mikotoksina je neizbezna
pa je potrebno testiranje sirovina i proizvoda da bi hrana za ljude i Zivotinje bila
sigurna za upotrebu.

Mikotoksini se retko pojavljuju pojedinaéno, s tim da dva ili viSe tok-
sina zajedno mogu pojacati negativan efekat (Pasteiner, 1997).

Su$enje i mlevenje Zitarica pod visokim pritiskom i na visokoj tempera-
turi moZe smanijiti koli€inu gljivica, ali ne i mikotoksina, zbog njihove otpornosti na
visoke temperature prilikom obrade, tako da mogu opstati u hranivima bez vidljive
kontaminacije gljivicama (Osweiler, 1992). Naime, vec¢ina mikotoksina je hemijski
stabilna pa se mogu odrzati dugo nakon nestanka gljivica (Pasteiner, 1997). Glji-
vice opstaju na biljnim kulturama pre Zetve ili tokom skladiStenja sirovina.

Gljivice roda Fuzarium uspevaju na polju, te zahtevaju visoku vlaznost
vazduha (>90%) i zitarica uz visoku temperaturu vazduha (>23°C), pa retko kon-
taminiraju hraniva nakon zetve ili prilikom skladiStenja (Osweiler, 1992; Lacey,
1990).

Gljivice roda Aspergillus i roda Penicillium su vazne u svinjarskoj pro-
izvodniji, a dobro uspevaju u skladiSnim uslovima pri temperaturi izmedu 10i 50 °C
i vlaznosti zitarica izmedu 14 i 18 % (Sinovec i sar., 2006).

Mikotoksini se sporadi¢no pojavljuju zavisno od lokacije i godiSnjeg
doba (Bordevi¢, 2009). U nekim regionima postoji povecan rizik od kontaminacije
specificnim mikotoksinom zbog odredenih uslova poput ranog mraza, suse ili in-
sekata (Osweiler, 1992). Mikotoksini pronadeni u hranivima sa razli¢itih lokacija
prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Najzastupljeniji mikotoksini u pojedinim delovima sveta /
Table 1. Distribution of mycotoxins in the world

Lokacija / Mikotoksini /
Location Mycotoxins

Ohratoksin, vomitoksin, zearalenon /
Ochratoxin, vimitoxin, zearalenone

Zearalenon, vomitoksin /
Zearalenone, vomitoxin

Ohratoksin, vomitoksin, zearalenon, aflatoksin /
Ochratoxin, vomitoxin, zearalenone, aflatoxin

Aflatoksin, fumonizin, ohratoksin, vomitoksin, T-2 toksin /
Affatoxin. fumonisin, ochratoxin, vomitoxin, T=2 toxin

Zapadna Evropa / Western Europe

Isto¢na Evropa / Eastern Europe

Severna Amerika / North America

Juzna Amerika / South America

Afrika / Afiica Aflatoksin, fumonizin, zearalenon /
Aflatoxin, fumonisin, zearalenone
" , Aflatoksin /
Azija | Asia Aflatoxin

Aflatoksin, zearalenon /

Australija / Australia Aflatoxin, zearalenone
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Oni prirodno nastaju na razli¢itim vrstama biljnih kultura koje se
koriste u ishrani ljudi i Zivotinja.

Rast gljivica i proizvodnja mikotoksina u skladiSnim uslovima &esto
mogu biti nepredvidivi jer su gljivice sposobne da aktivno rastu bez dokaza o kon-
taminaciji hraniva mikotoksinima. Tuite (1979) je izneo nekoliko mogucih ob-
jasnjenja za tu pojavu:

— mikotoksin metaboliSu kompetitivne gljivice ili same gljivice;

— hranjive materije potrebne za proizvodnju mikotoksina iskoriStavaju
kompetitivne gljivice;

— uslovi nisu adekvatni za stvaranje mikotoksina i

- netoksi¢ni sojevi dominiraju nad toksi¢nim.

Vecina mikotoksina postepeno se akumulira u mesu i mleku zZivotinja
predstavljajuéi time opasnost za zdravlje oveka. Sto se ti¢e svinja, u Danskoj
postoji pravilnik koji reguliSe maksimalne dozvoljene koli¢ine (MDK) ohratoksina
u mesu. Kada koli¢ine ohratoksina u bubregu i jetri dostignu vrednost izmedu 10 i
15 ppb ti organi se iskljucuju iz prometa. Kada koli¢ina premasi 25 ppb ceo trup se
iskljuCuje iz obrade. Navedena ogranitenja su postavljena zbog povezanosti
bolesti bubrega sa prisustvom ohratoksina u hrani (Davegowda i sar, 1998). Zak-
onodavstvo EU i SAD-a je takode postavilo maksimalne dozvoljene koli€ine afla-
toksina u mleku. NajviSe paznje je usmereno na povezanost aflatoksina i pojave
raka jetre. Zakonodavstvo EU ograniCava koncentraciju aflatoksina B1 u hra-
nivima; grani¢na vrednost varira izmedu 5 i 50 PPb, u zavisnosti od hranjivog sas-
tojka i vrste Zivotinje za koju je hranivo namenjeno. Grani¢na vrednost koncentra-
cije ovog toksina u potpunoj krmnoj smesi za svinje iznosi 20 ppb.

Tabela 2. Maksimalne koli¢ine toksina toksogenih gljivica u sto¢noj hrani /
Table 2. Maximum quantities of toxins of toxogenic fungi in cattle feed

Vrsta toksina / N
Tvne of toxin Sto¢na hrana / Cattle fodder Mg/kg ppm
Hraniva / Feed 0.05
Aflatoksin / Krmne smese za telad, prasad, pilice, ¢urice i plovke / 0.01
Aflatoxin Fodder mixes for calves, piglets, chicken, turkey chicks and ducklings :
Krmne smese za svinje i zivinu / Fodder mixes for pigs and poultry 0.02
Zearalenon i derivati | Krmne smese za prasad, nazimad i nazimice do 50 kg / 05
zearalenona / Fodder mixes for piglets, unmated male and female pigs up to 50 kg :
Zearalenone 3110{ ) Krmne smese za ostale kategorije svinja / 1.00
zearalenone derivatives | Fodder mixes for other categories of pigs i
Krmne smesSe za prasad / 0.1
Ohratoksin A / Fodder mixes for piglets :
Ochratoxin A Krmne smese za svinje u tovu i rasplodne krmace / 0.2
Fodder mixes for porkers and breeding sows :
Krmne smese za pilice, prasad i telad / 0.3
Trihoteceni / Fodder mixes for chicken, piglets and calves :
Trichothecenes Krmne sme$e za krmade, goveda i perad / 06
Fodder mixes for sows, cattle and poultry )
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Sto se ti¢e zakonske regulative u nasoj zemlji, na snazi je Pravilnik o
maksimalnim koli¢inama Stetnih materija i sastojaka u sto¢noj hrani (Sluzbeni list
SFRJ, 1990) , koji jasno definiSe maksimalne koli¢ine toksina toksogenih gljivica u
sto¢noj hrani $to je prikazano u tabeli 2.

Materijal i metode rada / Material and methods

Tokom desetogodisnjeg perioda (2000-2010) u laboratoriji Katedre za
ishranu i botaniku Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu iz-
vr§eno je 133 analize na prisustvo mikotoksina u hrani za svinje razli¢itin katego-
rija. Mikotoksini su detektovani kvantitativno i kvalitativno metodom tankoslojne
hromatografije. Od ukupnog broja uzoraka hrane za svinje, 72 pripadaju hrani za
mlade kategorije, a 61 hrani za odrasle kategorije. Rezultate analiza poredili smo
sa zahtevima Pravilnika o maksimalnim koli¢inama Stetnih materija i sastojaka u
sto¢noj hrani.

Rezultati / Results

Od ukupnog broja analiza (72) koje su se odnosile na utvrdivanje
koli¢ine mikotoksina u hrani za mlade jedinke, nedozvoljena koli¢ina zearalenona
zabelezena je kod Cak 54 uzorka . Kod neSto manjeg broja uzoraka (44) utvrdena
je veca koliCina ohratoksina, a kod 30 uzoraka veca koli¢ina aflatoksina u odnosu
na vrednosti koje su propisane Pravilnikom. Prilikom ispitivanja uzoraka krmnih
smesa za ishranu Zivotinja koje pripadaju kategoriji odraslih jedinki, od ukupnog
broja (61), kod 27 uzoraka je utvrdena veca koli¢ina zearalenona, kod 23 uzorka
veca koli¢ina ohratoksina i kod 12 uzoraka veéa koli¢ina aflatoksina u odnosu na
vrednosti koje su propisane Pravilnikom.

Tabela 3. Rezultati analiza laboratorije na prisustvo mikotoksina u hrani za svinje razlicitih
kategorija /
Table 3. Results of laboratory analyses for the presence of mycotoxins in feed for pigs of different categories

Broj uzoraka potpunih krmnih sme$a kod kojih je utvrdena
) ) koli¢ina mikotoksina iznad maksimalno dozvoljenih vrednosti /
Vrsta mikotoksina / Samples of full fodder mixes in which the determined quantities of
Type of mycotoxins mycotoxins exceeded the values established under regulations
Mladi / Young Odrasli / Adults

Aflatoksin / Aflatoxin 30 12
Zearalenon / Zearalenone 54 27
Ohratoksin / Ochratoxin 44 23
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Diskusija / Discussion

Dobijeni rezultati ukazuju na procentualno najvecéu zastupljenost zea-
ralenona u krmnim smeSama kako za mlade tako i za odrasle jedinke. U odnosu
na ostale Zivotinjske vrste svinje su najosetljivije na prisustvo mikotoksina u hrani.
KliniCki efekat najucestalijih mikotoksina prikazan je u tabeli 4.

Ispoljavanje klini¢kih simptoma zavisi od doze i vremena izlaganja, te
moze varirati od akutnog do hroniénog. Reakcija na poznate mikotoksine je
najéesce subakutna ili hroni¢na, dok su simptomi Cesto slabo izraZeni i nejasni.
Predisponirajuci faktori u nekim slu¢ajevima mikotoksikoza mogu biti nedostatak
belangevina ili selena (Sinovec et al., 2006). Mlade zivotinje su najprijemcivije na
mikotoksine (CAST, 1989; Valpoti¢ i sar., 2006). Isti autor navodi sledece efekte
mikotoksina na ljude i Zivotinje:

— usporen rast, oslabljen imunitet i smanjena otpornost na infekcije;

- akutna toksi¢nost i uginuce zbog izlaganja visokim koli¢inama miko-
toksina;

— smanjena proizvodnja jaja i mleka;

— hroni¢ne bolesti, uklju¢ujuéi i tumore, nakon duzeg izlaganja malim
koli¢inama mikotoksina.

U slucaju kontaminacije hraniva vecim brojem vrsta mikotoksina, tok-
sikolo$ki efekti se mogu pojacati ili manifestovati sinergisti¢ki u¢inak. Utvdene su
razne kombinacije mikotoksina u hrani za perad i svinje, pri ¢emu je najjaci
toksiCni efekat registrovan kod kombinacije aflatoksina i ohratoksina A, kao i afla-
toksina i trihotecena (T-2 toksin) (Huff i sar., 1988). ToksikoloSki sinergizam
izmedu fuzarine kisellne i vomitoksina je najbolje prikazan prilikom dodatka oba
toksina hrani za prasad (Smith, 1997). S obzirom na to da je u izvrSenim ispitivan;ji-
ma u laboratoriji Katedre za ishranu i botaniku najveci broj uzoraka sadrzao ne-
dozvoljene koli¢ina zearalenona , potrebno je naglasiti da je zearalenon estrogen-
ski mikotoksin, odnosno fitoestrogen, koga produkuju pojedine vrste gljivica iz
roda Fusarium. Za razliku od ostalih mikotoksina, zearalenon nije samo se-
kundarni metabolit plesni, ve¢ igra vaznu ulogu u polnom razmnoZzavanju gljivica
koje ih produkuju. Zearalenon spada u toksi¢ne mikotoksine, tako da se srednja
akutna letalna doza (LD 5y ) za razliCite Zivotinjske vrste kre¢e u intervalu 10-
100 mg/kg hrane. Toksi¢ni efekti mogu se pojaviti kod Zivotinja ve¢ sa 1-5 ppm
zearalenona u hrani, §to zavisi od vrste i starosti zivotinja, pola, zdravstvenog
stanja kao i koli¢ine konzumirane hrane. Zearalenon se moze dokazati u krvi in-
toksiciranih Zivotinja pet dana nakon davanja, a u urinu nakon &etiri dana (Sinovec
i sar., 2006). Istrazivanja sa markiranim zearalenonom na 10-14 nedelja starim
jorksir prasadima ukazuju da je metabolicko poluvreme toksina prilikom oralnog i
i/v davanja 86 sati i 6 minuta, a prilikom intrabilijarne administarcije 3 sata i 34 mi-
nuta.
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Ako je zearalenon prisutan u sto€noj hrani, treba ga o€ekivati u mesu i
proizvodima zivotinja koje su hranjene plesnivom hranom. Zearalenon je utvrden
inski i sar., 1989). U znatno vec¢oj koli¢ini (78-310 ug/kg) naden je u jetri svinja
hranjenih hranom koja je sadrzala 40-400 mg/kg zearalenona, odnosno 59-
1200 png/kg u mesu i jetri brojlera kojima je u hranu dodato 5 mg/kg ovog toksina
(Goihl, 1990).

Zearalenon i njegovi derivati se mogu dokazati u mleku 42-44 sata
nakon kori§¢enja hrane u kojoj su prisutni mikotoksini, s tim da se putem mleka
izluCuju jo$ pet dana nakon prestanka kori§éenja plesnive hrane (Sinovec i sar.,
2006).

S sobzirom na mehanizam dejstva, toksi¢ni efekti zearalenona mogu
se javiti u svim metabolickim procesima na koje utiCu estrogeni hormoni, a
naj¢esce na polnim organima i u procesu reprodukcije. Od svih domacih Zivotinja
svinje su najosetljivije na zearalenon (Sefer, 2000). Hiperplazija i metaplazija epi-
tela uterusa su medu vaznijim indikatorima delovanja zearalenona kod Zenki, dok
se kod muzjaka javlja tzv. feminizirajuéi efekat odnosno atrofija testisa i povec¢anje
mamarnih Zlezda. Klini¢ka slika trovanja zearalenonom kod drugih Zivotinjskih
vrsta opisivana je znatno rede u odnosu na svinje. Prisustvo zearalenona u orga-
nizmu zivotinja direktno ugrozava i zdravlje ljudi. Opasnost koriS¢enja mesa Zivoti-
nja otrovanih zearalenonom je ve¢ duze vreme predmet istrazivanja zbog njegove
poznate kancerogenosti koju uporeduju sa dietilstilbestrolom. Kod Zena moze
izazvati estrogenizaciju i pseudotrudnocu (Kralj i sar., 1988), a kod muskaraca se
dovodi u vezu i sa pojavom karcinoma prostate. Medutim, zabeleZeno je kori§ée-
nje jednog derivata zearalenona kao hemoterapeutika u cilju ublazavanja pore-
mecaja u menopauzi.

S obzirom na negativne efekte zearalenona, jasno je da se u proizvod-
nim uslovima drZanja Zivotinja mora praktikovati stalni monitoring prisustva zeara-
lenona u cilju brzog i efikasnog reagovanija.

Zakljuéak / Conclusion

Ranim, odnosno pravovremenim utvrdivanjem prisustva mikotoksina
u hrani i posledi¢nim iskljuc¢ivanjem kontaminirane hrane iz upotrebe i/ili eventual-
nim razblazivanjem i meSanjem sa hranivima slobodnim od mikotoksina mogu se
ublaziti negativni efekti, ali je potreban odredeni vremenski period za eliminaciju
resorbovane koli¢ine mikotoksina i Stetnog efekta. Zato se u proizvodnim uslo-
vima mora praktikovati stalni i viSestepeni monitoring higijenske ispravnosti hrane
u cilju brzog i efikasnog reagovanja kao, za sada jedinog, nac¢ina uspesSne preven-
cije Stetnih efekata mikotoksina.

Veoma vazan segment preveniranja Stetnih efekata mikotoksikoza je i
odredivanje maksimalno dozvoljenog sadrzaja (sigurnosne granice, nivo toleran-
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cije) mikotoksina u hrani za pojedine vrste Zivotinja. Apsolutno bezbedan sadrzaj
ne postoji jer se svaka koli¢ina mikotoksina u hrani moZze smatrati Stetnom.
Odredivanje maksimalno dozvoljenog sadrzaja mikotoksina u hrani za pojedine
vrste zivotinja zasniva se na osetljivosti analitickih metoda i efekata mikotoksina
na zivotinje i ljude. Pojedine vrste mikotoksina ispoljavaju razli¢itu toksi¢nost za
razli¢ite vrste Zivotinja, pa i za razli¢ite kategorije u okviru iste vrste. Cisti mikotok-
sini koji se koriste u ogledima su ¢esto manje toksi¢ni nego prirodno sintetisani i
inkorporisani u hranu (aflatoksin kod muznih krava, deoksinivalenol - DON kod
svinja). Pored navedenog, na negativne efekte kori§¢enja kontaminirane hrane
utiCe i vremenski period konzumiranja hrane. Kori§éenje hrane sa niskim sadrza-
jem mikotoksina tokom duzeg vremenskog perioda ispoljava slicne efekte kao
kratkotrajna upotreba hrane sa veéom koli¢inom mikotoksina. Problem se us-
loZnjava i prisustvom i interakcijom mikotoksina prisutnih u hranivima i/ili hrani koji
medusobno potenciraju Stetne efekte. Zato se najveéi broj preporuka o maksi-
malno dozvoljenom sadrzaju mikotoksina u hrani za pojedine vrste Zivotinja
zasniva, pre svega, na ekonomskim principima koji u svetlu profita u proizvodniji
namirnica animalnog porekla danas igraju najvazniju ulogu.
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ENGLISH
PRESENCE AND IMPORTANCE OF MYCOTOXINS IN PIG FEED

Radmila Markovié, D. Sefer, S. Radulovié, Marcela §peranda

Mycotoxins present a significant problem in the diet of pigs. Secondary me-
tabolites of fungi are toxic matter that have a negative effect on health and the performance
of animals, as well as on the quality of their products. The creating of mycotosins is a com-
plex process and it is difficult to predict which toxin will be produced and in which concen-
tration. Food is most often contaminated by low concentrations of different mycotoxins (af-
latoxins, ochratoxins, trichothecenes, fumonisinsi and zearalenone) which cause a series
of undesired effects, depending on the amount that the animal has ingested into the organ-
ism. Mycotoxin interactions in the organism are complex, and they can have antagonistic,
synergistic or a joint effect, depending on the combination and quantity in which they ap-
pear. The pig is a domestic animal which is most sensitive to the effects of mycotoxins.
Long-term consumption of feed contaminated with mycotoxins results in a decline in pro-
duction, a deterioration of the general health and reproductive disorders. One of the most
important negative effects in pigs which receive low doses of mycotoxins in the longterm, is
immunosuppression. Mycotoxins present very stable links that remain in raw materials and
animal products for a long time and thus pose a major health risk for humans.

Key words: mycotoxins, fungi, pigs, health
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PYCCKUN

MPUCYTCTBUE U 3HAYEHUE MUKOTOKCUHOB B KOPME /19 CBUHEWN
Pagmuna Mapkosuy, [1. Ledep, C. Pagynosuy, Mapuena LLenepaHga

MWKOTOKCUHBI NMPeACcTaBNAT cOOOM 3HAUUTENbHYIO NMPobniemMy B KOpMrie-
HUM CBMHEW. BTOpu4yHbie MeTabonnThbl MNECHN TOKCUYECKMNE BELLECTBA, KOTOPbIE OTPU-
LaTenbHO BNNSIOT HA 340POBbE U MPON3BOAUTENbHbIE PE3YNbTaThl )KMBOTHbIX, CJTOBHO U1
Ha Ka4ecTBO Ux NpoaykToB. Co34aHne MUKOTOKCUHOB CITOXKHbIW MPOLIECC 1 TPYAHO Npea-
BMAETb, KOTOPbIA TOKCUH ByAeT Npou3BeAéH M B KOTOPOW KOHUeHTpauuu. Kopm vatle
BCEr0 KOHTAMUHUPYIOT HU3KUE KOHLUEHTpauum pasfnnyHbiX MUKOTOKCMHOB (adnaTok-
CVHbI, OXPaTOKCUHbBI, TPUXOTELEHbI, (DYMOHU3UHBI N 3eapaneHoH), KOTopble 06yCnoBu-
BalOT PAL, HeXXenaTenbHbIX BIMAHWIA, B 3aBUCMOCTM OT KONIMYECTBA, KOTOPOE XXMBOTHOE
BHECET B opraHm3mM. VIHTepakuum MUKOTOKCUHOB B OpPraHW3Me KOMIMJIEKCHbIe, a8 MOTryT
UMETb aHTarOHUCTUYECKOE, CUHEPTMCTMYECKOEe uUnn cobrpaTensHoe AeNCTBMe, B 3aBU-
CMMOCTW OT KOMOUHaLMM N KONMMYEeCcTBa B KOTOPOM NosBATcHA. CBUHbA ofHa U3 camblX
YYBCTBUTENbHbIX AOMALLIHUX XKUBOTHbIX Ha AEACTBME MUKOTOKCWHOB. Mpu AnuTenbHOM
noTpebneHnn KOHTaMWHUPOBAHHOIO KOpMa MNpUXOAUT A0 HadeHue npou3BOLACTBA,
yXyALeHns o6LLero CoOCTOAHUS 340POBbSA U PENPOAYKTUBHBIX paccTponcTs. OanH 13 6o-
nee BaXKHbIX OTpULATENbHBLIX AENCTBUN Yy CBUHEW, KOTOpble ANUTENbHO 6epyT HU3Kne
[03bl MUKOTOKCUMHOB - MMMYyHOCYynpeccnss. MMKOTOKCUHbI NpeAcTaBnsAloT cob0n OYeHb
cTabunbHble COeANHEHUS, KOTOPbIE AOITO OCTAKOT B CbIPbSAX U XXUBOTHbLIX MPOAYKTaXx, U
npeacTaBnsoT co60M 6ONbLIOA PUCK U3-3a BO3MOXKHOIO NepeHoca Ha fnogen.

KntoyeBble cnoBa: MUKOTOKCUHBI, MNIECHU, CBUHBW, 340poBbe
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Sepsa je bez sumnje jedan od naj¢es¢ih uzroka uginuéa no-
vorodene Zdrebadi. Karakterise se sistemskim inflamatornim odgovo-
rom organizma na prodor infektivnog agensa u cirkulaciju, sa progresiv-
nim pogorSavanjem zdravstvenog stanja uprkos intenzivnoj terapiji.
Kao posledica sistemskog inflamatornog odgovora organizma i Soka,
koji ¢ine prvu fazu sepse, u drugoj fazi dolazi do obimnih organskih
oSte¢enja (sindrom organske disfunkcije), koji su odgovorni za slom
homeostaskih mehanizama i brzo uginuce.

Tokom poslednjih tridesetak godina u Srbiji je registrovan visok
procenat uginu¢a novorodene Zdrebadi, pri cemu je uz herpesvirus tip
1 u znaCajnom procentu uzrok uginuc¢a bila bakterijska sepsa,
najéesée u vezi sa nedovoljnim transferom kolostralnih imunoglobu-
lina, Sto je u vise sluCajeva potvrdeno.

Brzi tok bolesti sa nespecificnom klinickom slikom i stanje Soka
oteZavaju pravovremeno prepoznavanje simptoma i preduzimanje od-
govarajuce terapije, zbog ¢ega je za efikasnije spreCavanje ovakvih po-
java, uz pazljivu klini¢ku opservaciju novorodenc¢adi u prvim danima Zi-
vota, neophodno dobro poznavanje mehanizama infekcije i Soka.

Kako je za potvrdu dijagnoze - identifikaciju uzro¢nika i ispitivanje
njegove osetljivosti na antibiotike potrebno dosta vremena, terapija je
najc¢esée simptomatska i obuhvata intravensku nadoknadu teénosti,
elektrolita i glukoze, korekciju acidobaznih poremecaja, primenu anti-
biotika i antiendotoksi¢nih supstancija, zatim supstituciju deficitnih imu-
noglobulina, u svim slucajevima kada je uzrok sepse bio nedovoljan
transfer kolostralnih imunoglobulina.

Kljucne reci: Zdrebad, neonatalne infekcije, sepsa, Sok, terapija

* Rad primljen za $tampu 14. 04. 2010. godine

** Mr sci. med. vet. Saa Laus, diplomirani veterinar, Veterinarska stanica "Praxis veterinaria",
Vrsac; dr sci. vet. med. Dragisa Trailovi¢, redovni profesor, Stefan Dokovi¢, dr vet. med.,
saradnik u nastavi, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu
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Uvod / Introduction

U patologiji novorodene zdrebadi izuzetno zna¢ajnu ulogu imaju neo-
natalne infekcije, pre svega bakterijska sepsa, koja u velikom broju slu¢ajeva do-
vodi do uginuéa u prvim danima zivota. Tokom poslednjih tridesetak godina u
Srbiji je registrovan veliki broj slu€ajeva uginu¢a zdrebadi, naro€ito na nekim er-
gelama engleskog punokrvnjaka. Na ergeli "LjubiCevo" je, na primer, osamdesetih
godina proslog veka registrovano viSe desetina slucajeva uginu¢a novorodene
zdrebadi u prvoj nedelji Zivota, pri €emu su uz herpesvirus tip 1 u znaé¢ajnom pro-
centu uzrok bile bakterijske infekcije, naj¢eS¢e u vezi sa nedovoljnim transferom
kolostralnih imunoglobulina, $to je u viSe slu¢ajeva potvrdeno (Trailovi¢ i sar.,
1992, 2000, 2001, 2004; Laus, 2001; UroSevié i sar., 2001). Zdrebad se, kao $to je
poznato, radaju bez imunoglobulina, pri E¢emu je kljuéni izvor antitela neophodnih
za njihovo prezivljavanje u prvih nekoliko meseci zivota kolostrum. Imunodefi-
cijencija uslovljena nedovoljnim transferom kolostralnih imunoglobulina odgo-
vorna je za pojavu infekcija patogenim baktrerijama iz okruzenja, koje se u prvih
nekoliko dana najé¢e$¢e manifestuju sepsom sa brzim uginu¢em.

Sepsa predstavlja sistemski inflamatorni odgovor na infekciju ili
povredu, koji se karakteriSe kaskadnim oslobadanjem razli¢itih inflamatornih me-
dijatora koji mogu biti odgovorni za razvoj septickog Soka i uginu¢e (Sanchez,
2005). Tradicionalno se dovodi u vezu sa prisustvom patogenih bakterija i/ili nji-
hovih toksina u krvi, mada se sli¢an odgovor moze razviti i kada u krv prodru vi-
rusi, gljivice i drugi infektivni agensi, ili pak u slu¢ajevima nezavisnim od infekcije —
kod trauma, hipovolemija, hemoragija, imunoloskih reakcija ili reakcija na lekove
(Purvis i Kirby, 1994; Murray i sar., 1998; Mac Kay, 2000; Sanchez, 2005).
Promene koje su udruzene sa klinickim sindromom sepse su, ustvari, rezultat ne-
specifitnog inflamatornog odgovora. U literaturi se ovakav odgovor opisuje kao
sindrom sistemskog inflamatornog odgovora (systemic inflammatory response
syndrome - SIRS) koji ne podrazumeva obavezno prisustvo bakterijske infekcije
(Sanchez, 2005).

SIRS predstavlja terminalnu fazu inflamatornog odgovora koja se
karakteriSe malignom, opStom aktivacijom multiplih proinflamatornih puteva sa
hipertermijom ili hipotermijom (rektalna temperatura ve¢a od 39,2°C ili niza od
37,2°C), tahikardijom (sr¢ana frekvenca visa od 120/min), tahipnejom (frekvenca
disanja ve¢a od 30/min), hipokapnijom (parcijalni pritisak arterijskog CO, maniji
od 32 mmHg), leukocitozom ili leukopenijom (vise od 12x10% ili manje od
4x109/1), poveéanjem broja nezrelih formi granulocita itd. (Evans i Smithies, 1999;
Sanchez, 2005). Promene koje su vezane za SIRS mogu voditi u ok, koji se
karakteriSe izrazitom hipotenzijom koja ne odgovara na intravensku terapiju
teCnostima.

Posledica Soka je hipoperfuzija i disfunkcija organa sa narusavanjem
homeostaze, koja se ne moze odrzati bez intervencije. Ovaj proces se u literaturi
oznacava kao sindrom multiorganske disfunkcije ili multiple organ dysfunction
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syndrome - MODS (Sanchez, 2005), koji pocinje sa progresivhom insuficijencijom
kardiovaskularnog sistema, da bi se kasnije razvile klinicke manifestacije pore-
mecaja respiratornog, gastrointestinalnog, urinarnog i nervnog sistema, refraktor-
nom hipotenzijom, acidozom, oligurijom i uginu¢em (Perkins i sar., 1996; Evans i
Smithies, 1999; Sanchez, 2005).

Patofiziologija sepse / Patophysiology of sepsis

Inflamacija predstavlja odgovor tkiva na povredu ili prisustvo mikroor-
ganizama. Prva faza ovog procesa je prepoznavanje povrede, napadnute celije u
ovoj fazi oslobadaju odgovaraju¢e medijatore (npr. histamin) i sintetiSu proinfla-
matorne supstance uklju¢ujuéi eikosanoide (prostaglandini, tromboksani, leuko-
trijeni) i citokine (interleukin-1 (IL-1), tumor nekrozis faktor-o. (TNF-cz). Ovi medijati
su odgovorni za inicijaciju inflamatornog odgovora. Infekcija mikroorganizmima
moze rezultirati povredom tkiva i tako inicirati ovaj proces, ili e specifi¢ne struk-
ture na bakterijskim ¢éelijama biti prepoznate od strane imunskih ¢elija (makro-
fagi), sa posledi¢nom produkcijom inflamatornih medijatora i inicijacijom inflama-
tornog odgovora (Sanchez, 2005). Imunski sistem na bakterijskoj ¢eliji moze pre-
poznati komponente kao $to su endotoksin (lipopolisaharid - LPS), egzotoksin
gram-negativnih bakterija (peptidoglikan - PGs), lipoteihoi¢nu kiselinu (LTAs),
enterotoksin i superantigeni egzotoksin iz gram-pozitivnih bakterija. lako bak-
terijska infekcija moze inicirati inflamatorni odgovor, sama inflamacija iskljucivo
zavisi od produkcije endogenih medijatora (Moore i Barton, 1998; Sanchez,
2005).

Kod zdrebadi sepsa je najceSée izazvana gram-negativnim uzroéni-
cima. Ove bakterije poseduju LPS, koji se nakon dospevanja u cirkulaciju vezuje
za LPS-vezujuéi protein (LBP). Ovaj kompleks se potom vezuje za receptore na
povrsini mononuklearnih fagocita (mCD14 ili sCD14) koji takode veze PG i LTA iz
gram-pozitivnih bakterija. LPS-LBP-CD14 kompleks ili PG-LTA-CD14 kompleks
odgovoran je za aktivaciju mononuklearnih fagocitnih ¢elija putem tzv. TLR recep-
tora (toll-like receptor) i transmisije signala kroz membranu (Morris, 1991). Kod
sisara su identifikovani brojni tipovi TLR, $§to nam govori da su razliciti tipovi TLR
receptora odgovorni za prepoznavanje razliCitih vrsta patogenih mikroorgani-
zama (Morris, 1991).

Do ¢elijske aktivacije moze dodi i zbog razvijanja nespecifi¢ne oksida-
tivne stres reakcije unutar mononuklearnog fagocita, pra¢ene stimulacijom proin-
flamatornih stimulusa kao §to su TNF-o, endotoksin ili egzotoksin. Razvijanje in-
flamatornog odgovora zavisi od produkcije brojnih medijatora inflamacije (na
pocetku iz aktivisanih mononuklearnih fagocita), kao Sto su proinflamatorni citikini
(TNF-0,, IL-1, IL-6), proinflamatorni enzimi (inducibilna azot oksid sintaza, fosfoli-
paza A2, ciklooksigenaza-2) i adhezivni molekuli — selektini i intracelularni adhezi-
oni molekuli (Moore i Barton, 1998; Sanchez, 2005).
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Inicijalne promene kod inflamatornog odgovora su pre svega rezultat
lokalne vazodilatacije i poveéanja propustljivosti krvnih sudova, kao posledica de-
lovanja vazoaktivnih medijatora oslobodenih iz povredene ili inficirane ¢elije. Ovi
medijatori su histamin, serotonin, kinin, eikosanoidi, faktor aktivacije trombocita,
produkti degradacije fibrina i produkti komplementa C3a i C5a. (Mac Kay, 2000;
Sanchez, 2005). Promene koje se deSavaju na endotelu krvnih sudova pod utica-
jem molekula nastalih iz promenjenog tkiva (IL-1, TNF-c, histamin) imaju za posle-
dicu dijapedezu neutrofila i povecanje vaskularne propustljivosti. Nakon dospe-
vanja u promenjeno podrucje, neutrofili i makrofagi fagocituju strani materijal,
povredeno i mrtvo tkivo i uniStavaju fagocitovani materijal oksidativnim mehaniz-
mom (neutrofili) ili putem oksidativnih i neoksidativnin mehanizama (makrofagi).
Makrofagi oslobadaju brojne faktore koji poja¢avaju imunski odgovor, ukljuujudi
proinflamatorne citokine (IL-1, TNF-o, IL-6, IL-12, IL-18). Proinflamatorni citokini
daju signal ciljnim ¢éelijama, prevashodno neutrofilima, da povecéaju produkciju
sekundarnih inflamatornih medijatora kao $to su derivati fosfolipida (prosta-
glandini, tromboksan A2, leukotrijeni) i reaktivne vrste kiseonika (slobodni kiseo-
nik, superoksid anjon, hidroksil radikal, vodonik peroksid, NO, hipohlorid jon) i
pojacaju inflamatorni odgovor. Sistemske manifestacije inflamacije i/ili infekcije su
groznica, anoreksija, letergija i depresija, primarno zbog dejstva TNF-o.i IL-1 (San-
chez, 2005).

Odgovor akutne faze / Acute inflammatory response

Interleukin-6, IL-1 i TNF-a iniciraju odgovor akutne faze, poveéavajudi
sintezu proteina akutne faze. Ove supstance igraju veoma vaznu ulogu u mnogim
fazama odgovora na inflamatorne stimuluse i uklju€uju aktivaciju komplementa,
koagulaciju, fibrinolizu, transport supstanci kroz cirkulaciju, inhibiciju proteaza
neutrofila i modulaciju inflamatornog odgovora. Odgovor akutne faze je vazan u
regulaciji antiinflamatornih komponenti i odrzavanju inflamatornog odgovora pod
kontrolom (Mac Kay, 1998; Sanchez, 2005). Ovaj regulatorni mehanizam se
postize antinflamatornim medijatorima koji inhibiraju aktivaciju makrofaga (IL-4,
IL-10, IL-13, kortikosteroidi, prostaglandin E2), antagonistima proinflamatornih ci-
tokina (antagonista za IL-1 receptor) i solubilnim receptorima proinflamatornih ci-
tokina (solubilni IL-1 receptor tip Il, solubilni TNF receptor). Ravnoteza izmedu
proinflamatornih i antiinflamatornih komponenti je vazna u odredivanju karakteris-
tika inflamatornog odgovora (Mac Kay, 1998).

Sindrom sistemskog inflamatornog odgovora /
Systemic inflammatory response syndrome

Promene vezane za inflamatorni odgovor uglavhom imaju za cilj da
zastite organizam i obezbede eliminaciju mikroorganizama antigen specifi¢nim i
nespecificnim mehanizmima, stimuli§u imunski sistem i aktiviraju procese ozdrav-
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lienja oSteé¢enog tkiva. Preterana inflamacija i odgovor akutne faze naziva se SIRS
(sindrom sistemskog inflamatornog odgovora). SIRS se karakteriSe sistemskom
aktivacijom brojnih proinflamatornih medijatora ukljucujuéi citokine (IL-1, TNF-c,
IL-6, IL-8), fosfolipidne derivate (faktor aktivacije trombocita, prostaglandini, trom-
boksan A2, leukotrieni) komponente komplementa (C3a, C5a), reaktivne vrste
kiseonika i vazoaktivne materije (NO, CO). Ovi medijatori su, kako je ranije opi-
sano, komponente normalnog lokalizovanog inflamatornog odgovora, s tim $to
sistemska aktivacija ovih proinflamatornih medijatora moze da dovede do pre-
komernog odgovora (Moore i Barton, 1998).

Prvi efekat vezan za SIRS je aktivacija endotela sa posledicnom pro-
dukcijom vazoaktivnih medijatora i naruSavanjem vaskularne homeostaze. Infla-
matorni citokini (IL-1 i TNF-a)) su odgovorni za aktivaciju endotela, pri ¢emu aktivi-
sane ¢elije produkuju inflamatorne citokine i NO (pomoc¢u inducibilne NO sin-
taze), prostaglandine (putem inducibilne ciklooksigenaze-2) i endotelin-1. Aktivi-
sane endotelne celije se skupljaju, povecavajuéi veli¢inu intercelularnih pora, sto
vodi povecanju vaskularne propustljivosti. Opisanim promenama doprinosi po-
jacana produkcija tkivnih faktora, Wilebrandovog faktora, tromboza i adherencija
trombocita (Sanchez, 2005).

Inicijalni sistemski efekat ovih promena je pulmonalna vazokonstrik-
cija, Sto vodi u pulmonalnu hipertenziju, verovatno prouzrokovanu tromboksa-
nom-A2 (Moore i Barton, 1998). Na inicijalnu hipertenzivhu fazu nastavlja se
sistemska hipotenzija, prouzrokovana smanjenjem arterijskog tonusa, sa prosi-
renjem velikih vena (Lavoie i sar., 1990), koja napreduje do hiperdinami¢kog Soka
sa povecanjem sréane frekvence, zbog nemoguénosti srca da obezbedi ade-
kvatnu perfuziju tkiva (Sanchez, 2005). Kao posledica oslobadanja depresora
miokarda (NO, TNF-q, IL-1) opada osetljivost miokarda na 3 adrenergi¢nu stimu-
laciju, $to doprinosi izlasku te¢nosti u intersticijum i nastanku edema (Sanchez,
2005). Vazokonstrikcija arteriola prouzrokovana pove¢anom produkcijom sup-
stanci koje izazivaju vazokonstrikciju (endotelin-1, tromboksan A-2), takode do-
vodi do slabljenja autoregulacionog sistema. Adherencija neutrofila za endotel i
otok endotelnih celija dovodi do smanjenja protoka krvi. Akumulacija fibrina i
agregacija trombocita i eritrocita dovode do pojaane koagulacije, sa posle-
di¢nim zacepljenjem krvnih sudova i tkivnom hipoperfuzijom, na koju se nadove-
zuje povecanje vaskularne propustljivosti i ekstravazacija te€nosti u intersticijalni
prostor, hipotenzija i hipovolemija (Hoffman i sar., 1992).

Aktivacija sistema koagulacije nastaje primarno spoljasnjim putem, jer
se produkcija tromboplastina u endotelnim ¢elijama i mononuklearnim fagocitima
povecava pod uticajem IL-6 i drugih proinflamatornih stimulusa. Kod SIRS-a je
proces fibrinolize suprimiran zbog povec¢ane koncentracije inhibitora plazmino-
gen aktivatora u plazmi. éirenje aktivacije koagulacionog sistema, kombinovano
sa smanjenom fibrinolizom, rezultira razvojem diseminovane intravaskularne ko-
agulacije (Levi i Ten Cate, 1990; Moore i Barton, 1998; Sanchez, 2005). Napre-
dovanjem ovog procesa dolazi do sve ozbiljnih hemodinamskih poremecaja i
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$oka. Sok u stvari predstavlja stanje kada su kardiovaskularne funkcije toliko
poremecene da se hipotenzija koja je nastala kao posledica navedenih promena
ne moze korigovati intravenskom terapijom te€¢nostima i zahteva upotrebu inotro-
pnih i/ili vazopresornih lekova. Sok je najtezi poremeéaj kardiovaskularnog siste-
ma SIRS-a i osnova sindroma multiorganske disfunkcije (MODS). Septicki Sok se
pri tome definiSe kao Sok nastao kao posledica infekcije (Drummond i Koterba,
1990; Lavoie i sar., 1990; Purvis i Kirby, 1994; Sanchez, 2005).

Sindrom multiorganske disfunkcije / Multiple organ dysfunction syndrome

Kao posledica kardiovaskularnih poremecaja nastaje sindrom mul-
tiorganske disfunkcije, koji se karakteriSe oSte¢enjem ostalih organa. Do ovih
osStecenja dolazi prvenstveno usled hipoperfuzije tkiva i posledi¢nih promena
¢elijskog metabolizma zbog smanjenog priliva kiseonika. Tkivna hipoksija, pri
tome, ima za posledicu metaboli¢ku acidozu (Evans i Smithies, 1999). Pulmo-
nalna disfunkcija se manifestuje refraktornom hipoksemijom, verovatno uzrok-
ovanom povec¢anjem propustljivosti krvnih sudova pluéa, mikrotrombozom,
oste¢enjem pluénog epitela, pluénim edemom i smanjenjem produkcije surfak-
tanta. Renalna disfunkcija se manifestuje akutnom bubreznom insuficijencijom sa
azotemijom i oligurijom, usled poremecaja u mikrocirkulaciji i hipoperfuzije bu-
brega (Evans i Smithies, 1999). Gastrointestinalni poremecaji prvenstveno obuh-
vataju naruSavanije intestinalne barijere i prodor bakterija, koji su uz ileus veoma
Cesto i neposredan uzrok sepse. Kada je u pitanju gastrointestinalni trakt ne sme
se zanemariti jetra, koja trpi posledice svih sistemskih poremecaja organizma.
Disfukcija jetre sa hiperbilirubinemijom i porastom aktivnosti jetrinih enzima (sor-
bitol dehidrogenaza, aspartat-aminotransferaza) u serumu je, naime, uobicajen
problem kod zdrebadi sa sepsom. OStecenja jetre delom nastaju kao posledica
hipoperfuzije, a delom zbog pojacanih metaboli¢kih potreba i poveéane produk-
cije inflamatornih medijatora od strane Kupfferovih ¢elija, kao odgovor na oslo-
badanje inflamatornih medijatora iz gastrointestinalnog trakta. Poremecaji nerv-
nog sistema su takode Cesti, manifestuju se depresijom ili tzv. septickom encefa-
lopatatijom sa ekstenzivnim oSte¢enjem neurona. | u sklopu ovog sindroma javlja
se diseminovana intravaskularna koagulacija (Levi i Ten Cate, 1990; Sanchez,
2005).

Etiologija septikemije / Etiology of septicemia

Brojni faktori utiCu na pojavu septikemije zdrebadi. Faktori rizika su
placentitis, prenatalni poremecaji vulve, distokija, bolesti kobile, prerani ili od-
loZzeni porodaj, indukovani porodaj, poremeéaj pasivnog transfera kolostralnin
antitela, transport gravidne kobile i prisustvo organski lokalizovanih oboljenja kod
novorodene zdrebadi, kao $to su dijareja, pneumonija, septini artritis, otvorene
rane i dr. (Brewer i Koterba, 1987 i 1988; Brewer 1990; Perkins i sar., 1996). Intrau-
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terino fetus moze biti izlozen uzro€nicima koji najéeS¢e ascendentno dospevaju u
posteljicu i preko placento-horijalne barijere u krvotok fetusa. Uzrocnici placenti-
tisa se mogu naci i u amnionskoj te¢nosti i kroz respiratorni ili gastrointestinalni
trakt dospeti u organizam fetusa. Posle rodenja, pri tome, bakterije mogu dospeti
u organizam i krvotok novorodenceta kroz pupak, ingestijom, inhalacijom ili preko
rana (Koterba, 1990; Cohen, 1994; Sanchez, 2005).

Najc¢eS¢i uzro€nici neonatalne sepse su gram-negativne bakterije:
E.coli, Klebsiella pneumoniae, Actinobacilus spp, Enterobacter spp, Psudomonas
aeruginosa, Pasteurella spp, Salmonella spp. i Serratia marcescens. Od gram-
pozitivnih bakterija sepsu mogu izazvati 3-hemolitiCke streptokoke, Staphylococ-
cus spp. i Clostridium spp. Rede, uzro€nici sepse mogu biti konjski herpes virus 1,
Histoplasma capsulatum itd. (Koterba i sar., 1984; Kosch, 1990; Perkins i sar.,
1996; Murray i sar., 1998; Sanchez, 2005).

Klinicka slika / Clinical signs

Sepsa je stanje koje se uvek smatra urgentnim, zbog ¢ega je izuzetno
vazno da se znaci bolesti uoCe $to pre, postavi dijagnoza i preduzme urgentna
terapija. Kako se naj¢eS¢e zapaZza u prvih nekoliko dana Zivota, na sepsu moze
ukazati gubitak refleksa sisanja, hiperemija vidljivin sluzokoza, pojaéano ili sma-
njeno kapilarno punjenje, tahikardija, poviSena ili smanjena telesna temperatura,
apatija i depresija, lezanje nauznak... (Brewer i Koterba, 1987; Brewer, 1990;
Koterba, 1990; Cohen, 1994). Periferni puls je u vecini slu¢ajeva slabiji i krvni priti-
sak nizi. KliniCki se ponekad mogu videti hladni ekstremiteti, petehije na sluzokozi
usta itd. (Brewer i Koterba, 1987; Brewer, 1990; Cohen, 1994). Naravno, uz nespe-
cificne simptome sepse mogu se uociti i znaci poremecaja funkcija pojedinih or-
gana kao posledica inflamatorne reakcije, pre svega akutni respiratorni distres, di-
jareja, otok zglobova, omfalitis, nervni simptomi itd.

Ma koliko izrazeni, klini¢ki simptomi su samo osnova za sumnju koju
bi ipak trebalo potvrditi odgovarajué¢im laboratorijskim ispitivanjima. Izolacija
uzrocnika je svakako najbolji put za potvrdu dijagnoze ali se ne moze obaviti tako
brzo, zbog €ega je korisno pogledati nalaze hematolo$ke i biohemijskih analiza
krvi. Leukogram je jedan od najboljih indikatora sepse, pregledom krvnog razma-
za mogu se ustanoviti toksi¢ne promene u neutrofilima, kao i neutropenija sa leu-
kopenijom, uz inverziju neutrofilno/limfocitnog koli¢nika (Perkins i sar., 1996). Hi-
poglikemija je takode znacajan parametar, ako se uzmu u obzir normalne — oceki-
vane oscilacije. Minimalne rezerve glikogena sa kojim novorodena zdrebad ra-
spolazu istroSe se relativno brzo, tokom samog porodaja, zbog ¢ega se hipoglike-
mija moze ocekivati u svim stanjima vecéeg iscrpljivanja ili odlozenog prihvatanja
sise. Hipoglikemija je dakle nespicifiCna, ali se uvek zapaza kod sepse. Endotok-
semija smanjuje nivo glukoze u krvi, povec¢avajuci perifernu potro$nju uz istovre-
meno smanjenje glukoneogeneze u jetri.
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Ako je pre porodaja postojala insuficijencija placente ili asfiksija tokom
porodaja, kod novorodenog zdrebeta se moze utvrditi poveéanje koncentracije
kreatinina, isto kao i kod septi¢nog zdrebeta. Pove¢ana koncentracija kreatinina i
ureje moze biti rezultat prerenalne azotemije izazvane dehidracijom, hipovolemi-
jom i smanjenom perfuzijom bubrega, zbog ¢ega je korisno da se u isto vreme sa
pregledom krvi uradi i analiza urina, kako bi se prerenalna azotemija diferencirala
od renalne. Pri tome, treba imati u vidu da neka zdrebad sa normalnom funkcijom
bubrega na rodenju imaju poviSenu ureju i kreatinin, koji se normalizuju posle 1-2
dana.

U stanjima sepse mogu se ustanoviti i odredene promene u koncen-
traciji elektrolita, kao i gasnim analizama, pre svega zbog ocekivane metabolicke
acidoze, koja je Cesto udruzena sa respiratornom acidozom zbog hipoventilacije.

Koncentracija IgG u krvnom serumu je izuzetno vazan parametar.
MozZe se ispitati relativno rano, posle 8 Casova od rodenja i utvrditi obim transfera
kolostralnih antitela. Koncentracija imunoglobulina u serumu manja od 2 g/l sma-
tra se indikatorom poremecenog transfera imunoglobulina, ve¢a od 2 a manja od
4 g/l govori o parcijalnom poremecaju u transferu imunoglobulina, pri ¢emu vred-
nosti od 8 g/l i ve¢e ukazuju na adekvatnu imunolo$ku zastitu. Zbog o¢ekivanog
osteéenja jetre, kod zdrebadi sa sepsom mozZe se ustanoviti pove¢anje koncen-
tracije ukupnog bilirubina, koje je, ipak, daleko manje izrazeno nego kod zdrebadi
sa neonatalnom izoeritrolizom (Koterba i sar., 1984; Brewer i Koterba, 1988; La-
voie i sar., 1990; Perkins i sar., 1996). Iz istih razloga se moze ocekivati i poveéanje
serumske aktivnosti AST, SDH i GGT. Ako se pri tome utvrdi samo povecéanje AST i
mozda CK, treba razmotriti mogucénost ostecenja misi¢a zbog dugog lezanja u
sepsi ili miSi¢ne distrofije. Na kraju, bakterijska kultura krvi je osnova za potvrdu
dijagnoze, s tim $to se pozitivan nalaz moZze o&ekivati za najmanje 48 Casova i to
ne u svim slu¢ajevima. Prema ispitivanjima viSe autora, u 20-40% sluCajeve sepse
koja je potvrdena na obdukciji, premortalno nije bilo moguce izolovati uzro€nika
(Koterba i sar., 1984; Brewer i Koterba, 1988; Lavoie i sar., 1990; Perkins i sar.,
1996; Ware i Mathay, 2000). U praksi se na takvu potvrdu sepse ne sme Cekati.
Veoma je vazno da se obolelo zdreba identifikuje u pocetnoj fazi, kako bi se §to
pre primenila terapija i obezbedila povoljnija prognoza (Koterba i sar., 1984;
Koterba, 1990; Furr i sar., 1997).

U cilju efikasnijeg otkrivanja septi¢ne zdrebadi razvijen je sistem bo-
dovanja (sepsis scoring sistem), na bazi kombinacije informacija o prethodnom
stanju i rizicima za pojavu sepse iz istorije bolesti, objektivnih nalaza i subjektivnih
merenja koja se boduju od 0-4. Ovakav sistem moZe obezbediti pouzdanu pro-
cenu zdravstvenog stanja u skoro 90% sluCajeva, iako se ne moze govoriti 0 vi-
sokoj specificnosti (Brewer i Koterba, 1988). Po misljenju Brewera i Koterbe, broj
bodova od 11 i viSe u 93% slucajeva sa sigurno$¢u ukazuje na sepsu (Koterba i
sar., 1984; Koterba, 1990; Cohen, 1994).
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Tabela 1. Sistem bodovanja u dijagnostici septikemije novorodene Zdrebadi /
Table 1. Sepsis score system in diagnostics of septicemia in newborne foals
(Brewer i Koterba, 1988)

PARAMETAR / BROJ BODOVA / 4 3 5 1 0
PARAMETER / SCORE

Broj neutrofila (x109/1) / Normalno /
Neutrophil count <20 2,0-4,0 8-12,0 Normal
Miladi oblici neutrofila /

Band neutrophiles >2,0 0502 <05
Toksi¢ne promene / Znatno /| Umereno /| Malo/ Nema /
Toxic changes Marked | Moderate Slight None
Fibrinogen (g/!) >6,0 4,0-6,0 <4,0
Glukoza (mmol/l) / Glucose <2,77 421‘471; >4,45
1gG (g/l) <2,0 2,0-4,0 4,01-8,0 >8,0
Kliniéki nalazi / Clinical findings

1. Petehije ili inicirana sklera / Znatno/ |Umereno /| Blago/ Nema /
Petechiation or scleral injection Marked | Moderate | Slight None

2. Groznica / o o~| Normalna/
Feyer >37,2°C | <36,4°C Normal
3. Hipotonia, stupor, depresija, napadi / Znatno/ | Blago/ | Normalno /
Hypotonia, coma, depression, seizures Marked Shight Normal
4. Anteriorni uveitis, dijareja, respiratorni

distres, otok zglobova, otvorenerane.../

Anterior uveitis, diarrhea, respiratory dis- Da/ les Ne / No
tress, swolen joints, open wounds

Istorija bolesti / History

1. Placentitis, poremecaji vulve, disto-

kija, oboljenja kobile, indukovana ili

produzena gestacija (>365 dana) / Da/ Yes Ne / No
Placentitis, vulval discharge, dystocia, mare

sickness, induced preolonged gestation

2. Nedonos$¢ad (dana) /

Prematurity <300 300-310 | 311-330 >330

Osnovni principi terapije / Basic principles of therapy

Kako se ne moze govoriti o pravovremenoj potvrdi dijagnoze bak-
terijske septikemije, zbog ne tako lake i brze identifikacije uzro¢nika, terapija je u
sustini simptomatska i ima za cilj korekciju uo¢enih poremecaja i obezbedenje
homeostaze. Najvedéi rizik za sepsu predstavlja prevremeni porodaj i prisustvo
placentitisa. Zdrebad koja pripadaju ovim grupama su takode osetljiva na se-
kundarne infekcije, zbog ¢ega se moraju podvrgnuti klinickoj opservaciji odmah
nakon rodenja. Za pocetak bi bilo korisno pratiti glikemiju. Koncentracija glukoze
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na rodenju iznosi 1,6-2,77 mmol/l. Najnizi nivo dostize 2 sata posle rodenja, da bi
posle toga doSlo do stabilizacije. Zdrebad koja neposredno posle rodenja imaju
nivo glukoze manji od 1,11 mmol/l treba posebno posmatrati i biti spreman da se
interveniSe brzo. Ako je nivo glukoze na rodenju manji od 0,55 mmol/l, potrebna je
brza infuzija glukoze (Brewer i Koterba, 1988; Koterba i sar., 1984; Koterba, 1990;
Lavoie i sar., 1990; Hoffman i sar., 1992; Ware i Mathay, 2000). Ispitivanje koncen-
tracije glukoze govori nam o homeostazi glikemije, a ne o tome koliko je glukoze
na raspolaganju. Hipoglikemi¢na zdrebad nisu u stanju da mobiliSu glukozu ono-
liko brzo koliko je potrebno, zbog ¢ega se intravenskom infuzijom glukoze
pokuSava da obezbedi snabdevanje glukozom kao $to je to Cinila placenta ili fe-
talna jetra. Inicijalne doze koje se preporucuju su 4 mg/kg/min (240 ml 5% glu-
koze/sat), sa postepenim povecanjem do 8 mg/kg/min. Kontraproduktivno je da-
vanje bolusa glukoze, jer ¢e to samo potencirati diurezu, koja ¢e dovesti ne samo
do gubitka date glukoze vec¢ i elektrolita. Kako hipotermija povecava potro$nju
glukoze, treba uciniti sve da se hipoglikemi¢nom zdrebetu sauva normalna tele-
sna temperatura.

Sledeci problem je poremecaj acidobazne ravnoteze, koji se poput hi-
poglikemije reSava terapijom te¢no$éu, koja, generalno posmatrano, ima za cil
uspostavljanje i odrzavanje tkivne perfuzije, obezbedenje optimalnog punjenja
srca i pobolj$anje razmene gasova — povec¢ano oslobadanje kiseonika i elimina-
ciju mle€ne kiseline. Vazno je napomenuti da novorodena zdrebad naj¢e$¢ée nisu
dehidrirana, naprotiv, u nekim slu¢ajevima postoji viSak te€¢nosti, zbog ¢ega nisu u
stanju da toleriSu veliko opterecenje rastvorima natrijum hlorida. To znadi da agre-
sivna terapija teCnostima moze biti Stetna. Te€nost se daje u koli¢ini od 60-100
mi/kg/dan ili 125-250 ml na sat za Zdrebe teSko 50 kg. Pri tome treba paziti da ne
dode do hiperhidracije. Ako se ona ipak razvije i eventualno postoji cerebralni
edem, moze se primeniti manitol, DMSO, peroralno magnezijum sulfat i tiamin.

Drugi problem koji se Cesto javlja kod novorodene zdrebadi, ne-
zavisno od toga da li su septikemicna ili trpe posledice komplikivanog porodaja,
jeste hipoksemija, koja se javlja kao rezultat loSe perfuzije ili ventilaciono-per-
fuzionog disbalansa prouzrokovanog hipoglikemijom, neurolo$kom insuficijenci-
jom ili prolongiranim lezanjem na stranu. Zdrebad koja pate od perinatalne asfik-
sije imaju i hipoksemiju i hiperkapniju. Ove Zivotinje moraju biti tretirane kiseo-
nikom intranazalno (Drummond, 1990; Ware i Mathay, 2000).

Sumnja na bakterijsku sepsu podrazumeva i potrebu za primenom
antibiotika. Idealno je pri tome odabrati antibiotik koji je efikasan protiv izolovanih
mikroorganizama kod bolesne jedinke ili u zapatu gde se bolesno zdrebe nalazi
(Freeman i Paradis, 1992; Gayle i sar., 1998). lako se u literaturi moze nadi viSe
preporuka, u najve¢em broju slucajeva se preporucuje primena penicilina u kom-
binaciji sa nekim aminoglikozidom, ceftiofur i amikacin. Gentamicin je duze vreme
istican kao jedan od najefikasnijih lekova protiv gram-negativnih uzro¢nika sepse,
pri ¢emu je zbog nefrotoksi¢nosti potisnut, da bi nedavna ispitivanja pokazala da
beta laktamski antibiotici koji se koriste u terapiji E. coli sepse dovode do
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znacajno veceg oslobadanja endotoksina od gentamicina. Zbog toga se ipak in-
sistira na ispitivanju krvne kulture koja omogucava korekciju antibakterijske tera-
pije i izbor manje toksi¢nog antibiotika. Uzorak krvi za ispitivanje kulture se pri
tome mora uzeti pre pocetka terapije, nakon uzimanja uzorka moze se zapoceti
terapija nekom od navedenih kombinacija i po dobijanju rezultata nastaviti sa is-
tom kombinacijom ili promeniti antibiotik u skladu sa dobijenim antibiogramom.
Antimikrobna terapija se sprovodi dve nedelje i duze (Koterba i sar., 1984; Brewer i
Koterba, 1987; Drummond i Koterba, 1990; Drummond, 1990; Koterba, 1990; La-
voie i sar., 1990; Morris, 1991; Baldwin i sar., 1991; Furr i sar., 1997; Ware i Mathay,
2000).

Kako je u viSe slu€ajeva sepse kod novorodene zdrebadi utvrden
povisSen titar LPS endotoksina u krvi, postavlja se pitanje da li se u stanju Soka
mogu koristiti i antiendotoksi¢ne supstancije. Lekovi koji se Cesto istiCu po svojim
antiendotoksi¢nim efektima su fluniksin meglumin, polimiksin B sulfat i pentoksi-
filin. Efekat ovih lekova kod novorodene zdrebadi nije pouzdano utvrden, premda
se kod drugih Zivotinja, uklju€ujuci i odrasle konje, duZi niz godina koriste. Flunik-
sin meglumin i polimiksin B su potencijalno nefrotoksi¢ni, zbog ¢ega se moraju
koristiti sa oprezom. Pentoksifilin po nekim zapazanjima smanjuje mortalitet kod
septikemi¢ne novorodencadi bez uzgrednih efekata. Primena kortikosteroida je
takode pod znakom pitanja. Potvrdeno je da visoke doze kortikosteroida, koje se
inaCe preporuCuju u Soku, povecavaju mortalitet kod novorodene zdrebadi.
Nasuprot tome, kod ljudi u septiCkom Soku je prime¢eno da hidrokortizon u
fizioloSkim dozama smanjuje mortalitet.

Kako veéina zdrebadi u sepsi ima nedovoljnu koncentraciju imuno-
globulina, preporucuje se infuzija plazme. Postoje i komercijalni preparati imuno-
globulina za zdrebad. Ako se koristi plazma, najéeS¢e preporu¢ene doze su 20
mi/kg (oko 1 litar za zdrebe od 45 kg (Rumbaugh i Ardens 1983; Koterba i sar.,
1984; Robinson i sar., 1993; Trailovi¢ i sar., 2000).

Kontrola transfera kolostralnih imunoglobulina je po svemu sudedi
najvaznija. Postoje brzi testovi za merenje nivoa imunoglobulina unetih kolostru-
mom, kojima se nalaz iz kapi krvi ili krvnog seruma dobija za nekoliko minuta. Pra-
vovremeno otkrivanje agamaglobulinemije omoguéava pravovremenu supstitu-
ciju imunoglobulina i preveniranje infekcije, ako su prethodno obezbedeni
odgovarajuéi preparati za nadoknadu imunoglobulina. Vazan deo preventive
predstavlja priprema banke kolostruma i drugih preparata za nadoknadu imuno-
globulina, pronalazenje eventualnih moguénosti za efiksnije iskoriS¢avanje kolos-
tralnih imunoglobulina (Freeman i Paradis, 1992; Trailovi¢ i sar., 2000, 2003, 2004;
Fratri¢ i sar., 2005) i dobro organizovan postupak pripreme za zdrebljenje i prihvat
novorodene zdrebadi.
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ENGLISH

ETHIOPATHOGENESIS, DIAGNOSTICS AND THERAPY OF FOAL NEONATAL
SEPTICEMIA

S. Laus, D. Trailovi¢, S. Pokovi¢

Sepsis is very frequent cause of neonatal foal deaths. It is systemic inflamma-
tion developing after infective agents break into in the foal circulation with progressive dis-
turbance of health not responding to intensive therapy. Systemic inflammatory response
and development of the shock in first phase of the sepsis development lead to massive or-
gan damages and progression of organ dysfunction syndrome further promoting loss of
homeostatic mechanisms and death of foal.

During the period of three decades high mortality rate of newborn foals have
been reported. Among most frequent causes of foal deaths beside EHV1 infection, bacte-
rial sepsis mostly accompanied with insufficient colostral immunity transfer was docu-
mented.

Fast development of the non-speciphyc symptoms and shock in foals are of-
ten misleading diagnostics thus prolonging the onset of specific therapy. Therefore the ef-
fective clinical procedures, beside close observation of newborn foals, depend upon fast
recognition of mechanisms of infection and shock development.

Since time-consuming procedure is necessary for identification of the causa-
tive infective agent and the evaluation of its susceptibility on antibiotics, the therapy if symp-
tomatic and include intravenous administration of fluids in aim to correct glycaemia and
acid-base disturbance, antibiotic and antiendotoxic treatment, and substitutive treatment
of immunoglobulin deficiency in all cases of passive immune transfer failure involved in
sepsis development.

Key words: foals, neonatal infections, sepsis, shock, therapy

PYCCKUA

HEOHATAJIbHASA CENTULEMUA XXEPEBAT: 9TUOMNATOINEHE3, AMATHOCTUKA
N TEPANKNA

C. Nayw, A. Tpaunnosuy, C. JXKokoBuu

Cencuc - 63 COMHEHUs OAHa M3 CaMbIX YacTbiX MPUYMH OKONEHUSI HO-
BOPOXAEHHbIX XXepebsaT. XapakTepuayeTcs CUCTEMHbIM MH(TaMMaTOPHbLIM OTBETOM Ha
NpPOpbIB MHPEKLIMOHHOMO areHTa B UMPKYISUUIO, C MPOrPeCcCUBHbBIM YXyALWEHUEM COCTO-
AHNS 340POBbS BOMNPEKU MHTEHCUBHOW Tepanuu. Kak nocneacTsne CUCTEMHOrO MHnam-
MaTOpHOro 0TBETA OPraHM3ma u LWoKa, COCTaBstoLmMe nepByto hasy cencuca, BoO BTOPON
daze npuxoauT A0 06BLEMUCTBIX OPraHNYEeCKUX NOBPEXAEHUA (CUHAPOM OpraHUYecKom
ONCYHKLUMM), KOTOPblE OTBETCTBEHbI 411 pa3fioMa roMeocTaTUYecKnx MexaHu3mMoB U
6bICTPOE OKOJEHME.

B TedeHue nocnepHux net Tpuauatb B Cepbum perncTpvpoBaH BbICOKWM
NPOLEHT OKOJIEHMST HOBOPOXXAEHHBIX XXepebsaT, Npy 4YéM K reprnecsupycy Tun | B 3Haum-
TeNlbHOM MpOLEHTEe MpuYMHa OKOSeHUs 6bl 6akTepuarnbHbIA cencuc, Yalle Bcero B

106



Vet. glasnik 64 (1-2) 93 - 107 (2010) S. Laus i sar.: Neonatalna septikemija zdrebadi:
etiopatogeneza, dijagnostika i terapija

CBSA3M C HeAOCTaTO4YHbIM TpaHCepoMm KOMocTpasnbHbIX UMMYHOrS06yMHOB, YTO B
66nblue cryyaesB NOATBEPXAEHO.

BbicTpoe TeyeHne 60Mne3HU ¢ HecneunU4ecKon KIMHNYECKON KapTUHOM 1
COCTOSIHME LLIOKA 3aTPYAHSOT CBOEBPEMEHHOE Y3HABaHMWE CUMMNTOMOB W NMPUHATAE COOT-
BETCBYIOLUEN Tepanuu, BCrieAcTBME Yero ans 6onee achheKTUBHOrO npeaynpexxaeHnst
TaKuX ABNEHWIN, MPU BHUMATENbHON KIIMHUYECKON 06CcepBaLn HOBOPOXXAEHHbBIX B Nep-
BbIX AHSAX XXM3HU, HEOOXOAMMO XOpOLLIee NO3HAHNE MEXAHN3MOB MH(DEKLIMN 1 LLIOKA.

Kak ans nogTeBep>XXaeHus gmarHosa - ugeHTudmkaumm Bo3byamTens n ucnbl-
TaHve ero YyBCTBUTENbHOCTU K aHTMOMOTMKAM HYXXHO AOCTaTOYHO BPeMeHW, Tepanus
Yale BCero cuMnToMaTnyeckasi U 0XBaTbiBaeT BHYTPUBEHHOE BO3MELLEHNE XULKOCTY,
3/1EKTPOSIUTOB U MIOKO3bl, KOPPEKLMIO aumA0LEeN0YHbIX HAPYLUEHUIA, MPUMEHEHNE aHTW-
6UOTMKOB N aHTUIHAOTOKCUYECKNX CYOCTaHLUMIN, 3aTeM CyOCTaHUmIO 4ePUUNTHBIX UMMY-
HOrno6ynMHOB, BO BCEX CNy4YasiX, KOrga npuynHa cencmca 6bi1 HeJOCTAaTOYHbIN TPaHC-
hep KonocTpasbHbIX UMMYHOr 106y IMHOB.

KntoyeBble cnoBa: >Kepe6;|Ta, HeOoHaTalJlbHble I/IH(*)eKLlVIVI, cencuc, WokK, Tepannd
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GRIP - INFLUENCA®
INFLUENZA - FLU

M. A. Val¢ié, Sonja Radojici¢*™*

*

Bilo da se radi o ljudima ili Zivotinjama kao pacijentima, u infektolo-
giji postoje oboljenja koja mogu znacajno da smanje populaciju pri-
jemcivih vrsta. Svakako da je paZnja infektologa u proteklih nekoliko de-
cenija usmerena ka onim oboljenjima koja mogu svojom pojavom da
"napune" prve strane tabloida. Treba se setiti spongioformnih encefalo-
patija, SARS-a ili SIDE. Medutim, istorijski gledano jedno od najopasni-
Jjih oboljenja je stari dobri poznanik grip ili influenca. U protekloj dece-
niji se govorilo o pti¢jem i svinjskom gripu. Medutim, radi se o jednom
oboljenju svojstvenom veéem broju vrsta, koje svoje karakteristike du-
guje, sa jedne strane, biologiji virusa, a sa druge, epidemiolosko-epizo-
otioloskim karakteristikama prijemcivih vrsta. Izmene antigenih struk-
tura koje se desavaju zahvaljujuéi mehanizmima reasortiranja segme-
nata gena uslovljavaju pojavu novih kombinacija tipi¢nih antigenih mo-
lekula virusa (hemaglutinina i neuraminidaze). Kao rezultat, ove izmene
mogu da daju one kombinacije H i N molekula koji se po prvi put
javljaju u prirodi Sto znaci da nijedna osoba niti jedinka prijemcivih
vrsta nije imuna. Samim tim, virusi sa ovakvim kombinacijama antigene
strukture, mogu da uslove pandemiju ilili panzootiju nevidenih raz-
mera, pri ¢emu treba imati na umu i da u pojedinim populacijama, kako
ljudi tako i Zivotinja, mortalitet moZe da bude veoma visok. Ono Sto je
sigurno jeste da su ptice i svinje rezervoari virusa, ali i Zive epruvete u
kojima se virus menja, prilagodava vrsti-domacinu i izlazi iz kruga date
vrste-domacina ka ljudima ili drugoj nekoj vrsti. To znaci da kod gripa
ne postoji tipi¢no oboljenje za neku od vrsta (pticji i svinjski) ve¢ se radi
o infektivnoj bolesti koja je karakteristiCna za nekoliko vrsta i koja ima
potencijal da uti¢e ne samo na brojnost populacije ljudi i Zivotinja vec i

na socio-ekonomske prilike u regionima sveta.

Kljuéne reci: influenca, virusi, imunitet, pandemija
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Uvod / Introduction

Grip ili influenca je veoma kontagiozno akutno oboljenje koje zahvata
gornje i donje partije respiratornog trakta, a za koje se zna jo$ od antickih vre-
mena. Kod inficiranih jedinki, simptomi se javljaju naglo. Nagla pojava epidemija (i
epizootija) respiratornih oboljenja koja traju nekoliko nedelja i njihovo naglo nes-
tajanje, omogucavaju nam da jasno razlikujemo nekoliko masovnih epidemija u
toku istorije ljudske civilizacije. Prvi pisani podaci datiraju iz 412. godine pre nove
ere, kada je Hipokrat opisao epidemiju oboljenja koje je po opisu simptoma
odgovaralo gripu. Sve do danasnjih dana, epidemije su se Cesto ali neredovno
pojavljivale. U nekim periodima vremena, ¢ak se Cinilo da je influenca iskorenjena.
Medutim, posle vise od 70 godina izu€avanja biologije virusa i samog gripa kao
oboljenja, moze se zakljuciti da se u pravilnim vremenskim razmacima javljaju epi-
demije i epizootije sezonskog gripa. Pandemije se javljaju u nepravilnim vremen-
skim razmacima i relativno Cesto.

Termin influenca se po prvi put spominje u ltaliji, sredinom 18. veka
kada se verovalo da oboljenje nastaje pod uticajem (influence) mijazmi (prljavog
vazduha) iz vazduha i astroloskih znakova. Naravno, danas se zna da je grip nas-
tao kao rezultat prenosa virusa sa zivotinja na ¢oveka i to pre oko 6000 godina
kada su obavljene prve domestifikacije divljih vrsta Zivotinja (Brothwell i Sandison,
1967).

lako se Cini da je simptomatologija gripa relativno blaga, treba nagla-
siti da se radi o oboljenju kod koga se ne moze iskljuciti fatalan ishod. Naime,
smatra se da su od gripa umrli milioni ljudi u toku proteklih vekova. Narogito je bila
snazna pandemija u toku 1918. i 1919. godine, krajem Prvog svetskog rata. Sma-
tra se da je tada od "Spanske groznice" umrlo izmedu 20 i 40 miliona ljudi (Reid i
sar., 2001).

Ako analiziramo podatke koji mogu da se dobiju od "seroarheologije",
moze da se zakljuci da je prva zvani¢no registrovana epidemija (1889 — 1890) bila
uzrokovana virusom koji je nazvan Azijskim i koji je imao antigenu formulu H2N2.
Ova kombinacija osnovnih antigenih struktura virusa se €esto sre¢e kod vodenih
ptica. Epidemija iz 1900. godine bila je izazvana sojem virusa koji je nalikovao tzv.
Hong Kong virusu i koji je sli¢an virusu koji izaziva oboljenje kod konja (H2NS8).
Ono $to je od posebnog znacaja jeste da je epidemiju krajem Prvog svetskog rata
izazvao virus koji je potekao iz svinja i €ija je antigena formula H1N1.

Sve do 1933. godine, kada je obavljena izolacija virusa, bilo je ne-
moguce odrediti o kojem se antigenom sastavu virusa uzro¢nika gripa radi. Od
tada, znaCajne antigene promene mogu da se vremenski lociraju u pojedine go-
dine koje oznacavaju nagle promena antigene strukture virusa. Naime, do 1957.
godine dominantan je bio virus H1N1, koji te godine ustupa mesto virusu H2N2.
Slede 1968. godina, kada se pojavio Hong Kong virus (H3N2), i 1977. godina
(ponovono pojavljivanje HIN1). Godine 1997. i 1999. kao i 2005. pojavljuje se
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takozvani "pticji" virus Cija je antigena formula H5N1 (Sharp i sar., 1997). Krajem
2009. godine na scenu ponovo stupa H1N1

Virus

Uzroc¢nik gripa spada u ortomiksoviruse, a koren reci potice iz grékog
jezika. Naime, myxa na grékom jeziku znaci sluz, $to ukazuje na afinitet ovih virusa
za mukopolisaharide i glikoproteine, koji se narocito nalaze u vidu sijalinske
kiseline na povrsini ¢elija sluznica. Danas razlikujemo tri tipa ovih virusa: A, B i C.
Razlika izmedu ovih tipova se odnosi na:

— prijeméivost (virusi tipa A izazivaju oboljenja zivotinja i ljudi, a oni

tipa B i C su prevashodno izazivaci oboljenja ljudi),

— povrSinske glikoproteine (tip A ima vecu varijabilnostnegoBiC) i

— morfoloSke i molekulske karakteristike koje ukazuju na vecu

sli¢nost tipa Aitipa B u odnosu natip C koji poseduje samo sedam
segmenata RNK.

Ortomiksovirusi poseduju RNK negativnog polariteta. Virusni genetski
materijal je organizovan u osam segmenata kod A i B tipova, $to je od narocite
vaznosti za menjanje antigenih karakteristika i pojavu novih sojeva virusa. RNK vi-
rusa poseduje deset gena (Steinhauer i Skehel, 2002).

Sa morfoloSkog stanovista, radi se o virusu sferi€nog oblika, pre¢nika
oko 120 nm, a od posebnog znacaja su filamentozne strukture nalik na antene
koje se radijalno prostiru u virusnu okolinu. Ove strukture &ine sloj koji okruzuje vi-
rusnu Cesticu i mogu da se podele u dve grupe. Prvu ¢ine molekuli hemaglutinina
(H), a drugu neuraminidaze (N). Ove Stapicaste strukture su za virusnu Cesticu
vezane preko sloja lipida koji poti¢e od celije u kojoj se virus umnozavao.

Za biologiju virusa gripa od posebnog znacaja su dva glikoproteina
membrane. Hemaglutinin je ravnomerno distribuiran i ¢ini oko 25 posto proteina
povrsine virusa. Njegova uloga je da omoguéi priljubljivanje virusne &estice za
¢elijske receptore. Ovaj glikoprotein uslovljava i spajanje virusnog omotaca sa in-
tracelularnom membranom $to omogucava ulazak virusnog nukleokapsida u ci-
toplazmu. SpecifiCna antitela koja se sintetiSu protiv ovog antigena neutraliSu ak-
tivnost virusa sa jedne strane, a varijabilnost hemaglutinina je osnov stalne evolu-
cije virusa uzro€nika gripa.

Drugi, ali ne i manje zna¢ajan glikoprotein virusa je neuraminidaza
(N). Ovaj enzim je neravnomerno rasporeden po povrSini virusa. Izmedu ostalog,
on onemogucava agregaciju virusnih Cestica van ¢elija, ometa blokirajuéi efekat
mukoplisaharida sluznica respiratornog trakta i olakS§ava pomeranje virusa po
povrsini Celije (Enami i Enami, 1996). Na posletku, neuraminidaza cepa vezu
izmedu virusa i ¢elijske membrane omogucavajuc¢i mu da napusti ¢eliju u kojoj se
umnozavao (Palese i sar., 1974). Hemaglutinin je osnovni antigen virusa u smislu
sinteze neutralizacionih antitela. U poredenju sa njime, neuraminidaza je slabiji
imunogen i neutralizaciona antitela na ovaj molekul su slabija. Medutim, shodno
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svojoj kompleksnoj ulozi u biologiji virusa, i antitela koja su specificna za neu-
raminidazu znac¢ajno doprinose neutralizaciji virusnih ¢estica (Huang i sar., 1980).

Za antigenost virusa gripa, od znacaja je i tre¢i tzv. nukleoprotein (NP).
Na osnovu njega, vrsi se determinacija A, B i C ortomiksovirusa. Ovaj protein, koji
se u toku infekcije nagomilava u jedru inficirane ¢elije, ima nekoliko funkcija u bio-
logiji virusa, a narocito u replikaciji i transkripciji. Molekuli nukleoproteina su
podeljeni u pet grupa (Bean, 1983). Dve su karakteristiCne za pti€je viruse, dve za
viruse konja, a jedan je karakteristiCan za viruse koji napadaju ljude i svinje. Sma-
tra se da ova specificnost nukleoproteina predstavlja osnovu njihove prijemgivosti
pojedinim vrstama Zivotinja (Snyder i sar., 1987).

Posle ulaska virusa u ¢eliju, slede kompleksni procesi replikacije vi-
rusnog genetskog materijala (jedro), sinteze virusnih strukturnih komponenti (ci-
toplazma) i na kraju formiranje zrele virusne Cestice. Virus uzro¢nik influence je
neobi¢an u odnosu na ostale RNK viruse po tome $to se celokupni proces sinteze
nukleinske kiseline obavlja u jedru inficirane ¢elije. Dakle, jedro inficirane ¢elije je
mesto formiranja nukleokapsida virusa ali istovremeno i mesto reasortiranja i vari-
jacija. Omotac virusa se formira na povrSinskoj membrani inficirane ¢elije (John-
son i Chiu, 2000).

Reproduktivni ciklus virusa zapocinje vezivanjem za proteine ili lipide
na povrsini prijemcive Celije, a koji sadrze sijalinsku kiselinu. U ¢eliju, virus ulazi
procesom endocitoze. U intracitoplazmatskoj vezikuli u kojoj se nalazi vurus do-
lazi do smanijivanja pH $to uslovljava spajanje virusne membrane sa membranom
vezikule, §to kao posledicu ima oslobadanje virusnog nukleokapsida u cito-
plazmu celije. Nukleokapsid, koji poseduje jednu kopiju RNK™, veci broj kopija
nukleoproteina i P-proteina, biva transportovan u jedro inficirane ¢elije. Pod dejst-
vom virusne RNK polimeraze, negativno orijentisan molekul RNK biva kopiran u
informacionu virusnu RNK. Tom prilikom se koriste prajmeri koji su celijskog
porekla. Ovako u jedru sintetisana virusna iRNK, prelazi u citoplazmu gde se od-
vija translacija i sinteza virusnih proteina (H, N i M2) na ribozomima koji se nalaze
na endoplazminom retikulumu ¢elije. Ovi proteini prate put koji je uobicajen za
sekretorne proteine ¢elije domacina, pri €emu hemaglutinin i neuraminidaza bi-
vaju glikolizovani. Svi ostali virusni proteini sintetiSu se na ribozomima inficirane
¢elije pomocu informacionih RNK virusa. Neki od ovih proteina (PA, PB1, PB2 i
NP), vracaju se u jedro gde u€estvuju u sintezi celokupnog molekula RNK, pozitiv-
nog polariteta. Posle toga, a na osnovu ovog molekula, obavlja se sinteza kopija
virusne RNK, negativnog polariteta. Obe virusne RNK (pozitivhog i negativhog po-
lariteta) sintetiSu se u vidu nukleokapsida. Neke od novosintetisanih virusnih
RNK™, ponovo ulaze u ciklus sinteze informacionih RNK. Specifi¢ni virusni pro-
teini (M1 i NS1) se transportuju u jedro. Prekidanje proizvodnje virusnih informa-
cionih RNK nastaje onda kada se M1 virusni protein veze za virusnu RNK™. Ova
veza, zajedno sa NEP" proteinom, koji omoguéava transport molekula iz jedra,
izaziva prenoSenje nove generacije nukleokapsida u citoplazmu inficirane celije.

*  NEP: Nuclear export protein
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Paralelno sa ovim procesom, molekuli hemaglutinina, neuraminidaze i M2 prote-
ina, bivaju preneseni do plazma membrane i inkorporisani u nju. Virusni nukleo-
kapsidi, zajedno sa M1 i NEP proteinima, bivaju prebaceni do plazma membrane
na kojoj se ve¢ nalaze inkorporisani H i N proteini. Na taj nacin, na povrSini ¢elije
obavlja se kompletno formiranje virusa koji pupljenjem napusta ¢eliju u kojoj se
umnozavao (Flint i sar., 2004).

Izmena antigenog sastava / Changes in antigen composition. Ovo je
osobina virusa uzro¢nika gripa zbog koje se za sada nije moguce uspesno boriti
protiv i/ili kontrolisati ovu bolest. Sama &injenica da se radi o prvom virusu koji je
analiziran kvantitativnim genetskim metodama ukazuje na to od kakvog je znaca-
ja poznavanije i donekle predvidanje antigenih karakteristika uzro¢nika gripa (Bur-
net i Edney, 1951).

Prva ispitivanja promena antigenog sastava virusa gripa pokazala su
da su rekombinacije gena bile daleko ¢e$ée nego kod drugih virusa koji izazivaju
oboljenja u zivotinjskom carstvu, a Cija je karakteristika izmena antigenosti.
Kasnije je potvrdeno da je razlog za ovaj fenomen segmentovanost genetskog
materijala virusa influence (Pons, 1976). U sustini, radi se 0 mehanizmu razmene
celih segmenata virusa. To znaci da ako dva virusa inficiraju jednu ¢eliju, Sto se u
prirodi Cesto deSava, oni ¢e slobodno razmenjivati osam segmenata RNK. Ovaj
fenomen razmene se naziva reasortiranje. Kao rezultat ove razmene, nastaju
nove generacije virusa sa najrazlicitijim kombinacijama gena, a samim tim i anti-
genim karakteristikama. Danas se smatra da od svih virusa koji napuste ¢eliju u
kojoj su se umnozavala dva virusa, 27 posto poseduje reasortirane virusne ¢es-
tice. Reasortiranje kao pojam treba razlikovati od tradicionalnog pristupa genet-
skih rekombinacija*. Smatra se da daleko vec¢a ucestalost reasortiranja genet-
skog materijala u poredenju sa mehanizmom rekombinacije gena igra klju¢nu
ulogu u slozenim procesima izmena antigena virusa influence.

Reasortiranje kao posledicu ima izmenu antigenog sastava, §to u os-
novi znaéi da dolazi do znagajnih izmena tj. supstitucija aminokiselina u protein-
skim lancima koji ¢ine antigenu strukturu virusa. Za ovakve viruse se kaze da
poseduju strukturnu plasti¢nost. To znaéi da u ukupnom broju virusa koji se na-
laze u jednom inficiranom organizmu, veliki broj virusnih Gestica ima do te mere iz-
menjenu antigenu strukturu da na njih ne deluju neutralizaciona antitela. Otuda je
reinfekcija imunih jedinki (samim tim i ljudi) moguéa i, StaviSe, Cesta (Xu i sar.,
2001).

Vazno je napomenuti da reasortiranje moze da se odigra samo u
okviru tipova virusa. To znac¢i da nema razmene genetskog materijala izmedu vi-
rusa tipa AiBili C.

Virus uzro¢nik gripa moze uspesno da se umnozava u kulturi ¢elija.
Osnovni nadin proizvodnje vakcina jeste umnoZzavanje na embrioniranim ko-

*  Genetske rekombinacije DNK ili RNK nastaju kao posledica krosing overa ili mehanizama

kojima se kopiraju geni.

113



Vet. glasnik 64 (1-2) 109 - 125 (2010) M. A. Val¢i¢ i Sonja Radoji¢i¢: Grip — influenca

kosjim jajima, a citopatogeni efekat izaziva u brojnim drugim ¢elijskim linijama
poreklom od veceg broja zivotinjskih vrsta (Frank i sar., 1979).

Izolovani su neki miksovirusi iz krpelja, ali je njihov znacaj u epidemi-
ologiji i epizootiologiji nejasan (Fuller i sar., 1987).

Patogeneza gripa / Flu pathogenesis

Vecina informacija koja se odnosi na patogenezu gripa dobijena je is-
pitivanjem infekcije kod ljudi. Medutim, imajuéi u vidu biologiju ovog virusa,
moguca je ekstrapolacija scenarija infekcije i na ostale prijemcive vrste Zivotinja
koje su od ekonomskog znacaja.

Sa inficirane osobe, virus se na prijemc&ivu osobu prenosi prevas-
hodno kontaminiranim aerosolima u kojima se nalaze partikule ne ve¢e od 2 mik-
rona i koje mogu dopreti do donjih segmenata plu¢a. Smatra se da se u vecini
slu¢ajeva infekcija Siri kasljem i kijanjem, ali se ne moze iskljuciti ni prenos virusa
direktnim kontaktom.

Veliki broj ¢elija u prijem¢ivom domacinu poseduje receptore za virus.
Medutim, uzro¢nik gripa je relativno izbirljiv u odnosu na ¢elije u kojima ¢e se
umnozavati. Veza molekula hemaglutinina sa terminalnim segmentima sijalinske
kiseline na prijemcivim ¢elijama je relativno slaba. Moglo bi se reci da je afinitet
ove veze relativno slab. Ali, veliki broj molekula hemaglutinina i istovremeno velika
gustina negativno elektri¢no nabijenih molekula sijalinske kiseline ¢ini vezu virusa
i ¢elije veoma Cvrstom tj. aviditet ovakve veze je znacajan. Sa druge strane,
hemijska priroda hemaglutinina i sijalinske kiseline i razlike koje se pojavljuju
izmedu vrsta (ptice i Coveka na primer) znacajno utiCu na prijemcivost vrsta na po-
jedine sojeve virusa gripa. Te iste razlike utiCu i na tkiva koja ¢e podrzavati pa-
togeno delovanije virusa. Tako na primer, avijarni sojevi virusa uspesno se um-
nozavaju u intestinalnom traktu. Kod ljudi to nije slu¢aj (Han i sar., 2001).

Prva replikacija virusa odigrava se u ¢elijama epitela koje poseduju
cilije. Virus se umnozava u ¢elijama duZ respiratornog trakta, a najintenzivnija
replikacija je oko 48 sati posle infekcije. Sest do osam dana posle inficiranja samo
neznatne koli¢ine virusa mogu da se dokazu u respiratornom traktu. Najveéa
koli¢ina virusa se izlu€uje Cetvrtog i petog dana od inficiranja. Izlucivanje virusa je
duZe kod mladih jedinki. U prvih nekoliko dana dominiraju simptomi oste¢enja
respiratornog trakta, a kasnije se ispoljavaju simptomi sistemske infekcije uslov-
liene oslobadanjem citokina (Mims i sar., 2001).

NajceS¢e se kao posledica delovanja virusa nalaze simptomi
osteéenja respiratornog trakta i to kako gornjih tako i donjih segmenata. Kod dece
se javljaju bol u abdomenu, povrac¢anje, otitis media i miozitis. Cesto se na
oSteéenja izazvana virusom, nasele bakterije u kom sluc¢aju se razvija bakterijska
pneumonija.
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U nekim slu¢ajevima, tokom infekcije ljudi dolazi do oSte¢enja CNS-a i
to u vidu influenca encefalopatije sa smrtnim ishodom i post-influenca encefalitisa
(Delorme i Middleton, 1979).

Influenca virus, tip A moze da inficira Coveka ali i ve¢i broj ekonomski
znacajnih zivotinjskih vrsta. Tip B je do sada izolovan samo iz oveka. Za tip C se
do nedavno smatralo da inficira samo ljude. Medutim, 1983. godine ovaj tip virusa
je izolovan iz obolelih svinja (Guo i sar., 1983).

Veliki broj vrsta ptica je prijemciv na virus gripa. Narocito se ¢esto vi-
rus moze izolovati iz vodenih vrsta ptica kao $to su patke, guske ili galebovi. Simp-
tomi mogu da variraju, ali infekcija sa ve¢inom izolata virusa obi¢no prolazi bez
simptoma. Medutim, postoje neki sojevi virusa koji izazivaju fatalno sistemsko
oboljenje sa ¢estim nervnim simptomima. Virusi koji izazivaju oboljenja kod ptica
sa visokim mortalitetom ¢esto poseduju H5 ili H7 tip hemaglutinina (Nestorowicz i
sar., 1987).

Virus se umnozava u ¢elijama respiratornog trakta, ali i u intestinalnom
traktu Sto je od narocitog znacaja s obzirom na to da se velika koli¢ina virusa
izlu€uje preko fecesa ptica. Naime, relativna otpornost virusa, njegovo umnoza-
vanje u intestinalnom traktu i izlu€ivanje preko fecesa je jedna od karakteristika vi-
rusa influence ptica. Smatra se da i period kliconoStva moze da traje duze, i preko
30 dana. U prirodi, virus se odrzava vijabilnim u zamrznutim vodama jezera gde
saceka novi talas prijemcivih prica selica koje se vrate u prole¢e. Od posebnog
znaaja za odrzavanje virusa u prirodi su patke koje najc¢eSée asimptomatski
obole pa se smatra da se u ovom slu€aju radi o medusobnoj adaptaciji virusa i ove
vrste ptica. To sa druge strane znaci da patke zauzimaju vazno mesto u prirodnoj
istoriji virusa gripa.

Svinje su prijemcive na nekoliko razli€itih varijanti virusa gripa, a
najéesce mogu da se izoluju H1N1 i H3N2. Od narocitog znacaja je prva varijanta,
koja moze da bude zastupljena ne samo kod svinja ve¢ i kod ljudii ptica. Medutim,
druga varijanta takode moze da se izoluje iz obolelih osoba.

Oboljenje po simptomima nalikuje na ono kod ljudi. Stavi$e, u neko-
liko navrata, virus H1N1 je izolovan istovremeno i iz ljudi i iz svinja na istoj farmi.
Smatra se da oko 20 posto seropozitivnih slu¢ajeva radnika u klani¢noj industriji
inficirano virusom koji je bio prisutan u svinjama koje su upucene na klanje (Dacso
i sar., 1984). Sto se svinja tiGe, smatra se da je oko &etvrtina svih svinja na svetu
bila barem jednom inficirana virusom gripa. Istovremeno, korigovano je ranije
shvatanje da je influenca svinja sezonsko oboljenje.

0d 1980. godine epizootije gripa svinja u Evropi bile su izazivane viru-
som H1N1 koji je viSe bio sli¢an pti¢jim izolatima nego izolatima iz svinja Severne
Amerike. Zabelezen je morbiditet 100 posto i mali mortalitet, a epizootioloski as-
pekt gripa svinja se jo$ vise komplikovao ponovnim unosom virusa H1N1 iz Se-
verne Amerike i povremenim prenosom virusa H1N1 sa ljudi na svinje.

Virus gripa se retko izoluje iz konja. Za ovu vrstu su karakteristiCna
dva influenca virusa tipa A: H7N7 i H3N8 koji daje jace izrazene simptome u od-
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nosu na prvi. | kod konja su simptomi infekcije vezani za promene u respiratornom
traktu, a zabelezZene su i promene u vidu intersticijalnog miokarditisa, gnojnog far-
ingitisa, sinuzitisa i hroni¢ne bronhopneumonije.

PrenoS$enije virusa gripa u populaciji konja deSava se u toku sajmova i
sportskih dogadaja. Influenca konja se kontroliSe vakcinama, ali za razliku od
imuniteta kod ljudi, zastita kod konja ne traje viSe od tri meseca. Razlog za to
svakako nije imunogenost i potencija vakcine ve¢ se radi o jedinstvenoj osobini
konja kao vrste da slabije odgovori na vakcinalni imunogen influenca virusa
(Mumford i sar., 1983).

Pored navedenih vrsta, virus influence moze da inficira i ostale, eko-
nomski manje znac€ajne vrste kao $to su primati, lasice, mnogobrojne vrste divljih
ptica, foke, kitove itd.

Ishod gripa / Flu outcome

Grip je respiratorno oboljenje koje je jedinstveno i po tome $to se za
njega vezuje visok stepen mortaliteta medu inficiranim jedinkama, pa i medu
ljudima. Sto se tice morbiditeta, postoji dobna predispozicija. Prijemcivije su
osobe mlade od 20 godina. Medutim, mortalitet je znaCajno veéi kod starijih
osoba. Iste karakteristike gripa vaze i za oboljenja koja se nalaze i kod ostalih
prijemcivih vrsta. Ipak, neke epidemije su bile neobi¢ne i sa izuzetno velikim mor-
talitetom. Tu se izdvaja pandemija 1918. i 1919. godine. Naravno, ne moze se
iskljuciti uticaj spoljasnjih nepovoljnih faktora (Prvi svetski rat) kao i nedostatak
antibiotika. Medutim, broj umrlih koji se merio desetinama miliona ljudi, podsec¢a
na periode kada je Evropom, ali i svetom, harala kuga ljudi.

Razli¢iti nespecifi¢ni ¢inioci mogu da uti¢u na ishod bolesti. Kod ljudi
to su kardiovaskularna oboljenja, puSenje, pulmonalne smetnje, metabolicki
poremecaji, neoplazije i graviditet. U najrizi¢niju grupu spadaju osobe starije od
65 godina koje imaju neku od smetnji na kardiovaskularnom ili respiratornom
traktu. Ispitivanja su pokazala da se polovina svih smrtnih slu¢ajeva nalazi u popu-
laciji osoba sa smetnjama ove prirode a koje obolele osobe na neki nadin (tera-
pija) drze pod kontrolom (Barker i Mullooly, 1980).

Imunitet / Immunity

Imunitet protiv gripa se zasniva na specificnim imunskim mehaniz-
mima protiv glikoproteinskih komponenti spoljasnjeg omotaca virusa. U odnosu
na zastitu od homolognog soja virusa, imunitet je veoma dugotrajan i solidan
(traje decenijama). U slucaju manijih antigenih izmena (drift) imunitet u populaciji
traje nekoliko godina (Frank i sar., 1987).

Od urodenih mehanizama odbrane od virusa gripa najznacajniju ulo-

gu imaju interferoni. Radi se o citokinima koji prvi stupaju u borbu sa virusima i ¢iji
se efekat ogleda u inhibiciji penetracije virusa u ¢eliju, spre¢avanju sinteze vi-
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rusnih informacionih RNK i sinteze virusnih proteina i spre¢avaniju replikacije vi-
rusnog genetskog materijala. Na posletku, funkcija interferona se ogleda i u inhi-
biciji formiranja zrelih virusnih €estica i spre€avanju virusa da napusti ¢eliju u kojoj
se umnozavao (Ryman i sar., 2000). Sa druge strane, virus influence poseduje
protein (NS1) koji moze da inhibira sintezu interferona.

U odbrani od virusa, najznacajniji su specifi¢ni imunoglobulini i to za
molekul hemaglutinina. Anti HA antitela neutrali$u virusnu infektivnost. Anti NA an-
titela deluju kada je infekcija ve¢ otpocela tako Sto sprecavaju Sirenje virusa u
okviru respiratornog trakta. Od narocitog znacaja je takozvani sekretorni imunitet.
Naime, radi se o imunoglobulinima klase A, koji su od klju¢nog znacaja za zastitu
sluznica. Pored blokade virusnih receptora (H i N molekuli), ova antitela mogu da
blokiraju virusnu replikaciju u unutradnjosti inficirane epitelne celije sluznice.
Naime, da bi se na$la na povrsini sluznica, IgA antitela moraju da produ kroz epi-
telne ¢elije. Tom prilikom, ona mogu da stupaju u interakciju sa virusnim antigeni-
ma koje se nalaze unutar ¢éelije (Lamm, 1997).

Celijski imunitet takode zna¢ajno doprinosi odbrani od infekcije, pri
¢emu su i u ovom slucaju receptori na T-limfocitima specifi¢ni za dva osnovna vi-
rusna antigena (H i N). Oporavak od infekcije zavisi od sinteze interferona i
¢elijskog imunog odgovora.

Vakcine / Vaccines

Imunoprofilaksa gripa se obavlja samo kod ljudi. U nekim periodima
vakcine su se koristile i za profilaksu oboljenja kod konja, medutim, slab imunitet
koji ova vrsta razvija posle vakcinacije uslovio je da se na trzistu retko nalaze
vakcine protiv influence konja.

Vakcinacija je za sada najznacajnija mera kojom se smanjuju morbid-
itet i mortalitet izazvani virusom influence (gripa) ljudi. IzraCunato je da u SAD-u
obolevanije ljudi od gripa drzavu kosta oko 12 milijardi dolara. Ova suma je daleko
veca od cene vakcina, koja iznosi oko jedan dolar po dozi.

Kod ljudi se koriste inaktivisane vakcine i to od cele virusne Cestice ili
preparati koji sadrze pojedine segmente virusa (split vakcina). Vakcinalni soj vi-
rusa se proizvodi u alantoisnoj Supljini embrioniranih kokosjih jaja. Virus se u
vakcinama u kojima se nalaze cele virusne Cestice, inaktiviSe formalinom. U proiz-
vodniji takozvane split vakcine, virus se inaktiviSe formalinom, a onda se hemij-
skim putem razara Cestica virusa. U toku tog procesa, razlaze se lipidna kompo-
nenta omotaca virusa. U sustini, nema razlike izmedu imunskog odgovora na oba
ova preparata.

Proteini omotaca virusa se menjaju i to na nacin koji je ve¢ opisan (drift
i Sift), a kao posledica umnozavanja virusa ne samo u populaciji ljudi ve¢ i u
razli¢itim Zivotinjskim vrstama. 1z tog razloga, adekvatna zastita od jedne kombi-
nacije (H i N) antigena jedne godine ne znali da ¢e vakcinisana osoba biti
zasti¢ena od tzv. sezonskog gripa i naredne godine. Naj¢eSce se u vakcini nalaze
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tri antigene varijante virusa. Na primer: HI1N1, H3N2 i virus tipa B uzro¢nika gripa.
Medutim, tacan sastav i antigena struktura procenjuju se svake sezone. Naime,
shodno ranijim iskustvima, farmaceutske kompanije zajedno sa ekspertima Svet-
ske zdravstvene organizacije i uz konsultaciju sa stru¢njacima iz laboratorija koje
prate kretanje izmene antigenog sastava virusa procenjuju koji bi od tipova i subti-
pova virusa verovatno mogao da izazove sezonski grip.

Kljuéni faktor u proizvodniji vakcine protiv gripa je vreme. Odluka o
kom tipu virusa se radi treba da se donese nekoliko meseci pre nego §to pocne
sezona gripa. Svaka greSka u procesu koji pocinje predvidanjem antigenog sas-
tava a zavrSava se gotovim proizvodom, moze ugroziti stotine miliona ljudi. Caki
kada se pravilno odabere tip virusa, mogu nastati problemi kao $to je onajiz 1997.
godine, kada je virus H5N1 bio suviSe patogen za pileCe embrione. Naime,
prilikom umnozavanja, virus je brzo ubijao pilece embrione pa nije bilo moguce
proizvesti dovoljne koli¢ine virusnog imunogena (Mortara i sar., 1998). Kasnije, od
2003. pa do 2005. godine, pokazalo se da je virus sa istim antigenim karakteristi-
kama (H5N1) izazvao zna¢ajno uznemirenje epidemiologa u svetu.

Efikasnost inaktivisane vakcine protiv influence znacajno varira. Sma-
tra se da je efikasnost izmedu 60 i 90 posto kod zdrave dece i odraslih do 65 go-
dina starosti i to posle ekspozicije homologom divljem soju virusa. UopSteno je
shvatanje da su inaktivisane vakcine vrlo imunogene kod mladih odraslih ljudi.
Smanjena imunogenost je zabeleZzena kod imunosuprimiranih osoba i osoba koje
imaju hroni¢ne bolesti. Naroc€ito su u opasnosti one osobe koje pate od hroni¢nih
oboljenja srca i respiratornog trakta. Kod vakcinisanih osoba zastita je posledica
prisustva anti-hemaglutinin i anti-neuraminidaza specifi¢nih antitela. Medutim,
imunizacija moze da izazove i ograniCenu stimulaciju sinteze takozvanog mu-
koznog imuniteta i aktivaciju citotoksi¢nih T-limfocita.

Terapija gripa / Flu therapy

Grip je jedna od retkih virusnih infekcija za koju postoje specifi¢ni
lekovi (De Clercq, 2002). Terapija gripa se sprovodi samo kod ljudi, a mehanizam
antivirusnog delovanja moze da bude inhibicija oslobadanja virusne Cestice od
omotaca (amantadin, koji deluje samo na virus tipa A i rimantadin). Postoje i in-
hibitori virusne neuraminidaze a mehanizam delovanja preparata (zanamivir i
oseltamivir) se zasniva na blokiranju aktivnog mesta u enzimu (Jackson i sar.,
2000). Zanamivir i oseltamivir su efikasni u slu¢aju infekcije virusom (gripa) kako
tipa A tako i tipa B. Naime, kao posledica stabilnosti molekula neuraminidaze,
ta¢nije mehanizma delovanja ovog molekula kod ova dva tipa virusa, oba prepa-
rata mogu da posluze za terapiju gripa kod ljudi koji je izazvan virusom tipa A i tipa
B (Varghese i sar., 1995).
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Epizootiologija — epidemiologija gripa / Flu epizootiology — epidemiology

Moglo bi se rec¢i da je u slu¢aju virusa uzro€nika influence najprime-
renije posmatrati virus, sa jedne strane, a sa druge strane ne praviti znac¢ajne
razlike medu prijemdivim vrstama Zivotinja pa samim tim i ljudi. Virusi uzroc¢nici
gripa kod razli¢itih vrsta zivotinja su jedinstveni po tome $to zna¢ajno antigeno
variraju, a njihovi povrsinski antigeni menjanje svoje strukture vrse preko drift-shift
mehanizama. Naime, drift kao pojam u virusologiji predstavlja neznatne izmene
antigene strukture u molekulima hemaglutinina i neuraminidaze. Antigeni Sift
predstavlja zna¢ajne izmene antigene strukture u ovim molekulima.

Osnovni razlog za manje antigene izmene hemaglutinina (drift) jeste
prisustvo imunih seruma u populaciji prijemcivih vrsta. U laboratorijskim uslovima
ovakve izmene mogu da budu iznudene uzgajanjem virusa u kulturi éelija pri
¢emu se u medijum dodaju monoklonska antitela koja neutraliSu molekul hema-
glutinina (H) datog virusa. Inaktivacijom H-molekula, preZivljavaju one varijante
virusa za koje se data monoklonska antitela ne vezuju. Jasno je da se antigeni drift
virusa uzro¢nika gripa javlja kao posledica tackastih mutacija. Medutim, izmena u
jednoj aminokiselini proteinskog lanca ima mali uticaj na antigenost oba mo-
lekula: hemaglutinina i neuraminidaze. Smatra se da se mutacije dogadaju i
tokom prenosenja virusa sa jedne osobe (jedinke) na drugu. Ekstremna hete-
rogenost humoralnog imunskog odgovora na virus gripa kao i ograni¢eni reper-
toar imunoglobulina protiv virusa kod mladih jedinki (i dece), predstavljaju klju¢ne
faktore u selekciji varijanti virusa sa promenama u jednom jedinom epitopu (Wang
i sar., 1986).

Prva zna€ajna izmena antigenog sastava virusa uzro¢nika gripa za-
beleZzena je 1933. godine kada je virus H2N2 zamenjen podtipom virusa HIN1.
Naredne izmene su se deSavale 1968. (H3N2), 1977. (H1N1), 2005. (H5N1) i ne-
davno H1N1. Vecéina ovih izmena se deSava u "Zivim epruvetama" na dalekom is-
toku. U nekim slu¢ajevima, a na osnovu podataka o genetskom materijalu, moze
da se o¢ekuje izmena H-molekula od H2 ka H5. Medutim, teSko je razumeti da se
izmene deSavaju od H3 ka H2, osim ako se izmene deSavaju kao posledica rea-
sortiranja gena virusa koiji cirkuliSu u populacijama ptica i svinja (Webster i sar.,
1971). Takode, ustanovljeno je da se reasortiranja gena mogu da dogode i
prilikom prelaska virusa sa jedne osobe na drugu (Cox i sar., 1983).

Smatra se da je u nastanku takozvanog Hong Kong virusa gripa, gen
za hemaglutinin potekao od virusa koji je karakteristian za ptice (Kida i sar., 1987)
i koji se nije menjao jos od pocetka 20. veka. Isto tako, virus donor H-molekula,
moze poteci od konja (H3N8). Analiziranjem ovih podataka moze se zakljuciti da
se znacajne izmene u virusima uzro¢nicima gripa desSavaju kao posledica, pored
ostalog, i mehanizama reasortiranja gena izmedu virusa gripa ljudi i virusa koji iza-
zivaju influence drugih vrsta Zivotinja.

Poreklo virusa koji izazivaju pandemiju moZe da bude pojava novih vi-
rusa koji su u duzem vremenskom periodu bili sakriveni u nekom "epizooti-
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oloSkom dzepu". Ovakvo sakriveno mesto moze da bude zamrznut region Rusije,
saCuvan virus u nekoj divljoj vrsti zivotinja ili virus koji se nalazio u populaciji
prijemcivih vrsta Zivotinja (i ljudi) u formi integrisanog genetskog materijala.

Treci nacin kako se pojava novih virusa moze objasniti jeste pojava vi-
rusa ptica ili Zivotinja koji mogu da inficiraju ljude. Ovakvo preskakanje virusa sa
jedne na drugu vrstu se deSava u prirodi, pri ¢emu u najve¢em broju slu¢ajeva
nova vrsta predstavlja takozvanu slepu ulicu za virus. S obzirom na to da za
ovakvo preskakanje virusa treba da se dese drastiCne izmene genetskog materi-
jala, novi virus najceS¢e nema kapacitet da se adaptira na novu vrstu i prede sa
jedne na primer osobe na drugu. Medutim, kada se to i desi, nastaju pandemije
koje mogu da u savremenim uslovima ugroze zdravlje stotina miliona i dovedu do
fatalnog ishoda gripa kod velikog broja ljudi.

Najverovatnije je da svaki od navedenih mehanizama doprinosi manje
ili viSe nastanku znacajnih (shift) izmena antigenih karakteristika a samim tim i bi-
oloskim osobinama virusa gripa (Bean i sar., 1980).

Ako je po definiciji bioloSki agens (virus) onaj mikroorganizam koji
moze da ubije, izazove oboljenje ili na bilo koji nacin onesposobi populaciju ljudi,
bilike i domestificirane Zivotinje onda moze da se zakljuCi da je virus gripa
znacajan i kao nacin kako da se namerno nanese Steta u nekim regionima sveta.
Kriterijum na osnovu koga bi jedan virus bio upotrebljen kao bioloSki agens, jeste
letalitet veci od 30 posto. Medutim, virus gripa ne treba da izazove veliki procenat
letaliteta pa da nanese znacajne Stete u jednoj drzavi. Ako se u obzir uzme
prijemcivost zna¢ajnih domestificiranih vrsta zivotinja i njihova prijemcivost na vi-
rus uzro€nik gripa, moze da se nasluti da neki namerno modifikovani virus moze
da izazove znacgajne ekonomske Stete (Anderson i sar., 2003).

Diskusija i zaklju€ak / Discussion and conclusion

Virusi koji izazivaju pandemije gripa mogu da se klasifikuju u H i N
podtipove. Od 1989. godine, Sest puta su se pojavljivali virusi sa podtipom mo-
lekula hemaglutinina koji se nije javljao godinama i koji je ulazio u ljudsku popula-
ciju. Tri H podtipa se ciklicno pojavljuju. Podtip H2 se unosi u populaciju gripa
1989. godine, H3 se javlja 1900. godine, a H1, 1918. godine. Na ponovno pojavlji-
vanje H2 podtipa, ¢ekalo se do 1957. godine a H3 virus se javio 1968. godine.
Ponovno pojavljivanje H1 podtipa virusa desilo se 1977. godine. Svako unosenje
ovih podtipova molekula hemaglutinina, uslovljavalo je pandemiju novim kombi-
nacijama H i N antigena.

Ove dramati¢ne promene H i N podtipova virusa izazivaca gripa bile
su posledica medusobnih razmena segmenata genetskog materijala virusa sisara
i ptica. OpSta je karakteristika da virusi tipa A koji dobro rastu u ¢elijama poreklom
od ptica nisu efikasni u inficiranju ¢elija sisara a samim tim i ljudskih ¢elija. Ovo
vazi i u suprotnom smeru. Virusi influence koji su adaptirani na ¢elije sisara, teSko
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mogu da inficiraju ¢elije ptica. Medutim, ovo shvatanje koje, istini za volju, ima
prili¢éno uporiste u nauci, danas je pod velikim znakom pitanja. U novije vreme,
tacnije 1997. godine, bilo je primera lakog direktnog prenosa virusa sa ptica na
ljude, pri ¢emu je tom prilikom izolovan virus sa antigenom kombinacijom (H5N1),
koja do tada nije nikada bila registrovana. Naime, ovaj podtip virusa je do tada bio
uvek izolovan iz domacih vrsta ptica u toku epizootije klasi¢ne kuge (influence)
zivine. Do tada, nijedna osoba na svetu nije posedovala specifi¢nu zastitu (imu-
nitet) na ovu kombinaciju antigena virusa pa je ova Cinjenica znacajno uticala na
tok infekcije sa jedne strane, ali i na zabrinutost na globalnom nivou. U tom tre-
nutku, izgledalo je da jedino $to ometa pojavu teSkih pandemija jeste relativna ne-
sposobnost ovakvih virusa da lako cirkuliSu u populaciji ljudi.

Jo$ uvek nije dovoljno razjasnjeno zasto je virus koji je izazvao pan-
demiju 1918. i 1919. godine bio toliko virulentan. Po pravilu, uobi¢ajeni mortalitet
u populaciji ljudi je oko 0.1 posto. Medutim, u toku te pandemije, mortalitet je izno-
sio 2.5 posto. Prate¢i podatke koji su nam dostupni u toku proteklog veka, moze
se zakljuGiti da i dana$nji virusi zna¢ajno ne zaostaju kada je re€ o virulenciji za
ljude. Naime, ispitivanja koja su obavljena 2002. godine u SAD, pokazala su da u
proseku godisnje u SAD od gripa umre 36 000 ljudi.

Virusolozi su ukazali na to da se selekcija nekih kombinacija antigenih
karakteristika H i N molekula lak$e obavlja u populacijama ptica nego kod sisara.
Verovatno se izmedu ostalog radi o kracem bioloskom periodu Zivota i reproduk-
cije i, shodno tome, brzoj pojavi prijemcive populacije. Iznenaduje podatak da se
genom virusa koji izaziva bolest kod ptica, za razliku od ljudskih i svinjskih virusa,
nije znacajno menjao u proteklih 60-tak godina. Avijarni tipovi virusa mutiraju i
podlozni su reasortiranju u frekvencijama koje su iste kao i za ostale viruse gripa.
Medutim, kod pticjih virusa opstaju samo one varijante virusa koje imaju takoz-
vane neutralne mutacije. Otuda se smatra da su virusi u pticama u evolutivnoj
stazi, tj. ptice predstavljaju stabilne rezervoare za sekvence virusnih RNK koje
kasnije mogu da se rekombinuju i formiraju varijante virusa koji ¢e inficirati ostale
vrste Zivotinja pa i ljude (Steinhauer i Skehel, 2002). Isto tako, od znacaja je Cinje-
nica da se pti¢ji i ljudski virusi gripa bez obzira na H i N kombinaciju, lako
umnozavaju u drugim vrstama domacih (i divljih) Zivotinja. To se narocito odnosi
na svinje. Posebne karakteristike tkiva farinksa i grla svinja, odnosno prisustvo re-
ceptora kako za ptiCje tako i za viruse gripa svojstvene ljudima uslovljavaju da se
oba virusa nesmetano umnozavaju u ovoj vrsti. Otuda su svinje dobri neselektivni
domacini za meSane infekcije avijarnim i ljudskim virusima pri ¢emu nastaje rea-
sortiranje H i N segmenata. Kao posledica toga, nastaju novi virusi koji mogu da
dovedu do pandemije.

Na prvi pogled, moglo bi se zaklju€iti da su ove kombinacije ljudskih,
pti¢jih i svinjskih virusa (infekcija) izuzetno retke. Medutim, gusta populacija ljudi,
naroCito na jugoistoku Azije, ali i u drugim delovima sveta, u okviru koje se
svakodnevno obavljaju efikasni kontakti ljudi sa svinjama i zivinom (narocito
pataka), ukazuje nato da je mogucnosti da se dva virusa razli¢itih antigenih karak-
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teristika ¢esto nadu u jednom organizmu velika. Dokaz za ovo su svakako pan-
demije koje su otpocele u Kini (1957, 1968, ali i 2005). Medutim, jugoistok Azije
svakako nije jedini region koji treba posmatrati kao lonac u kome se mesaju virusi
uzro€nici pandemija. Nedavno proglasena pandemija gripa izazvana virusom
H1N1 koji je potekao od svinja u Meksiku ukazuje na to da guste populacije svinja
i zivine (narocito ¢uraka) u Evropi sa jedne strane i znacajne migracije divljih ptica
(pataka i gusaka) sa druge, mogu da predstavljaju centre interspecijes transfera
virusa (Ito i sar., 1998).

Ono $to je sigurno jeste da su ptice i svinje rezervoari virusa, ali i Zive
epruvete u kojima se virus menja, prilagodava vrsti-domacinu i izlazi iz kruga date
vrste-domacina ka ljudima ili drugoj nekoj vrsti.

Pandemija SIDE je neSto Sto je uzdrmalo epidemiologe sveta u
poslednjih nekoliko decenija. Smatra se da ¢e uprkos pronalasku relativno efi-
kasnih anti-retrovirusnih lekova, u narednih nekoliko godina umreti oko 50 miliona
ljudi od sindroma izazvanog virusom HIV-a. Ovo su svakako alarmantne €injenice,
ali pravu opasnost po ljudsku vrstu, moze se reci za civilizaciju uopste, u stvari
predstavljaju dobro adaptirani virusi koji stalno evoluiraju i koji su ve¢ prisutni u
prijemcivim vrstama. Virus uzro¢nik gripa je svakako jedan od njih. Njegova po-
java svake godine ne pokazuje nikakvu tendenciju smanjivanja opasnosti, a geni
koji reguliSu pandemijski potencijal i virulenciju su ve¢ prisutni i cirkuliSu u popula-
ciji virusa. Sa druge strane, razvoj ljudskog drustva znac¢ajno uti¢e na to da smo
kao nikada do sada u opasnosti od pandemije kakva je bila zabelezena 1918. i
1919. godine. Ne tako davne 1997. godine, virus koji je nazvan Hong Kongii &ija je
antigena formula H5N1 imao je sposobnost direktnog prenosa na ljude. Alel za
H5 antigen do tada nije postojao kod virusa koji su inficirali ljude pa niti jedna
osoba na planeti nije bila otporna na ovaj virus. Ogroman broj ostalih razli¢itih
kombinacija gena virusa uzro€nika gripa ukazuje na to da ¢e jedna takva pan-
demija da se desi. Ipak, pracenje virusa gripa, ne samo u populaciji ljudi ve¢ i u
vrstama koje su prijemcive, a koje znacajno doprinose njegovoj evoluciji, olak-
Sace predvidanje mogucih scenarija i pravilno reagovanje u cilju zastite.
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ENGLISH

INFLUENZA - FLU
M. A. Valéi¢, Sonja Radojici¢

In epidemiology or in epizootiology, there are some infectious diseases that
have potential for significant reduction of the susceptible species population. Over the past
few decades, epidemiologists were concentrated on diseases that were "modern" and
made front-page news in tabloids. One should recall diseases like bovine spongiform en-
cephalopathy, SARS and AIDS syndromes. However, we should always be aware of the
most dangerous diseases such as our old friend, influenza, or simply, flu. In the past dec-
ade, we heard about "bird" or "swine" influenza. It is the same disease for different animal
species as well as for man. Influenza owes its characteristics to specific virus biology as
well as to the epidemiology-epizootiology characteristics of the susceptible species. Anti-
genic changes that took place thanks to reassortment mechanisms of the viral gene seg-
ments cause the onset of the new antigenic combinations of the hemaglutinin and neu-
raminidase molecules. As a result, new H and/or N antigenic formulas appear for the first
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time in totally susceptible animal and human populations. That means that in such circum-
stances, no person in the world is immune to the virus. In that case, such a virus can cause
a pandemic with disastrous consequences since influenza is a disease with significant
mortality, especially in some segments of the human (as well as animal) population. Birds
and swine are virus reservoirs, but these species are at the same time live test tubes in
which the virus resides, changes and adapts itself not only to the original species but to
other species as well. That means that there is no "bird" or "swine" flu. Influenza is an infec-
tion of several important animal species as well as man that have potential not only for the
reduction of the population size but, in case of the human population, for influencing social
and economic life.

Key words: influenza, virus, immunity, pandemic

PYCCKUA

rPUMM - MHOJTIIO3HLA

M. Banuuy, CoHsa Pagonuuny

B vHdekTONOrMM X0Tb AENO0 NAET O NIOASX UM XKMBOTHBIX Kak nauueHTax,
CYLLECTBYIOT 3a60M1eBaHns, KOTOPblE MOTYT 3HAYUTENbHO YMEHbLUNTb MOMYALMIO BOC-
NpUMMYMBBIX BMAOB. Becadeckn, YTO BHUMaHUE UHEKTONOMOB B UCTEKLIMX HECKONbKO
OecATUNeTUA HanpasieHo K TeMm 3aboneBaHus, KOTopble MOryT CBOMM SiIBNIeHNeM “Ha-
NONIHUTB" NepBble CTpaHuLpl Tabnonga. Hago BCMOMHUTL CMOHIMOOPMHbIX 3HLeanona-
T, CAPC-a unm cuHgpoma Cr[-a. Mexay Tem, UCTOPUYECKN CMOTPEHO OLHO U3
cambIX ONacHblX 3a60N1eBaHN eCTb CTapbIn AOOPbIA 3HAKOMbIN, TPUNM M MHAIO3HLA.
B nctekwem gecatuneTum rosopunock o “ntudbem” n “cemHoM" rpunne. Ho, ageno naér
06 ogHOM 3aboneBaHun Anst 66sblue BUOOB, KOTOPOE CBOM XapaKTepucTUKK ObiBaeT B
[OJry C OAHON CTOPOHbI 6MOMOrMM BUPYCOB a C APYron, 3NMAeMUONornyecko-ann3ooTo-
NOTNYECKUM XapaKTEPUCTMKaM BOCMPUMMYUBBIX BUAOB. I3MEHEHNST aHTUMEHHBIX CTPYK-
Typ, crnyyarowmecs, 6narogaps MexaHM3maMm peaccopTMpOBaHNsA CErMEeHTOB reHoB 06yc-
NOBMMBAIOT ABMEHMNE HOBbIX KOMOUHALMIA TUMUYHBIX @HTUreHHbIX MOSIEKYN BUPYCOB (re-
MarrmtoTUHUHOB Y HepoMuHMAasa). Kak pesynbTar, 3TV USMEHEHUS MOTyT AaTb Te KOM-
6uHauum I 1 H Monekyn, KoTopble B MEpBbI pas ABAAIOTCSA B NPUPOAE, YTO 3HAYUT, HTO
HM ofHa ocoba HW MHAMBUAYYM BOCMPUUMUMBBIX BUAOB HE MMMYHHblE. TeM cambiM BU-
pyCbl C TAKUMU KOMOUHALMSAMU aHTUrEHHOW CTPYKTYpbl, MOTYT 0OYCNOBUTbL MaHAeMUIO
W/MNn NaH300TUIO HEBUAAHHBLIX Pa3MePOB NPU YEM UMETb B FOSI0BY U YTO B HEKOTOPbIX
nonynsaumMax Kak nogen Tak 1 XUBOTHbIX CMEPTHOCTb MOXET ObITb 3HaunTenbHas. To,
YTO HABEPHO 3TO, YTO MTULIbI ¥ CBUHBW BMECTUNMLLA BUPYCOB, HO 1 XXMBblE MPOOVPKMN B KO-
TOPbIX BUPYC MEHSAETCA, MPUCMOCO6NAETCA BUAY-XO3AMHY 1 BbIXOAWUT U3 Kpyra AaHHOro
BMAA - XO3AMHa K NIOAAM U ApYroMy HEKOTOPOMY BUAY. OTO 3HAYMT, HTO Y rpunna He
CylyecTByeT TUNNYHoe 3aboneBaHve AN HEKOTOpoW M3 BUAOB ("MTuyauin” n "cBuHon")
yXXe Aeno MAET 0 UHGEKLMOHHOM 60NE3HM, KOTOpasi XapakTepHas A5l HECKOSbKUX BU-
OB 1 KOTOpas UMeeT NoTeHUMan BfNSATb He TOMbKO Ha YACMEHHOCTb NONynsaumun nogen
>KMBOTHBIX Y>K€ 1 Ha COLMO-3KOHOMMYECKME 06CTOATENBCTBA B PErMOHax Mupa.

KntoyeBble croBa: MHIO3HLA, BUPYChI, UMMYHUTET, NaHAeMusi
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EPIDEMIOLOGIJA I DIJAGNOSTIKA FASCIOLOZE LJUDI®
EPIDEMIOLOGY AND DIAGNOSTICS OF HUMAN FASCIOLOSIS

Zorica Dakié¢, N. Indié, B. Milosevi¢, Jasmina Poluga, Z. Kulisi¢,
M. Koraé, N. Stajkovi¢, Irena Ofori-Beli¢, M. Pavlovié™

*

Fascioloza je zoonozna infekcija izazvana trematodama Fasciola
hepatica i Fasciola gigantica. Fascioloza ljudi je endemska bolest u po-
jedinim delovima JuZne Amerike, Afrike, isto¢ne Azije i Evrope. Visoka
prevalencija fascioloze ljudi nije uvek povezana sa visokom prevalenci-
jom animalne fascioloze. lako je fascioloza domacih Zivotinja, pre sve-
ga ovaca i goveda, znacCajno prisutna u pojedinim krajevima Srbije i
bivse Jugoslavije, nema dokumentacije, odnosno objavijenih slucaje-
va fascioloze ljudi u Srbiji. Covek postaje slu¢ajan domaéin unosenjem
infektivnih oblika parazita kontaminiranom vodom ili biljkama. Klini¢ka
slika ove bolesti je raznovrsna i zavisi od stadijuma infekcije: akutna ili
hepati¢na, hronicna ili bilijarna, obstruktivna, rede ektopicna ili farin-
gealna. Dijagnostika fascioloze ljudi moZe da bude komplikovana i
dugotrajna, narocito u krajevima gde se bolest retko javija i gde se na
nju retko pomislja, kao i zbog brojnih bolesti sli¢ne klinicke manifesta-
cije, koje treba iskljuciti. Dijagnostika fascioloze ljudi je kompleksna i
podrazumeva primenu direktnih i indirektnih dijagnostickih procedura.
Dijagnoza se zasniva na klinickoj slici, hematoloskim i biohemijskim na-
lazima, parazitoloskom nalazu, imunoloskoj dijagnostici, tehnikama vi-
zuelizacije patoloskih promena i biopsiji jetre. Na Klinici za infektivne i
tropske bolesti 2005. godine je dijagnostikovan prvi slucaj fascioloze
ljudi u Srbiji. Pacijentkinja iz Beograda razvila je klinicku sliku akutne
fascioloze nakon nekoliko meseci boravka u Hercegovini. Ovaj rad
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predstavija osvrt na epidemioloski i dijagnostiCki aspekt fascioloze
ljudii.

Kljuéne reci: fascioloza ljudi, epidemiologija, dijagnostika
Uvod / Introduction

Na Klinici za infektivne i tropske bolesti u Beogradu 2005. godine kod
68-godisnje Beogradanke, koja je vise meseci pre toga boravila u Trebinju, dijag-
nostikovana akutna fascioloza. Pacijentkinja je ranije putovala Sirom sveta, a
poslednje putovanje, van prostora bivSe Jugoslavije, bilo je 2,5 godine pre
prijema. Pacijentkinja je primljena zbog bola ispod desnog rebarnog luka i povre-
mene febrilnosti sa jezom. U laboratorijskim nalazima dominirala je ubrzana sedi-
mentacija eritrocita, normohromna anemija, umerena leukocitoza, izrazita eoz-
inofilija (43,7%) i poviSena alkalna fosfataza. Tegobe su pocele 3 meseca ranije.
Nakon nalaza nedovoljno jasnih promena u jetri, sumnjivih na parazitsku infekciju
ultrazvukom (UZ) i kompjuterizovanom tomografijom (CT) i nakon iskljucivanja
drugih parazitskih infekcija i ostalih stanja pra¢enih eozinofilijom, postavljena je
sumnija na fasciolozu. Sproveden je viSekratni parazitoloski pregled stolice i duo-
denalnog sadrzaja na prisustvo jaja Fasciola (F.) hepatica. Kako su nalazi bili
negativni, a zbog nemoguénosti imunodijagnostike u nasim laboratorijama, se-
rum smo poslali u Institut za tropske bolesti u Hamburgu gde je fascioloza doka-
zana prisustvom specifiénih antitela imunoenzimskim testom (ELISA) i potvrdena
imunoblot metodom (IB). Jednokratna terapija triklabendazolom (10 mg/kg) dov-
ela je do povla¢enja simptoma i normalizacije hematoloskih i biohemijskih para-
metara.

U uslovima olakSane komunikacije sa svetom, sve veéi broj nasih
gradana putuje, posecujuci i podrucja gde je fascioloza ljudi (HF) znacajno zas-
tupljena. U radu su navedena nova saznanja o uzro¢niku, specifi¢nosti domacina,
epidemiologiji sa posebnim osvrtom na rizike za nastanak infekcije, kao i novine u
dijagnostici.

Etiologija i epidemiologija fascioloze ljudi

Veliki metilj F. hepatica je listolik, sivozeleni metilj, veli¢ine 2-3,5 cm X
1,3 cm. Razvojni ciklus obavlja se smenom generacija: larveni razvoj (sporociste,
redije, cerkarije) odvija se u prelaznom domadinu (PD), a razvoj adulta u stalnom
domacinu (Kuli$i¢, 2001). Prelazni domacini za Fasciola spp. su brojne vrste
slatkovodnih puzeva familije Lymnaeideae. NajraSireniji PD za F. hepatica je
Lymnaea (L.) truncatula, a za F. gigantica u Evropi je L. auricularia. Cerkarije,
finalni razvojni stadijum u PD, napustaju puza, incistiraju se, obi¢no na bilju pored
vode i prelaze u infektivni oblik, metacerkarije, loptaste tvorevine veli¢ine oko 200
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um. Stalni domacini inficiraju se ingestijom metacerkarija. Fascioloza kao parazi-
toza pasnjaka, najrasirenija je kod ovaca i goveda. Svinje, konji, magarci i divlji bil-
jojedi rede se inficiraju. Na Korzici rezervoar parazita je crni pacov (Rattus rattus)
sa prevalencijom od 45,13% (Mas-Coma i sar., 1999).

Fasciola gigantica je vec¢i parazit, duzine do 7,5 cm. Izaziva hroni¢nu
fasciolozu goveda i bivola i akutnu, esto fatalnu bolest ovaca. Zivotni ciklus
sli¢an je F. hepatica, a slicnost se ogleda i u nastalim patoloSkim promenama.

Fasciola hepatica je zastupliena Sirom umerenog klimatskog po-
drudja, izuzev Okeanije, dok je F. gigantica raSirena u juznoj i jugoisto€noj Aziji i
Africi. Za vecinu podrucja sa visokom prevalencijom HF odgovorna je F. hepatica.
Distribucija ovih trematoda poklapa se u pojedinim regionima (Tajvan, Japan, R.
Koreja, Filipini i Egipat) Sto stvara teSkoc¢e u identifikaciji vrsta, s obzirom na istu
klinicku sliku i morfolo$ku sliénost jaja parazita (Mas-Coma i sar., 1999).

Covek se inficira uno$enjem metacerkarija vodom ili svezim biljkama
(Mas-Coma i sar., 1999). U Francuskoj su to Taraxacum dens leonis (vrsta ma-
slactka), Valerianella olitora (matovilac), Mentha viridis (zeljasta nana); u Iranu ze-
leni listovi Nasturtium spp. (kres), Mentha spp. (nana) koji se koriste kao zalin sa-
latama; u Boliviji sitovi (Juncus andicola, Juncus ebracteatus), Mimulus glabratus
(majmunski cvet), Nostoc sp. (vrste algi) (Mas-Coma i sar., 1999). U Egiptu infek-
cija ljudi naj¢eSce nastaje preko Nasturtium officinale (salata, potocCnica), Eruca
sativa (rukola) i Lactuca sativa (lisnata salata), koje pranjem vodom iz obliznjih ka-
nala postaju zarazene cerkarijama koje za nekoliko sati incistiraju i prelaze u infek-
tivni oblik (Soliman, 2008). Da bi se sprecila infekcija biljkama sa endemskih po-
drucja koje se koriste u ishrani savetuje se njihovo pranje primenom 6% siréetne
kiseline ili rastvora kalijum-permanganata (24 mg/L) 5-10 minuta (Farag, 1998;
Soliman, 2008). Taira i sar. (1997) ukazuju na mogucnost infekcije Coveka i
koris¢enjem obroka spremljenih od sirove jetre prezivara inficirane nezrelim meti-
ljima.

Broj prijavljenih slu¢ajeva HF znacajno je povec¢an od 1980. godine.
Bolest je prisutna u 61 zemlji sveta, oko 2,5 miliona ljudi inficirano je F. hepatica, a
viSe od 180 miliona ljudi je pod rizikom od infekcije. Zemlje sa najve¢im brojem
prijavljenih slu¢ajeva su: Bolivija, Kina, Ekvador, Peru, Egipat, Iran (Mas-Coma i
sar., 1999). Slucajevi infekcije ljudi F. hepatica nisu neuobicajeni u Evropi (Arjona,
1995), narocito u Francuskoj, Portugaliji, Spaniji i zemljama bivSeg Sovjetskog
Saveza (Mas-Coma i sar., 1999).

Na osnovu epidemiolo$kih karakteristika HF moZe da bude impor-
tovana, u vidu izolovanih autohtonih slu¢ajeva, endemska i epidemijska (Mas-
Coma i sar., 1999). Sporadi¢ni autohtoni (Skandinavija, ltalija, Gréka) (Antoniou i
sar., 1997; Holm i sar., 2002) i importovani slu¢ajevi (SAD, Nemacka) prijavljuju se
Sirom sveta (Caprino i sar., 2007). U krajevima sa endemskom fasciolozom Zivot-
inja (AF) beleze se sporadi¢no porodi¢ne ili epidemije unutar manjih grupa koje
su povezane zajednic¢kim, slu€ajnim unosom kontaminiranih biljaka iz li¢ne ili
komercijalne proizvodnje (Mas-Coma i sar., 1999).
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Endemsko javljanje fascioloze rangira se od niskog (sa prevalencijom
<1%), preko srednjeg (<1-10%) do visokog (>10%) stepena. Niska prevalencija
belezi se u Normandiji (Francuska) od 0,34-3,1 slu¢aj/100000 stanovnika i Korzici
(Italija) 0,83-1,16. Srednja prevalencija belezi se u podrucju Porta, Portugalija od
3,2%, a najvisa u odredenim delovima Bolivije (65-92%), Ekvadora (24-53%),
Egipta (2-17%) i Perua (10%) (Mas-Coma i sar., 1999). Visoka prevalencija HF ne
korelira uvek sa animalnom (Antoniou i sar., 1997; Mas-Coma i sar., 1999; So-
liman, 2008 ), ali je na odredenim podrucjima HF povezana sa endemskim po-
drugjima AF (Ripert i sar., 1987; Bouree i Thiebault, 1993), a narocito u sredinama
sa niskim ekonomskim i socijalnim standardom (Mas-Coma i sar., 1999).

Interesovanje za fasciolozu postoji i kod nas s obzirom na to da je u
nasim krajevima prisutna kao infekcija prezivara, ali i interesantna kao zoonoza, o
kojoj se medu nasim lekarima malo zna. U Srbiji, u pojedinim podrucjima, fasci-
oloza prezivara se javlja u zna€ajnoj incidenciji. Milanovi¢ i sar. (2007) su na po-
dru¢ju Jablani¢kog regiona nasli F. hepatica kod 6,21% od ukupno 6906 pre-
gledanih jetri goveda na liniji klanja.

Klinicka slika fascioloze ljudi

Klini¢ko ispoljavanje fascioloze ljudi zavisi od stadijuma infekcije (Ar-
jona, 1995). Razvoj do odraslog oblika metilja traje 2-13 nedelja, prose¢no 6
nedelja (Espino i sar.,, 1998). Nakon dolaska metacerkarija u digestivni trakt
Coveka, iz njih se oslobadaju mladi metilji koji aktivno probijaju zid creva i migri-
raju unutar peritonealne duplje, prodiru kroz kapsulu jetre i ulaze u njen parenhim
(Espino i sar., 1998; KuliSi¢, 2001). Akutna ili hepati¢na faza traje 3-4 meseca i
posledica su oStec¢enja tkiva i inflamatornog odgovora izazvanog migracijom mla-
dih metilja duz parenhima jetre do zu€nih puteva. Infekcija moze biti asimptomat-
ska, ali je CeSce pracena febrilnoSéu, bolom ispod desnog rebarnog luka, mucni-
nom, povra¢anjem, glavoboljom, urtikarijom, svrabom, dispepsijom, respirator-
nim smetnjama, gubitkom telesne tezine, hepatomegalijom, splenomegalijom i
ascitesom. U laboratorijskim analizama prisutna je umerena anemija, ubrzana
sedimentacija eritrocita i izrazena eozinofilija do 70%, nivo transaminaza je nor-
malan ili minimalno poviSen, kod pojedinih pacijenata poviSena je AP, a bilirubin je
tipicno normalan (Chen i Mott, 1990). Diferencijalno dijagnosticki treba iskljuditi
druga febrilna stanja i parazitske i/ili druge bolesti pra¢ene eozinofilijom (Chen i
Mott, 1990).

Bilijarna ili hroni¢na faza nastaje usled prisustva zrelih metilja u Zu€¢nim
kanalima i zu¢noj kesi, u kojima mogu ziveti 10-13 godina. U ovoj fazi simptomi su
odsutni ili su manje izrazeni i posledica su upale zu¢nih puteva. Javljaju se bol is-
pod desnog rebarnog luka i zutica ili se ponovo ispoljavaju simptomi akutne faze
(Chen i Mott, 1990). Biohemijske analize pokazuju poviSen nivo transaminaza i
bilirubina.
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Kod teske infekcije, moguca je i mehanicka opstrukcija zu¢nih kanala.
Posledica je prisustva odraslih metilja i inflamacije i fibroze epitela zu¢nih kanala
nastale iritacijom spinama i dejstvom prolina koji produkuje metilj (Chen i Mott,
1990). Visekratna infekcija moze dovesti do preplitanja akutne i hroni¢ne faze
bolesti (Arauco i sar., 2007).

Ektopi¢na fascioloza nastaje migracijom metilja u razli¢ita tkiva i or-
gane, narocito plu¢a i potkozno tkivo, javlja se retko i dovodi do nejasne klinicke
slike (Chen i Mott, 1990; Mas-Coma i sar., 1999). Poseban sindrom, pod imenom
"halzoun" u Libanu i "marrara" u Sudanu (uobiajen za infekciju sa Linguatula ser-
rata), faringealna fascioloza, nastaje pri¢vrséivanjem odraslih metilja za zadnji zid
farinksa pri konzumiranju inficirane sirove jetre prezivara, sto dovodi do teskog
faringitisa i laringealnog edema. Sli¢na pojava, nastala konzumacijom govede je-
tre zarazene juvenilnim formama metilja u obroku "sashimi" zabelezena je u Ja-
panu (Farag, 1998).

Dijagnostika fascioloze ljudi

Dijagnostika HF je teSka zbog slozenog razvojnog ciklusa Fasciola
spp. i raznovrsne i nedovoljno tipi¢ne klinicke slike. Problemi se u dijagnostici
posebno javljaju u podrudjima gde se ova bolest retko sreée te se na nju i ne
pomiSlja. Sumnja na HF zasniva se na klini¢koj slici i anamnezi, kao i podatku o
izloZzenosti infekciji. U dijagnostici se koriste brojne direktne i indirektne metode.
Osnovne laboratorijske metode koje se koriste u dijagnozi HF su koproloske teh-
nike i imunolo$ki testovi (Arjona, 1995).

Osnovno ograni¢enje koproloskih tehnika je nemoguénost posta-
vljanja dijagnoze u akutnoj fazi, odnosno mogu da se koriste tek 3—-4 meseca
nakon infekcije, kada metilj sazri i poCne sa izlu€ivanjem jaja (Facey i Marsden,
1960). KoproloSka metoda je nedovoljno osetljiva i u hroniénoj fazi zbog retkog i/ili
intermitentnog izluCivanja jaja (Esteban i sar., 1998; Mas-Coma i sar., 1999), §to
obavezuje na viSekratno testiranje i primenu metoda koncentracije kao $to su me-
toda sedimentacije (Espino i sar., 1998; Graham i sar., 2001) i Kato-Katz metoda
(Espinoza i sar., 2007). S obziom na to da F. hepatica nije adaptirana na ¢oveka
kao domacina, postoji mogucnost da metilj ne dostigne potpunu zrelost, kada
izlu€ivanje jaja potpuno izostaje (Acosta-Ferreira i sar., 1979). Dodatna ogra-
ni¢enja metode su sli¢nost jaja Fasciola spp. sa jajima Echinostoma spp. i Fasci-
olopsis buski, pseudofascioloza (nalaz jaja u stolici nakon nedavnog konzumi-
ranja jetre prezivara koja je sadrzala jaja fasciole), $to zahteva primenu alternativ-
nih metoda dijagnostike (Espino i sar., 1998; Espinoza i sar., 2007).

Detekcija cirkuliSu¢ih antigena sendvi¢ ELISA testom je primenjiva u
akutnoj fazi bolesti, narocito pre formiranja antitela. CirkuliSuéi antigeni, pojavljuju
se od prve do tre¢e nedelje infekcije, potom opadaju i gube se nekoliko nedelja
nakon pojave (Carnevale i sar., 2001).
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Detekcija kopro-antigena u fecesu, sendvi¢ ELISA testom je korisna u
hroni¢noj fazi kada se jaja neredovno ili oskudno izlu€uju, ali i u akutnoj fazi, jer se
kopro-antigeni pojavljuju nekoliko nedelja pre pocetka izlu€ivanja jaja (Carnevale
i sar., 2001).

Biopsijom jetre u invazivnom stadijumu infekcije, otkrivaju se lezije Gli-
sonove kapsule i nekroze supkapsularne zone ograni¢ene palisadno postav-
lienim histiocitima. Lezije su u vidu grozdova mikroapscesa. U hroni¢noj fazi,
uoCavaju se paraziti na razli¢itim nivoima razvoja i jaja u dilatiranim zuénim ka-
nalima, kao i hiperplazija bilijarnog epitela i periduktalna fibroza.

Prednost indirektnih imunolo$kih metoda je njihova primenjivost u
svim fazama bolesti: u akutnoj i u hroni¢noj fazi pri oskudnom ili izostalom
izlu€ivanju jaja (Mas-Coma i sar., 1999).

Detekcija specifi¢nih antitela (IgM, 1gG, 1gG4), koja se pojavljuju 2-4
nedelje od infekcije, a 5-7 nedelja pre pojave jaja u stolici, korisna je u ranom sta-
dijumu bolesti (Hillyer, 1999) i za procenu uspesnosti terapije, jer se nivo antitela
vrac¢a na normalu 6-12 meseci nakon leCenja. Takode, seroloSke metode omo-
gucavaju razlikovanje pseudofascioloze od fascioloze i dijagnostiku ektopi¢ne
fascioloze. Nedostatak ovih metoda je nemoguénost razlikovanja akutne i raz-
vijene forme bolesti u endemskim podrucjima. U upotrebi su brojni testovi: ELISA,
test indirektne hemaglutinacije, test indirektne imunofluorescencije (Fovzy i sar.,
1992), a izvori antigena su razliCiti razvojni stadijumi parazita (Espino i sar., 1998;
Carnevale i sar., 2001; Marcos i sar., 2008). ELISA se smatra pogodnim skrining
testom, a imunoblot potvrdnim (Hillyer 1999; Marcos i sar., 2008).

U upotrebi su brojne tehnike vizuelizacije patoloskih promena izazva-
nih prisustvom razli¢itih razvojnih stadijuma metilja: UZ, CT, magnetna rezonanca
(MRI), endoskopska retrogradna holangio-pankreatografija (ERCP), perkutana
transhepati¢na holangiografija (Fovzy i sar., 1992; Esteban i sar., 1998; Vanheste i
sar., 2008). Ultrazvuéni nalaz nije specifican u akutnoj fazi (uveéani periportalni
limfni Gvorovi, hipoehogene multipne lezije jetre i supkapsularni noduli nedefinisa-
nog oboda), ali u hroni¢noj fazi bolesti moze se otkriti prisustvo metilja u Zu€noj
kesi (Fovzy i sar., 1992; Taheri i sar., 2007). Na CT-u u akutnoj fazi moze se uociti
blaga hepatomegalija, hematomi u supkapsularnom delu jetre, ali su najtipi¢nije
hipodenzne promene trakastog izgleda u supkapsularnom prostoru jetre (Marcos
i sar., 2008). Sli¢ne promene uocavaju se i na MR, ali je ovde jasnija hemoragi¢na
priroda lezija (Taheri i sar., 2007). Upotreba ERCP znacajna je u bilijarnoj fazi kada
moze ukazati na prisustvo parazita u Zuénim kanalima i pomoci u razreSenju op-
struktivne zutice (Dias i sar., 1996).

Dostupni dijagnosticki testovi (koproloski, indirektni imunoloski) ne
razlikuju vrste unutar roda Fasciola. ldentifikacija vrsta moguca je samo na os-
novu morfologije odraslih metilja ili molekularnim tehnikama (Periago, 2008).

Diferencijalno dijagnostic¢ki kod akutne fascioloze treba razmatrati
hepatitise razliCite etiologije, kod opstruktivne prisustvo Zu¢nih kamenaca i karci-
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noma Zucnih kanala (Saba i sar., 2004), a kod ektopiCne fascioloze tumore
razliCite lokalizacije.

Kako pojedina¢ne dijagnostiCke procedure nisu dovoljne za postav-
ljanje dijagnoze, Marcos i sar. (2008) navode da eozinofilija, bol ispod desnog re-
barnog luka, poviSene transaminaze bez Zutice, trakaste hipodenzne promene u
subkapsularnom prostoru jetre i izloZzenost infekciji sugeriSu na postojanje akutne
fascioloze (Marcos i sar., 2008).

U leCenju HF primenjuju se brojni antiparazitici, sa razli¢itim tera-
pijskim uspehom. Lek izbora je triklabendazol, koji se upotrebljava jednokratno u
dozi od 10 mg/kg i koji je efikasan i protiv nezrelih i zrelih metilja (Marcos i sar.,
2008). Albendazol, koji je u Sirokoj upotrebi u leCenju fascioloze zZivotinja, kod ljudi
nije efikasan (WHO, 2006).

Zakljuéak / Conclusion

Dijagnostika fascioloze ljudi moZe biti problemati¢na i zakasnela,
narocito u neendemskim podrucjima, gde se o ovoj bolesti retko razmislja. Enzo-
otsko javljanje fascioloze prezivara u Srbiji, kao i porast slu¢ajeva HF u svetu,
obavezuje na budnost i potrebu da se ona uklju¢i u diferencijalnu dijagostiku
klinicki suspektnih stanja kao Sto su febrilna stanja i parazitske i/ili druge bolesti
pra¢ene eozinofilijom, narocito ako postoji epidemioloski podatak o boravku u
endemskim podrucjima. Opisani slu€aj fascioloze i dijagnosti¢ke teSkoce sa ko-
jima smo se susreli, ukazuje na potrebu uvodenja imunodijagnostike.
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ENGLISH
EPIDEMIOLOGY AND DIAGNOSTICS OF HUMAN FASCIOLOSIS

Zorica Dakié¢, N. Indjié, B. MiloSevi¢, Jasmina Poluga, Z. Kulisi¢, M. Koraé¢,
N. Stajkovi¢, Irena Ofori-Beli¢, M. Pavlovi¢

Fasciolosis is a zoonotic infection caused by the trematoda Fasciola hepatica
and Fasciola gigantica. Human fasciolosis is endemic in some parts of South America, Af-
rica, Eastern Asia and Europe. High prevalence of human fasciolosis does not necessarily
occur in areas where fasciolosis is a major veterinary problem. Infection with Fasciola he-
patica has not been reported in humans in Serbia and former Yugoslavia, although a large
variety of animals, such as sheep and cattle show infection rates that may reach significant
proportions in some areas. Humans can become accidental hosts of this parasite by in-
gesting contaminated drinking water or plants in an endemic area. Infection with Fasciola
hepatica has a variable clinical presentation depending on the stage of the disease. Typical
symptoms that may be associated with fascioliasis can be divided by the phases of the dis-
ease including the acute or liver phase, the chronic or biliary phase, the obstructive phase,
and ectopic or pharyngeal fascioliasis.

The diagnosis of human fasciolosis may be problematical and delayed, espe-
cially in non-endemic areas, because physicians rarely encounter this disease and a long
list of other diseases must be included in the differential diagnosis. The diagnosis of fascio-
losis is complex and requires the application of direct an indirect methods of diagnostics:
clinical diagnosis, haematological and biochemical findings, parasitological diagnosis,
immuno-diagnosis, imaging procedures, liver biopsy. At the Clinic for Infectious and Tropi-
cal Diseases in 2005, we recorded the first case of human fasciolosis in a woman from Bel-
grade, a citizen of Serbia, who developed clinical symptoms of acute fasciolosis after sev-
eral months of living in Bosnia-Herzegovina. This article reviews the epidemiology and di-
agnostics of human fasciolosis.

Key words: human fasciolosis, epidemiology, diagnostics
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PYCCKUN

3MMAEMMONOrus U AMArHOCTUKA ®ACLMONESA JIIOAEN

3opuua Aakuy, H. UHKuy, B. Munoweswuy, ficmuHa Monyra, 3. Kynuwuy,
M. Kopau, H. CtaikoBu4, UpeHa Ocdopu-benuy, M. NaBnosuy

®dacumonés - 300HoTU4ecKas MHeKUns, BblsBaHHasA ¢ Fasciola hepatica n
Fasciola gigantica. ®acunonés nogen saHAaemnyeckas 60Mne3Hb B OTAENbHbIX YacTsxX
IO>xHon Amepunkm, Adppuku, BocTouHOM A3nm 1 EBponbl. Beicokasi npeBaneHTHOCTb dhac-
umonésa nofen He Bcerga cBA3aHHas C BbICOKOW NPeBanieHTHOCTbIO aHMMarbHOro dac-
ynonésa. Xots hacumonés gomallHUX XXMBOTHbIX, MPexXae BCcero oBeL, U KPynHoro pora-
TOro CKOTa 3HaYUTENbHO NPUCYTCTBYIOLWMIA B OTAENbHbIX Kpasx Cepbun n 6biLuen lOro-
cnasun, aTa 60ne3Hb 40 HeAaBHeEro BpemMeHu He 6bina 3anucaHa y nogen B Cepbun.
YenoBeK CTaHOBUTCA CITyYalHbIM XO351MM BHECEHMEM MHMEKLMOHHBbIX hOopM napasuta
KOHTaMMHUPOBAHHOW BOAOW UMK pacTeHnsMU. KnnHuyeckas npeseHTauus 3Ton 6051e3Hu
pasHoobpasHas v 3aBUCUT OT CTaANM MHDEKLMN: OCTpas Unn renaTuyHas, XpoHM4yecKas
unu 6unbApAHasn, 3akynopusaloLas, pexe sKToMudeckas unu dapuHreansHas. duar-
HocTuka hacumonésa nogent MoXeT OblTb OCMIOXHEHHAA U ANuUTeNbHas, 0CO6EHHO B
Kpasix, rae 60ne3Hb pefKo ABNAETCS U rae He eé peAKo MOMbILSETCS, CIIOBHO 1 U3-3a
YMCNEHHbIX 60Ne3He NOAOOHble KIMHUMYECKME Mpe3eHTauuu, KOTopble Hago Wuc-
Knountb. [narHoctuka dhacumonésa niogent KOMMeKcHast 1 nogpasymeBaeT npuMe-
HeHVe MPSAMbIX U KOCBEHHbIX AMarHOCTUYecKux npoueayp. [narHos ocHoBbiBaeTCcsA Ha
KINIVMHNYECKOW Npe3eHTauun, reMaTonorniyeckux n bMoXnMm4ecknx pesynbTarax, napasu-
TOMOrMYECKNX MeTOAax, UMMYHOMNOMMHYECKOW AMarHoCTMKe, TEXHNKaxX BU3yanuaauum na-
TOMOMMYECKNX W3MEHeHWn 1 buoncum nedvenn. Ha KnvHuke no WMHMEKUMOHHbIM 1©
Tponunyecknm 60e3HaM 2005 roga 3anucaH nepsbiv cnydan gacumonésa nwogen B Cep-
6uun. NaumeHTka n3 benrpaga passuna KIMHUYECKYIO KapTUHY OCTPOro dpacuuonésa no-
Cne HeCKOombKO MecsueB npebbiBaHnA B ['epuerosmHe. 3ta 0630pHas paboTta npefcras-
nseT cobon B3rNsaA Hasag Ha annaeMUoNorMyecknin U AMarHoCTUHECKUA acnekT dacum-
onésa nogen.

KrntoueBble crnosa: chacymonés nogen, aNnnaeMmosiorus, AuarHocTnka
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TRANSFUZIJA KRVI KOD KONJA®
BLOOD TRANSFUSION IN HORSES

D. Trailovié, S. Laus, S. Dokovi¢™

Deo terapije tecno$cu je i transfuzija krvi, koja predstavija najefi-
kasniji nacin leCenja hipovolemije izazvane gubitkom krvi, premda se
puna krv moZe Koristiti kao terapijsko sredstvo i u drugim slu¢ajevima —
kod deficita faktora koagulacije krvi, iscrpljivanja antiproteaznog si-
stema, hipoproteinemije, hipoalbuminemije itd. Primena sveZe krviima
prednost u odnosu na konzervisanu, §to ne umanjuje znaCaj formiranja
banke krvi, narocito u sluCajevima kada su krvne grupe donora pre-
cizno utvrdene.

Kljucne reci: transfuzija krvi, krvne grupe, konji, komplikacije
Uvod / Introduction

U kritiCnim situacijma pra¢enim hipovolemijom izazvanom gubitkom
krvi ili krvnih proteina, Zivot konja zavisi od pravovremene nadoknade vaskular-
nog volumena i transfuzije krvi. Transfuzija je indikovana u svim slu¢ajevima kada
je hematokritska vrednost niza od 0,18 i hemoglobin maniji od 60 g/l, pri c¢emu je
neophodna kada je hematokritska vrednost manja od 0,12. Kod blagih anemija sa
hematokritskom vrednosc¢u vecom od 0,24 transfuzija nije indikovana; Sta vise, is-
hod moze biti losiji. Eritrociti drugog konja dati transfuzijom imaju veoma kratak
vek, u proseku oko 4 dana, Sto nema nikakav znacaj u stanjima u kojima ne pos-
toji neposredna opasnost po zivot. Pove¢ano raspadanje eritrocita predstavlja do-
datno opterecenje za monocitno makrofagni sistem, pri ¢emu supresija eritropo-
etina privremeno korigovanim hematokritom odlaze prirodni mehanizam sani-
ranja anemije (Morris, 1998; Kristensen, 1995).

Najznacajnije indikacije za transfuziju krvi kod konja su: neonatalna
izoeritroliza novorodene zdrebadi, traume sa gubitkom velikih koli¢ina krvi, hemo-
liticke anemije i unutrasnja krvarenja. U stanjima hipovolemije sa hemokoncentra-

* Rad primljen za $tampu 14. 04. 2010. godine

** Dr sci. med. vet. Dragi$a Trailovi¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine Univer-
ziteta u Beogradu; mr sci. med. vet. SaSa Laus, diplomirani veterinar, Veterinarska stanica
"Praxis veterinaria", Vr$ac, R Srbija; Stefan Dokovi¢, dr vet. med., saradnik u nastavi, Fakultet
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, R Srbija
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cijom, transfuzija se ne preporu€uje zbog povecéanja viskoznosti krvi i otezane
cirkulacije.

Svojevremeno je transfuzija krvi preporu€ivana u septickom Soku
kako bi se na taj nacin uvecao kapacitet za transport kiseonika i pospesilo dopre-
manje kiseonika tkivima. Pokazalo se, medutim, da je sposobnost preuzimanja
kiseonika od strane ¢elija u uslovima povecane viskoznosti krvi znatno manja, te
da se povecanim dopremanjem kiseonika ne postize zeljeni efekat (Slovis, 2001).

Pre transfuzije bi trebalo proveriti kompatibilnost krvi davaoca i pri-
maoca, premda to nije jednostavno. Kao $to je poznato, eitrociti konja se odlikuju
veoma velikom antigenom raznovrsno$¢u — preko 400.000 aloantigenskih vari-
janti u populaciji konja formira 8 sistema krvnih grupa od kojih su najznacajniji Aa i
Qa. U normalnim situacijama se sa malom verovatnoéom moze oc¢ekivati prisu-
stvo antitela protiv eritrocitnih antigena, osim u slu¢ajevima prethodne senzibiliza-
cije izazvane transfuzijom ili drugim krvnim produktima, zbog ¢ega je prva trans-
fuzija obi¢no bezopasna. Kako se zbog izuzetno izrazene imunogenosti Aa i Qa
antigena za nekoliko dana moze stvoriti znacajan titar antitela, ponovljena trans-
fuzija je rizi€na, zbog €ega je izbor adekvatnog donora itekako vazan.

Idealno bi bilo da donor bude Aa i Qa negativan, tj. da nema ni anti-
gene ni antitela, $to se moze proveriti ukoliko u blizini postoji laboratorija koja je u
stanju da uradi ovakvu proveru ili ukoliko postoje registrovani donori proverenog
statusa. Ako takva moguénost ne postoiji, idealan donor bi bio konj mladi od 3 go-
dine za koga se pouzdano zna da nije ni jednom do tada primio transfuziju krvi ili
neki drugi proizvod krvi koji je mogao da izazove senzibilizaciju. Kobile koje su se
viSe puta zdrebile nisu pouzdani donori, kao ni koniji koji su ranije bili podvrgavani
hirur§kim ili drugim slozenijim zahvatima. Ako je primalac ranije ipak primao trans-
fuziju, problem je ve¢ slozeniji i zahteva proveru kompatibilnosti (Kristensen,
1995; Morris, 1998; Slovis, 2001; Trailovi¢, 2009).

Provera kompatibilnosti krvnih grupa / Verification of compatibility of blood groups

Unakrsna proba predstavlja relativno jednostavan postupak za pro-
veru kompatibilnosti krvnih grupa. U tu svrhu se mogu izvesti dva testa: glavni i
sporedni. Glavnim testom proverava se kompatibilnost ¢elija davaoca sa seru-
mom primaoca, odosno, utvrduje se da li primalac poseduje antitela na ¢éelije da-
vaoca. Sporednim testom se proverava kompatibilnost seruma davaoca i ¢elija
primaoca, odnosno utvrduje se da li davalac ima antitela na ¢elije primaoca. Oba
testa se moraju izvesti sa svezom krvlju. Sama procedura se razlikuje od laborato-
rije do laboratorije, ali je tehnika ista: po 5 ml krvi se uzme i od davaoca i od pri-
maoca i ostavi da se zgru$a. Od svakog ugruska se napravi 5% suspenzija eritroc-
ita u fizioloSkom rastvoru (0,5 ml ¢elija i 9,5 ml fizioloskog rastvora) u odvojenim
epruvetama, sa kojima se kasnije izvode sledece 4 probe: glavna proba se izvodi
tako Sto se 0,1 ml suspenzije eritrocita davaoca pomesa sa 0,1 ml seruma pri-
maoca; sporedna proba se izvodi tako $to se 0,1 ml suspenzije eritrocita pri-
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maoca pomes$a sa 0,1 ml seruma davaoca; prva kontrola se izvodi tako Sto se
0,1 ml suspenzije eritrocita davaoca pomesa sa 0,1 ml seruma davaoca, dok se
druga kontrola izvodi tako $to se 0,1 ml suspenzije eritrocita primaoca pomesa sa
0,1 ml seruma primaoca. Svaki test se radi po dva ili tri puta, s tim $to se epruvete
prethodno inkubiraju oko sat vremena na 37°C. Pri tome, preporucljivo je da se je-
dan set proba izvede sa krvlju inkubiranom na 4°C, kako bi se proverilo eventu-
alno postojanje hladne aglutinacije. Posle inkubacije epruvete se lagano centrifu-
giraju, a potom supernatanti kontroliSu na hemolizu. Nakon toga se proveravaju
¢elije radi utvrdivanja eventualnih znakova aglutinacije. Izrazena aglutinacija se
moze uoCiti kao ugrusak, pahuljica, dok se mala aglutinacija moze otkriti samo
ponovnim suspendovanjem ¢elija i pregledom na zagrejanoj plo€ici pod mikro-
skopom. Svaki stepen inkompatibilnosti u glavnom testu je kontraindikacija za
transfuziju. Sporedne unakrsne reakcije se pri tome teze procenjuju i u principu se
mogu tolerisati, pogotovu u urgentnim slu¢ajevima (Michell i sar, 1989; Trailovic,
1994).

Tabela 1. Test unakrsne aglutinacije
Table 1. Cross agglutination test

Davalac / Donor Primalac / Recipient
Eritrociti / Serum / Eritrociti / Serum /
Erythrocytes Serum Erythrocytes Serum

Glavni test / % _
Main test 0.1 - 0.1
Sporedni test / B 3
Secondary test 0.1 0.1
Kontrola davaoca / 0.1 0.1 _ _
[Examination of donor ’ ’
Kontrola primaoca / _ _ 0.1 0.1
[Examination of recipient ’

*Zapremina u ml / Volume in ml

Test unakrsne aglutinacije je relativno jednostavan i on delimi¢no
umanjuje rizik od inkompatibilnosti i posttransfuzionih komplikacija. Rizik i dalje
ostaje, pa se kao manje opasna opcija za zdrebad koja nisu posisala kolostrum
moze uzeti transfuzija sa ispranim eritrocitima majke. Ispiranjem se uklanja plaz-
ma koja sadrzi antieritrocitna antitela. Crvena krvna zrnca se ispiraju ponovljenim
odvajanjem celija od plazme i resuspendovanjem u izotoni¢ni rastvor NaCl. U ide-
alnim uslovima bi odvajanje ¢elija od plazme ili fizioloSkog rastvora trebalo da se
uradi centrifugiranjem ili aparatom za plazmaferezu, mada je prihvatljivo i odva-
janje plazme nakon spontane sedimentacije ukoliko se izvede bar tri puta (Michell
i sar, 1989; Slovis, 1998). U svakom slu€aju, primalac mora biti pazljivo posmatran
u cilju pravovremenog registrovanja eventualnih simptoma reakcije na transfuziju
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tokom davanja prvih 50 ml krvi. Znaci reakcije na transfuziju uklju€uju tahikardiju,
tahipneju, pireksiju, znojenje, podrhtavanje misi¢a i zauzimanije leze¢eg polozaja,
Cestu defekaciju, a nesto kasnije ikterus, proteinuriju i hemoglobinuriju. Nijedan
od ovih simptoma ne mora da bude uvek prisutan, s tim §to su pireksija i znojenje
najuodljiviji (Michell i sar, 1989; Trailovi¢, 2009). U jednoj studiji je, na primer, pos-
matranjem normalnih konja kojima su davane ponavljane inkompatibilne trans-
fuzije, zabeleZeno da su ikterus i proteinurija bili jedini klini¢ki simptomi koji su tra-
jali duze od 24 sata, pri Cemu je reakcija registrovana tek kod ucestalih inkompati-
bilnih transfuzija. U drugoj studiji je opisano uginu¢e jednog konja zbog anafi-
laktiCke reakcije tokom druge transfuzije (Slovis, 1998).

Transfuzija krvi nije riziéna samo zbog opasnosti od postransfuzionih
komplikacija ve¢ i zbog opasnosti od prenoSenja bolesti. Transfuzijom se, na
primer, moZe preneti infektivna anemija kopitara, zbog ¢ega joS jednom na-
glasavamo potrebu testiranja donora, kako na krvne grupe, tako i na infektivne
bolesti koje se mogu preneti putem transfuzije (Trailovi¢, 2009).

Uzimanje krvi za transfuziju / Taking blood for transfusion

Puna krv od davalaca prikuplja se u kese sa antikoagulansom (ACD,
PCD) u odnosu 9:1 (9 delova krvi na jedan deo antikoagulantnog sredstva). Kada
god je moguce, krv treba upotrebiti odmah, premda se eritrociti mogu odrzati u
frizideru od tri do Cetiri nedelje. Pre upotrebe, krv treba zagrejati do temperature
tela i blago promesati, bez snaZznijeg muckanja koje moze razoriti eritrocite. Dava-
lac, kao $to je veé receno, treba da bude zdrav. Idealan davalac kod konja trebalo
bi da bude Aa i Qa negativan. Ovo je posebno vazno ukoliko se krv uzima za for-
miranje banke krvi ili se Zivotinje drze specijalno kao davaoci.

Koli¢ina krvi potrebna za transfuziju moze se izraCunati slede¢om
jednacinom:

KK = TM x (OHt — PHt) x NV/DHt

gde je KK - potrebna koli¢ina krvi u mililitrima; TM — telesna masa u kilogramima;
OHt — ocekivana ili Zeljena hematokritska vrednost; PHt — postoje¢a hematokrit-
ska vrednost; DHt — hematokritska vrednost donora i NV — normalni volumen Krvi
primaoca (na primer, 80 ml/kg (0,08) za odraslog konja ili 150 ml/kg (0,15) za
zdrebe staro 2 dana (Michel i sar, 1989).

Primer: Kobila telesne mase 500 kg zbog velikog gubitka krvi za
vreme komplikovanog porodaja sa rupturom materice ima hematokritsku vred-
nost 0,10.

Potrebna koli¢ina krvi (KK) iznosi: 500 x (35-10) x 0,08/40 = 500 x 25 x
0,08/40 = 25.

Naravno, ne treba po svaku cenu i¢i na punu nadoknadu odjednom —
30-40% preracunatog deficita krvi je dovoljno da sacuva Zivot Zivotinje.
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Drugi, mozda jednostavniji nacin izra€unavanja koli¢ine krvi koju treba
aplikovati baziran je na kalkulaciji po kojoj aplikacija 2,2 ml pune krvi davaoca Cija
je hamatokritska vrednost 0,4, na kilogram telesne mase primaoca, povec¢ava he-
matokritsku vrednost primaoca za 1% (Slovis, 1989).

Zbog opasnosti od unakrsnih reakcija izazvanih transfuzijom krvi
dugo se traga za odgovarajué¢im zamenama krvi koje bi se mogle koristiti mnogo
bezbednije. Tako su za humanu upotrebu napravljeni preparati hemoglobina bez
strome, koji, nazalost, imaju preveliki afinitet prema kiseoniku, zna¢ajno poveca-
vaju onkotski pritisak, pri €emu ga bubrezi brzo eliminiSu. Istrazivanja su iz tog
razloga fokusirana ka modifikovanim polimerima hemoglobina. Jedan od njih je i
polimerizovani govedi hemoglobin koji je registrovan u Evropi i Americi za
upotrebu kod pasa. Uspesno kori§éenje ovog preparata opisano je i kod zdrebeta
sa neonatalnom izoeritrolizom. U literaturi nalazimo podatke i o drugim po-
kuSajima kori§¢enja zamena za krv, medutim, ni jedan dosadas$niji izvestaj nije u
dovoljnoj meri ubedljiv. Mozda trenutno dostupni preparati nisu optimalni za
upotrebu na konjima. U svakom slu¢aju, potrebe za transfuzijom krvi i dalje ostaju,
uz rizik koji se mora prihvatiti ukoliko je transfuzija poslednji izbor od koga zavisi
zivot. Ako to nije slucaj, nepotreban rizik se mora izbeci.

Tehnika aplikacije pune krvi / Technique for applying whole blood

Sveza ili konzervirana krv nakon zagrevanja do temperature tela moze
se aplikovati primenom odgovaraju¢eg transfuzionog seta sa filtrom i intraven-
skom kanilom. U slu¢aju kada je neophodna brza transfuzija, mogu se koristiti
posebni transfuzioni setovi koji obezbeduju brzi protok krvi. Ako to nije neo-
phodno, transfuziju uz pomo¢ obi¢nog seta zapocinjemo sporom infuzijom sa 0,1
ml/kg telesne mase tokom prvih 10 minuta, uz paZzljivo posmatranje vitalnih funk-
cija (puls, telesna temperatura, disanje). Ako se u ovom periodu ne uoc¢e znaci
poremecaja vitalnih funkcija, transfuzija se nastavlja brzinom od 20 do 30 mi/kg/h,
uz pazljivo posmatranje pacijenta i prekidanje infuzije ukoliko se uoce bilo kakvi
znaci uzbudenja ili poremecaja vitalnih funkcija (Trailovi¢, 2009).

Posttransfuzione komplikacije / Posttransfusion complications

Anafilakticka reakcija je svakako najozbiljnija komplikacija koja se
¢esce i u tezem obliku javlja kod ponovljenih transfuzija, obi¢no nedelju dana od
prve transfuzije. Senzibilizacija naime, moZe da se razvije za 5-6 dana, zbog ¢ega
u slucaju potrebe za ponovljenom transfuzijom treba biti oprezan. Antitela protiv
eritrocitnih antigena donora nakon senzibilizacije pri tome, mogu perzistirati vise
od godinu dana. Zbog potrebe za urgentnom intervencijom u slu¢aju anafilaksije,
kod svake transfuzije treba imati na raspolaganju adrenalin i brzodelujuéi kor-
tikosteroid za intravensku primenu (Trailovi¢, 2009).
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BLOOD TRANSFUSION IN HORSES
D. Trailovi¢, S. Laus, S. Dokovié¢

Fluid therapy includes blood transfusion which presents the most efficient
manner of treating hypovolaemia caused by blood loss, even though whole blood can be
used as a therapeutic means in other cases as well — in deficits of the blood coaggulation
factor, exhaustion of the antiprotease system, hypoproteinaemia, primarily hypoalbu-
minaemia, and others. The application of fresh blood has an advantage over preserved
blood, which does not lessen the importance of setting up a blood bank, in particular in
cases when the blood groups of the donors are precisely determined.

Key words: blood transfusion, blood groups, horses, complications

PYCCKUA

TPAHC®Y3US KPOBU V JIOLWWAJEWN
. Tpaunosuu, C. Jlayw, C. [hkokoBu4

YacTb Tepanum XUAKOCTbIO 3TO U Tpacdyausi KpoBu, KoTopasi npeacTas-
nsieT cobor cambln IPGEKTUBHBINA CNOCOO NEYEHUS TMMOBOSIEMUN, BbI3BAHHOW NOTEpPEN
KpPOBW, XOTS MOJSIHAA KPOBb MOXET MOJSIb30BaThCs Kak TepaneBTUYeckoe CpeacTBo U B
ApYyrux cnyyasx - y gecmymta hakTopoB Koarynsiyum KpoBu, NcHepnbiBaHNe aHTUMNpo-
Tea3HoW CMCTeMbI, TMNoNpPOoTENHEMU, NPeXXAe Bcero ronoanbbymvHemmun v 1.4. MNpume-
HEHWe CBeXel KpoBU MMEeT MPeumMyLecTBO BOTHOLUEHMN KOHCEPBMPOBAHHOW, YTO He
yMeHbLUaeT 3HadeHne 6aHKM KpoBM, 0COBEHHO B Cly4asix, Koraa KpoBsiHble rpynnbl J0-
HOpa TOYHO YTBEPXKAEHbI.

KntoueBble croBa: TpaHcy3unsi KPOBU, KPOBSIHbIE FPYNMbl, MOLAAN, OCIIOXEHUS
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HOMEOPATSKI PROIZVODI I HOMEOPATSKO LECENJE U
VETERINARSKOJ MEDICINI U REPUBLICI SLOVENIJI®
HOMEOPATHIC PRODUCTS AND HOMEOPATHIC TREATMENT IN

VETERINARY MEDICINE IN REPUBLIC OF SLOVENIA

Silvestra Kobal™*

Kod razli¢itih metoda leCenja ljudi i Zivotinja lekari i veterinari
upotrebljavaju i razli¢ite grupe lekova. U mnogim drZavama sveta lekari
i veterinari se mogu slobodno opredeliti za upotrebu alopatskih ili ho-
meopatskih lekova. Na taj nacin se lekari i veterinari mogu slobodno
odluciti po svom misljenju za najprimereniju metodu le¢enja u konkret-
nom slucaju ili kod pojedinog bolesnika.

Kljucne reci: veterinarska medicina, farmakologija, homeopatija,
homeopatski proizvodi

Uvod / Introduction

Alopatija je metoda leCenja bolesti lekovima koji poznatim mehaniz-
mom delovanja izazovu u organizmu zivotinje ili Coveka odredeni lekoviti ucinak.
Ucinci se ispoljavaju simptomima koji su suprotni simptomima same bolesti kod
koje se lek upotrebljava (Rang i sar., 2002; Srci¢, 1997).

Za razliku od alopatije homeopatija je metoda lecenja bolesti kod ljudi
i zivotinja kod koje se bolest leCi malim dozama supstanci koje bi u ve¢im dozama
kod zdravih ljudii Zivotinja izazvale bolest. Kod homeopatije se radi o komplemen-
tarnom nacinu le€enja po principu similia similibus curantur — jednako se leci jed-
nakim ili sliéno se slicnim leci. Homeopatiju kao metodu leCenja utemeljio je 1810.
godine lekar Samuel Hahnemann (Rang i sar., 2002; Srci¢, 1997).

Samuel Hahnemann nije bio zadovoljan sa tezom Cullena da je
ucinak kininovca u leCenju malarije posledica gorkog ukusa kininovca. Zbog toga
je Hahnemann izvrSio eksperiment na sebi — oralno je uneo nekoliko doza kini-
novca i opisao reakciju zdravog organizma. Utvrdio je da kininovac kod zdravog

*
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organizma izaziva porast telesne temperature, $to je sli¢no klini¢kim simptomima,
odnosno povremenoj pojavi temperaturne groznice kod malarije. Ovaj eksperi-
ment je oznacen kao pocetak novog nacina le€enja pacijenata — homeopatskog
le€enja (Rang i sar., 2002).

Homeopatija je svakako dobrodosla i moze biti efikasan naéin le€enja,
ali samo u slucajevima kada se sprovodi od strane struénjaka, koji imaju dobro
znanje iz oblasti humane, odnosno veterinarske medicine i farmacije, te dodatno
poznaju podrucje homeopatije (Sréi¢, 1997).

Jo$ zavreme Hahnemannovoga zivota homeopatija se proSirila Sirom
sveta. U Severnoj Americi su ustanovljeni brojni homeopatski univerzitetski centri,
koji su se bavili istraZivanjima i obrazovanjem iz podruc¢ja homeopatskog lecenja.
Na osnovu mnogobrojnih podataka iz Severne Amerike, a i Evrope, Kent je pripre-
mio svoj Repertorijum homeopatske Materije medike (Rang i sar., 2002).

Ono sto kod homeopatskog leka deluje i ima ucinak nije supstanca u
do sada poznatom hemijskom smislu. Kod homeopatskih lekova se ne moze go-
voriti o farmakokinetici, farmakodinamici, kao kod klasi¢nih lekova. U krvi pacije-
nata koji su dobili homeopatski lek nije moguce izmeriti njegove koncentracije, ne
mozemo pratiti njegovu biotransformaciju, niti njegovo izlu€ivanje iz organizma, a
nije poznat ni njihov mehanizam delovanja. Poznati su jedino njihovi ucinci ili fe-
nomeni koji se pojavljuju na zdravom ili bolesnom organizmu. To je i razlog zbog
kojeg se homeopatski lekovi ne mogu izspitivati po principima koji vaze za kla-
siCne, alopatske lekove. Zato se kod homeopatskih lekova koriste posebni siste-
mi ispitivanja koji su prilicno precizno opisani. Kod homeopatskih lekova nema
materijalnog supstrata kojeg svakako zahteva egzaktna nauka, kako bi bila u
moguénosti da obavi potrebna ispitivanja i analize (Krbav¢i&, 1995). Cinjenica da
je homeopatiju teSko uklopiti u konvencionalnu statistiCku analizu, jo§ nemora da
znadi da se radi o greSkama u homeopatiji. lzvodaci homeopatije tvrde da to
samo ukazuje na nedostatak nau¢nih metoda, kao i na to da su ograni¢ene u od-
nosu na konvencionalnu nauku, kao i dominantnom nacinu razmisljanja. Oni
smatraju da bi zahtev da se homeopatija u potpunosti podredi klasi¢nim sta-
tistickim metodama koje upotrebljava konvencionalna nauka bilo jednako zahte-
vu da ptice lete bez krila (Rang i sar., 2002).

U homeopatskom nacinu le¢enja ne mogu se svi pacijenti kod kojih
je postavljena ista dijagnoza leciti istim homeopatskim lekovima. To po misljenju
homeopata ne znaci da je sa homeopatskim nacinom leCenja bilo Sta naopako
vec to znadi da u nastajanju bolesti koje su oznacene istom dijagnozom, mnogo
puta u€estvuju i drugi faktori koji bitno uti€u na uspeh samog le¢enja. Kod homeo-
patije je uspeh u samom izleCenju Coveka ili Zivotinje a ne u statistickim brojkama.

Homeopatija ima svoje metode, kriterijume i procedure, koji se u
mnogo ¢emu razlikuju od konvencionalnih metoda, kriterijuma i procedura. Ona
je individualna metoda le¢enja, $to znaci da se svaki pacijent specifi¢no leci, kao i
da svaki pacijent specifi¢no reaguje na izabrani homeopatski lek (Krbavéic, 1995).
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Homeopatija je holisticka metoda le¢enja, a to znaci da homeopatija u
procesu le€enja gleda na pacijenta, Coveka ili Zivotinju, u celini. Zato je jako vazno
da se homeopat upozna sa pacijentom, sa svim njegovim fiziCkim i psihi¢kim
osobinama. Homeopatija vidi bolest kao intenzivan trud organizma da ponovo
uspostavi normalno stanje uz pomo¢ homeopatskih metoda. Uloga homeopat-
skih lekova je samo u stimulaciji prirodnih mehanizama.

Homeopatski lekovi se pripremaju postupkom diluiranja (razblazi-
vanja) osnovnih homeopatskih sirovina, nakon ¢ega sledi dinamizacija (potenci-
ranje) rastvora. Svako sledece diluiranje je ustvari potenciranje u¢inka homeopat-
skog leka, iako je koli¢ina osnovne homeopatske sirovine manja i uz pomo¢
poznatih i validiranih klasi¢nih analitickin metoda nemoguce ju je identifikovati.

Cinjenica da se osnovne homeopatske sirovine u konaénom homeo-
patskom leku ne mogu niti kvalitativno definisati upotrebom poznatih i validiranih
klasi¢nih analitickih metoda jeste glavni uzrok nesuglasica izmedu konvencion-
alne medicine i homeopatije (Srci¢, 1997). Tako konvencionalna medicina, kao i
homeopatija imaju nekad dobre, a nekad loSe osobine, jer mnogi doktori humane
i veterinarske medicine smatraju da se oba sistema mogu uspesno kombinovati.
Svakako bi u sistemu le€enja morala biti konvencionalna medicina na prvom
mestu.

Pravna regulativa na podrucju homeopatskih proizvoda u Republici Sloveniji
Legal regulations in area of homeopathic products in Republic of Slovenia

U lecenju bolesti kod ljudi i Zivotinja, doktori humane i veterinarske
medicine u Sloveniji mogu upotrebljavati samo one metode koje su u skladu sa
doktrinom leCenja, koje su potvrdene i dozvoljene zakonskom regulativom sa tog
podrucja u Republici Sloveniji.

Zakon o veterinarstvu (Zakon o veterinarstvu, Ul. R Slovenije §t.
33/2001) ne tumaci (daje) ulogu i poloZaj homeopatskog lecenja.

U Zakonu o lekovima (Zakon o zdravilih, Ul. R Slovenije st. 31/2006)
data je definicija leka u kojoj se navodi da je lek svaka supstanca ili kombinacija
supstanci koja je pripremljena i namenjena preventivi ili terapiji odredene bolesti
kod ljudi ili Zivotinja. Za lek se smatra i svaka supstanca ili kombinacija supstanci
koja se moZze upotrebiti kod ¢oveka ili Zivotinje sa ciliem da bi se postavila dijag-
noza ili ponovo uspostavile, poboljSale ili promenile fizioloSke funkcije organizma.

Zakon o lekovima navodi i homeopatske proizvode. Homeopatski
proizvodi pripremljeni su iz homeopatskih sirovina, a proizvode se u skladu sa ho-
meopatskim postupcima navedenim u Evropskoj farmakopeji ili u drugim
vazec¢im farmakopejama pojedinih Clanica Evropske zajednice, u slu€ajevima
kada Evropska farmakopeja ne propise drugacije (Zakon o zdravilih, Ul. R Slo-
venije §t. 31/2006).

Slovenija je ¢lanica Medunarodne farmaceutske federacije (FIP). To je
i razlog da slovenacki farmaceuti, lekari i veterinari sve ¢eS¢e kontaktiraju sa svo-
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jim kolegama iz evropskih drzava i da se sve vie interesuju za razliCite alterna-
tivne metode le€enja, koje su u mnogim drzavama Evropske zajednice, a i u mno-
gim drugim drzavama u svetu, ve¢ javno priznate i dozvoljene. U svoju doktrinu
leC¢enja mnogi slovenacki lekari, pa i veterinari zeleli bi da uvedu i razli¢ite alterna-
tivne metode leCenja. U poslednje vreme u tome prednjaci bas zanimanje za ho-
meopatiju. U nekim delovima Evrope homeopatija ima ve¢ dvestogodisnju tradi-
ciju, pri ¢emu je ili samo nau¢no potvrden ili nau¢no potvrden i pravno dozvoljen
nacin leCenja.

Homeopatsko leCenje i proizvodnja homeopatskih proizvoda su u ev-
ropskim drzavama pravno precizirani. Jako opSirna stru¢na literatura na engle-
skom, francuskom i nemackom jeziku predstavlja osnovu za usavrSavanje
struCnjaka i kvaliteta proizvoda sa tog podruc¢ja. Republika Slovenija je januara
1997. preuzela Evropsku farmakopeju (zbirku propisa za rad na podrucju farma-
cije) kao vazeéi dokument iz te oblasti. Evropska farmakopeja ima i opSte po-
glavje o homeopatskim proizvodima (European Pharmacopoeia Fourth Edition-
Ph. Eur.4 " ed., 2002).

Na osnovu Zakona o lekovima Ministarstvo za zdravlje Republike
Slovenije pripremilo je i u Sluzbenim novinama Republike Slovenije objavilo Prav-
ilnik o homeopatskim proizvodima (Pravilnik o homeopatskih izdelkih, Ul. R
Slovenije §t. 96/2001) u kojem su precizno opisani homeopatski proizvodi, uslovi
za njihovu proizvodnju, njihovo ozna€avanje, njihovo reklamiranje i stavljanje u
promet.

U poglavlju lll. Pravilnika o homeopatskim proizvodima (Pravilnik o
homeopatskih izdelkih, Ul. R Slovenije §t. 96/2001) — Oznacavanje i uputstvo za
upotrebu, piSe da svaki homeopatski proizvod koji se stavlja u promet mora imati
oznaku "homeopatski proizvod" kao i sledece podatke na samoj ambalazi proiz-
voda koji moraju biti na slovenackom jeziku:

— zvani¢no ime homeopatske sirovine i stepen razredenja, odnosno
razblazenja oznacen prema farmakopeji, na bazi koje je proizvod pripremljen;

— ime i adresa nosioca dozvole za promet i ako je potrebno, iste po-
datke i za prozivodaca;

— farmaceutski oblik proizvoda;

— oznaku: "Homeopatski proizvod, koji nema dokazanih lekovitih uci-
naka";

- nacin upotrebe (aplikacije);

- sadrzaj (masa, volumen, broj jedinica);

— uputstvo za Cuvanje, ako je to potrebno;

— konaéni datum ili rok upotrebe proizvoda (mesec i godina);

— upozorenje: "Posavetujte se sa lekarom ili farmaceutom, ako se
znaci bolesti ne poprave!";

— upozorenje: "Proizvod Cuvati van domasSaja dece!";

— posebna druga upozorenja, ako je potrebno;

- nacin izdavanja proizvoda,;

146



Vet. glasnik 64 (1-2) 143 - 149 (2010) Kobal Silvestra: Homeopatski proizvodi i
homeopatsko le¢enje u veterinarskoj medicini u Republici Sloveniji

— serijski broj proizvoda.

Upotrebu homeopatskih proizvoda za zdravstvenu zastitu Zivotinja, a
posebno za zdravstvenu zastitu Zivotinja koje se na bilo koji nacin ukljuéuju u la-
nac ishrane ¢oveka, mora prvo jasno precizirati Zakon o veterinarstvu..

U Sloveniji je registrovano Slovena¢ko homeopatsko drustvo. Slo-
venacko homeopatsko drustvo je ¢lan "European Committee for Medical Ho-
moeopathy" (ECMH). European Comittee for Medical Homoeopathy udruzuje ev-
ropske homeopatske lekare i farmaceute. Seminari, na kojima predaju poznati re-
nomirani austrijski i nemacki lekari homeopati i farmaceuti, izvode se po pravilima
koja vaZze u Evropskoj zajednici. Na navedenim seminarima je sve viSe i veteri-
nara. Homeopatski proizvod jo$ uvek nije moguce nabaviti u apotekama na po-
drucju Slovenije, mada mnoge apoteke daju informacije o homeopatskim leko-
vima. Prema podacima Javne agencije Republike Slovenije za lekove i medicin-
ska sredstva, do danas je agenciji dostavljen samo jedan zahtev za dobijanje doz-
vole za stavljanje homeopatskog proizvoda u promet, pri Gemu ta molba nije bila
kompletno dokumentovana.

Zakljuéak / Conclusion

Primena homeopatskog nacina le¢enja, a time i upotreba homeopat-
skih proizvoda se u humanoj i veterinarskoj medicini u Republici Sloveniji ¢esto
kombinuje sa le¢enjem uz upotrebu lekovitog bilja (biljna apoteka) ili sa drugim al-
ternativnim metodama lecenja.

Na osnovu znacaja koji ima upotreba lekova, pre svega u zdravstvenoj
zastiti Zivotinja, a usled toga i na bezbednost namirnica Zivotinjskog porekla,
dopusta se upotreba homeopatskih proizvoda za preveniranije i leCenje zZivotinja
Ciji se proizvodi koriste za ishranu ljudi, ali samo pod uslovom da ovi preparati
sadrze dokumentaciju ili podatke o ispitivanju rezidua kod tretiranih Zivotinja, kao i
podatke o eventualnom uticaju homeopatskog proizvoda na prisustvo i koli¢inu
vaznih fizioloSkih supstanci (neki hormoni, agonisti i sl.) u organizmu zivotinje.
Prisustvo rezidua ili odredenih fizioloskih supstanci moglo bi znacajno uticati na
procenu zdravstvene sigurnosti prehrambenih proizvoda Zivotinjskog porekla.

Veterinarska doktrina preventive i terapije domacih Zivotinja u Repub-
lici Sloveniji danas se bazira na nau¢nim saznanjima iz oblasti biohemije, fiziolo-
gije, patofiziologije, farmakologije, toksikologije i farmacije (Zakon o veterinar-
stvu, Ul. R Slovenije &t. 33/2001).

Postovanjem odluke odredenih drzavnih organa u Republici Sloveniji
da ¢e Republika Slovenija harmonizovati svoje zakone sa pravnim redom Evrop-
ske zajednice znaci da ¢e Republika Slovenija morati harmonizovati i zakonske
norme vezane za homeopatske proizvode, kao i homeopatske metode leCenja,
kako kod ljudi, tako i zivotinja. Odredene direktive Evropske zajednice jasno na-
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vode upotrebu i zna¢aj odredenih homeopatskih proizvoda za zdravstvenu zastitu
domacih zivotinja koje se ukljuCuju u lanac ishrane ¢oveka.

Veterinarska struka zato mora ozbiljno uz punu odgovornost pristupiti
reSavanju pravne problematike na podruc¢ju homeopatskih metoda le¢enja i ho-
meopatskih proizvoda kao i kontrole kvaliteta i kvantiteta homeopatskih proiz-
voda. Kontrola kvaliteta i kvantiteta homeopatskih proizvoda morala bi biti jasno
odredena i opisana u dokumentaciji koja se predaje u cilju dobijanja dozvole za
stavljanje jednog ovakvog proizvoda u promet na podrucju Republike Slovenije.
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HOMEOPATHIC PRODUCTS AND HOMEOPATHIC TREATMENT IN VETERINARY
MEDICINE IN REPUBLIC OF SLOVENIA

Silvestra Kobal
Doctors and veterinarians in many countries of the world have an opportunity
to select between allopathic or homeopathic drugs. The selection of an appropriate

method for medical treatment should be performed from the individual point of view.

Key words: veterinary medicine, pharmacology, homeopathy, homeopathic products

PYCCKUA

FOMEOMNATUYECKME NMPOAYKTbl U TOMEOMNATUYECKOE JIEYHEHUE B
BETEPUHAPHOU MEOULUUHE B PECNYBJIMKE CNOBEHUA

CunsecTtpa Koban
Y pasnuyHbiX METOAOB NIEYEHUsT NIOAEN U XKUOTHBIX Bpayu U BETEpUHApbI

ynoTpebnstoT U pasnuyHble rpynmnbl NeKapcTs. B MHOMMX cTpaHax Mupa Bpayuu n BeTepu-
Hapbl MOryT CBOGOJHO ONpefenuTcs Afs ynoTpebHIeHns annonaTuiyeckux Unm roMmeo-
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naTuyeckux nekapcTs. Taknm 06pa3om Bpadm U BeTepUHapbl MOryT CBOOOAHO PELLNTb Mo
CBOEMY MMEHUIO 4151 CAMOro MPUMEPHOro MeToa SieHeHUsl B KOHKPETHOM criyqae unm y
OTAENBbHOro 60J1bHOrO.

KntoyeBble crioBa: BeTeprHapHas MeavumHa, hapMaKkoiorusi, romeonaTus,
romeonaTtu4eckue NpoayKThbl
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Roden 27. 10. 1982. u Pozarevcu
Diplomirao 22. 12. 2009. godine

Stalno mesto boravka Pozarevac
15. Oktobar 2/8

Sego J. Zorica

Rodena 07. 08. 1978. u Beogradu
Diplomirala 23. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Barajevo
Lipovacka 61, Guncate

Kosti¢ D. Suzana 5
Rodena 19. 07. 1980. u Sapcu
Diplomirala 29. 12. 2009. godine

Acéimovi¢ D. Borde
Roden 19. 07. 1981. u Beogradu
Diplomirao 10. 02. 2010. godine

Stalno mesto boravka Beograd
TavcCareva 3/3

Pori¢ M. Ivana

Rodena 15. 08. 1979. u Zemunu
Diplomirala 10. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Be¢men
Vuka Karadzi¢a 3

lli¢ N. Vladimir

Roden 26. 09. 1984. u Valjevu
Diplomirao 10. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Ub
Sovljak bb

Kos D. Andrea

Roden 30. 03. 1980 u Banja Luci,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 10. 02. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
TadeuSa KoS¢uska 64/94

Baji¢ S. Slobodan

Roden 29. 02. 1980. u Sarajevu, BiH
Diplomirao 16. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Cvijiceva 63

Majki¢ R. Predrag

Roden 24. 02. 1976. u Beogradu
Diplomirao 16. 02. 2010. godine
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§talnovmesto boravka Lestane
Zivka Zivkovi¢a 57

Sevié B. Kristina

Rodena 31. 03. 1985. u Banja Luci,
R. Srpska, BiH

Diplomirala 16. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Srbac, BiH
Mose Vidovic¢a 85

Miréeti¢ Z. Jelena

Rodena 04. 02. 1978. u Beogradu
Diplomirala 17. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Mutapova 40

Pesi¢ R. Branislav

Roden 12. 04. 1983. u Beogradu
Diplomirao 17. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka N. Beograd
Jurija Gagarina 206

Stevi¢ O. Natasa

Rodena 15. 09. 1984. u Beogradu
Diplomirala 17. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Borc¢a

Bele Bartoka 12

Milojkovi¢ S. Marko

Roden 24. 05. 1982. u Aleksincu
Diplomirao 18. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Vojvode Vlahovi¢a 35d

Stojkovi¢ R. lvica

Roden 11. 11. 1979. u Negotinu
Diplomirao 18. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Negotin
Branka Peri¢a 20/14

Mati¢ Z. Vladimir

Roden 16. 09. 1981. u Beogradu
Diplomirao 19. 02. 2010. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Paunova 61

-red 10 - piSe J. Miljas, treba N. Miljas i

U prethodnom broju €asopisa Veterinarski glasnik (Vol. 63, No 5-6) na strani
269 pogresno je uneto ime jednog koautora:

- red 34 - piSe Jako Miljas - treba Niko Miljas.

Redakcija se izvinjava autoru zbog ove tehnicke greske.
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RUKOPISA

VETERINARSKI GLASNIK je Casopis Fakulteta veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beogradu, koji se izdaje u saradniji sa suizdavac¢em Veterinar-
skom komorom Srbije. éasopis objavljuje originalne i pregledne radove, izvestaje
sa kongresa i stru¢nih sastanaka, prikaze knjiga, radove iz istorije veterinarske
medicine, dopise za rubriku Sec¢anje, kao i komentare i pisma Urednistvu u vezi sa
objavljenim radovima.

Sve prispele rukopise Uredivacki odbor, odnosno glavni i odgovorni
urednik Salje recenzentima radi stru¢ne procene. Ukoliko recenzenti predloze iz-
mene i dopune, tada se kopija recenziranog rukopisa dostavlja autoru (autorima)
s molbom da trazene izmene unesu u tekst ili pak u protivnom da argumentovano
izraze svoje neslaganje sa datim primedbama recenzenta. Kona¢nu odluku o
prihvatanju rada za Stampu donosi glavni i odgovorni urednik zajedno sa Uredi-
vackim odborom.

Casopis se Stampa na srpskom jeziku, a kratak sadrzaj se prevodi na
engleski i ruski. Radovi stranih autora, van srpskog, hrvatskog i bosnjackog go-
vornog podruc¢ja se Stampaju na engleskom jeziku sa kratkim sadrzajem na
srpskom i ruskom jeziku.

Molimo saradnike da svoje radove za Veterinarski glasnik piSu jasno,
koncizno, racionalno, gramaticki ispravno i u skladu sa slede¢im uputstvima.

OPSTA UPUTSTVA

Tekst rada se kuca u programu za obradu teksta Word, latinicom, fon-
tom Times New Roman, duplim proredom i veli¢inom slova 12 tacaka (12 pt).
Levu i desnu marginu podesiti na 20 mm, a gornju i donju na 30 mm, veli¢inu
stranice na A,, sa levim poravnanjem i uvlacenjem svakog pasusa za 10 mm. Uko-
liko se u tekstu koriste specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol. Rukopis
rada dostaviti odStampan jednostrano na belom papiru formata A, u dva pri-
merka, zajedno sa elektronskom verzijom. Stranice numerisati redom u okviru
donje margine (sa desne strane) po¢ev od naslovne strane. Podaci o kori§éenoj
literaturi u tekstu oznaCavaju se u zagradi prezimenom autora, iza kojeg se stavlja
zarez i godina. Ukoliko ima viSe od dva autora, tada se u zagradi piSe samo
prezime prvog autora uz dodatak "i sar.," pa godina (npr. Petrovi¢ i sar., 1987).

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj prvoj stranici treba napisati sledece:

— Naziv ¢lanka, odnosno rada, treba pisati velikim slovima bez pod-
vladenja i bez skraéenica.

— Imena autora pisati ispod naslova punim imenom i prezimenom sa
titulom i zvanjem zvanjem, bez podvlacenja i veznika, veé razdvojena samo zare-
zom. Iznad prezimena se zvezdicom (jednom ili viSe) ozna¢ava ustanova u kojoj
radi autor (autori). Zvezdice se stavljaju u superskriptum na kraju svakog prezi-
mena.
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— Ta¢an naziv ustanove (i mesta u kojima se nalazi) u kojima autori
rade, treba navoditi onim redosledom koji odgovara redosledu autora u radu.

— Na dnu stranice treba navesti ime i prezime (adresu, broj telefona,
faksa ili e-mail) jednog od autora, radi korespondencije

KRATAK SADRZAJ

Na posebnoj stranici uz rad treba priloziti i proSireni kratak sadrzaj
rada, obima jedne stranice A4 formata. Pored naslova i imena autora, kratak
sadrzaj treba da sadrzi uvod, materijal i metode, rezultate, diskusiju i zakljucak.
Takode, ispod kratkog sadrzaja treba navesti klju¢ne reci (optimalno tri do Sest).

PISANJE TEKSTA

Svi podnaslovi se piSu malim slovima i boldovano. U radu koristiti
kratke i jasne re€enice. Sve strane reci za koje postoji odgovarajuée ime u nasem
jeziku treba zameniti tim nazivom tj. da prevod bude u duhu srpskog jezika. Za na-
zive lekova koristiti isklju€ivo njihova internacionalna nezasti¢ena imena (ili kako
to jo$ neko naziva generic¢ka imena) i pisati ih onako kako se izgovaraju (ne na la-
tinskom ili engleskom jeziku). Ukoliko se pak zeli ipak ista¢i ime nekog preparata,
onda se njegovo ime (zajedno sa imenom proizvodaca) stavlja u zagradu iza na-
ziva aktivne supstancije. Uredaji ili aparati se takode oznacavaju njihovim trgo-
vackim nazivima, s tim §to se i ovde u zagradi mora navesti ime i mesto pro-
izvodaca. Odredene supstancije ili hemikalije, koje se oznacavaju slovima i broj-
kama, moraju se precizno oznaciti stavljanjem broja iznad (superskriptum) ili is-
pod slova (subskriptum) (npr. IL-6, H,O, By,, CDg). U radu se mogu koristiti
odredene skracenice, ali samo kada je to neophodno (npr. kod dugackih imena
hemijskih jedinjenja) ili kada se takve skrac¢enice ve¢ nalaze u literaturi, odnosno
kao takve su ve¢ prepoznatljive (npr. DNK). Za svaku skraéenicu, koja se prvi put
javlja u tekstu treba navesti i pun naziv. Skra¢enice nikako ne koristiti u naslovu, a
u kratkom sadrzaju ih takode treba izbegavati. Decimalne brojeve pisati sa zare-
zom. Obim rukopisa bez priloga, ne treba da bude veci od 8 stranica kucanog tek-
sta, izbegavati veliki broj priloga.

Tabele se oznaCavaju arapskim brojevima (iznad tabela) po redosledu
navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times New Ro-
man i veli¢inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja. Ukoliko se u
tabeli koriste skracenice, iste treba objasniti u legendi ispod tabele. Svaku tabelu
treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa dostaviti
po jednu.

Grafikoni se takode oznacavaju arapskim brojevima (ispod grafikona)
po redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font
Times New Roman i veli€inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez
uvlaéenja. Ukoliko se koriste skracenice, iste treba objasniti u legendi ispod
grafikona. Svaki grafikon treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki
primerak rukopisa dostaviti po jedan.
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Sheme (crtezi) se oznaCavaju arapskim brojevima (ispod shema) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times
New Roman i veli¢inu slova 10 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlagenja. Uko-
liko se korste skracéenice, iste treba objasniti u legendi ispod sheme. Svaku
shemu treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa
dostaviti po jednu.

Fotografije se oznacavaju arapskim brojevima (ispod fotografije) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Primaju se is-
klju€ivo originalne fotografije (crno-bele ili u boji). Na poledini svake fotografije
treba napisati redni broj i strelicom oznaciti gornji deo slike. Zbog kvaltetnije re-
produkcije preporudljivo je slike dostavljati u elektronskom obliku (nastavak: jpg,
tif ili sl., ne "uvladiti" in u "Word" format). U prilogu papirne forme teksta rada treba
odStampati fotograviju sa odgovaraju¢om legendom i oznakom rednog broja.

POGLAVLJA RADA
Poglavlja rada su: Uvod, Materijal i metode rada, Rezultati, Disku-
sija (ili Rezultati i diskusija zajedno), Zaklju€ak i Literatura.

U uvodu treba ukazati na najvaznije, odnosno najnovije €injenice i po-
glede, vezane za temu rada, sa kratkim obrazloZenjem cilja sopstvenih ispitivanja.

Materijal i metode rada — U ovom poglavlju treba opisati uslove pod
kojima su ogledi izvedeni, materijal i Zivotinje na kojima su izvedeni, kao i metode
koje su kori§¢ene u ogledu.

Rezultati — Rezultate prikazati pregledno uz pomo¢ tabela ili grafik-
ona. Svuda treba da stoji redni broj i tekst, koji opisuje Sta odredena slika, tabela,
grafikon ili shema prikazuje. Redni broj sa tekstom se stavlja iznad tabela, a kod
svih ostalih prezentacija ispod. Autor mora ta¢no da naznaci mesto u tekstu gde
zeli da bude prikazan odredeni prilog.

Diskusija — U ovom poglavlju autor analizira dobijene rezultate i iste
uporeduje sa rezultatima i misljenjima drugih autora, te pokusSava istaci njihov teo-
rijski i prakti¢ni znacaj.

Literatura — Autor treba da navede literaturne podatke, odnosno ra-
dove, koje je koristio u toku izrade svog rada. Pozeljno je da kori§¢ena literatura
bude Sto novija, ako je moguée da ne bude starija od 5 godina. Reference treba
pisati jednu ispod druge, numerisati ih arapskim brojevima i abecednim redom
prema prvom slovu prezimena prvog autora. Ukoliko tekst reference ne moze da
stane u jedan red, tada se red koji sledi uvlaci ispod prethodnog, jednim pritiskom
na tabulator. Broj referenci nije u principu ogranic¢en ali se preporucuje da ne bude
veci od 30. Izbegavati koriS¢enje abstrakta kao reference. Reference ¢lanaka, koji
su prihvaceni za Stampu treba oznaditi kao "u Stampi" i priloZiti dokaz o prihvatanju
rada. Reference se citiraju prema "Vankuverskim pravilima", koja su zasnovana na
formatima koja koriste National Library of Medicine i Index Medicus. Naslove
Casopisa takode treba skracivati prema nacinu koji koristi Index Medicus (ne
stavljati taCke posle skracenice). Stranice se citiraju tako $to se navode pocetna
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stranica, a krajnja bez cifara koje se ponavljaju (npr. 134-138 se navode kao 134-
8).
Primeri:
1. Clanak u ¢asopisu: y
Petrovi¢ M, Raki¢ L. Uticaj selena na razvoj pili¢a. Zivinarstvo 2005; 2(7): 234-9.
Knezevi¢ B. Kvantitativni parametri radova u medicini. Perod Biolog 1990; 92(2):
241-3.

2. Knjige i druge monografije:

Borojevi¢ S. Metodologija eksperimentalnog naucnog rada. 2. izd. Novi Sad:
Radnicki univerzitet "Radivije Cirpanov", 1978.

Colson JH, Armour WJ. Sports injuries and their treatment. 2nd rev. ed. London: S
Paul, 1986.

Mihajlov Al, Cernyj Al, Giljarevskij PS. Nau¢nie komunikacii i informatika. Moskva:
Izdateljstvo "Nauka", 1976.

Plumb DC. Veterinary Drug Handbook. 4t edition. lowa/Ames: lowa State Univer-
sity Press, 2002.

3. Poglavlja u knijizi:

Panteli¢ D. Nauéni metod. U: Panteli¢ D, Vesley-Tanaskovi¢ |, Radoti¢ M, Savi¢ B,
Kuzmanovi¢ M, Vojvodi¢ V, i dr. Metodologija naucnoistraZzivatkog
rada u medicinsko-bioloSkim naukama. Beograd: Vojnoizdavacki za-
vod, 1977: 7-37.

Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading microorganims. In:
Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editros. Pathologic physiology:
mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974: 457-72 .

4. Rad ili abstrakt u Zborniku radova:

Cupi¢ V, Trailovié D, Dobri¢ S, Velev R. Znadaj racionalne primene lekova u veteri-
narskoj medicini. Proceeding of Workshop Clinica Veterinaria Ohrid,

) Macedonia, 3-7. September 2005: 207-9.

Cupi¢ V, Trailovi¢ D. Neracionalna primena lekova u veterinarskoj medicini — rizik
po zdravlje ljudi. Zbornik kratkih sadrzaja radova 16. savetovanja ve-
terinara Srbije sa medunarodnim uc¢e$éem. Zlatibor, Srbija, 8-10 Sep-
tembar, 2004: 223-34.

NAPOMENA
Rad koji ne ispunjava sve gore navedene uslove nece biti poslat na re-
cenziju i bi¢e vraéen autorima da ga dopune i isprave.

ADRESA CASOPISA
Veterinarska komora Srbije — Veterinarski glasnik
11000 Beograd, Bulevar oslobodenja 18,
tel/faks 011/ 2684-597, 2687-475; e-mail: vetks@Eunet.rs
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INDEKS KLJUCNIH RECI

» anemija, 237, 353 Escherichia coli, 113, 311
antibakterijski lekovi, 299 >fatty liver, 285
antibakterijsko delovanje, 17 fibrom, 243
antibiotici, 311 fosfatemija, 331
antitela, 163 » germicidni efekat, 87
arsen, 393 GnRH (gonadorelin), 269

» bakterije, 3 goveda, 369
bioloSke opasnosti, 201 govedi herpesvirus 1, 145
biosigurnost, 369 govedi respiratorni sincicijalni
BNP 381 virus, 145
bol, 71 » HACCP, 201
bronchoalveolar lavage, 177 hemoglobinurija, 237
Brucella suis biotip 2, 153 hirurski tretman, 125
bruceloza, 153 histopathology, 29

% calves. 177 histopatoloska procena, 103
chromosomal damage, 341 hlor-dioksid, 87
citotoksiéni efekat, 17 horistomi, 125
COows, 285 hOI’SB, 341
cytogenetic dosimetry, 341 > iELISA, 145

IGF-I, 321

>deratizacija, 61
dezinfekcija, 87
dijagnostika, 381
dislokacija sirista, 171, 331
dobrobit, 71, 369
domade Zivotinje, 393

imunitet, 215

imunoenzimska proba - iELISA, 37
imunoglobulini G klase, 321
ionizing irradiation, 341

izolacija i identifikacija, 153

duzina duvanja, 189 » jetra, 103
» kadmijum, 393
> EIA, 45 kalcemija, 331
ekstrakti, 17 Kalifornija mastitis test, 359
endometritisi, 269 ketosis, 285
Eperythrozoon suis, 353 kidneys, 29
epizootiolosko-epidemioloska koagulaza pozitivne stafilokoke,

situacija, 113 299



koniji, 163
korozivnost, 87
kortizol, 321
krava, 45,171, 237, 269, 331, 359
>Iajémanioza, 251
lead, 29
leptospiroza, 163
limbalni dermoid, 125
lipids, 285
» macka, 103
mastitis, 299, 359
metabolicki profil, 171
mleko, 45, 87, 189
morfoloske promene, 103, 243
Mycoplasma suis, 353
>nazimica, 77
novorodena telad, 321
» obogadivanje, 227
oko, 125
olovo, 393
osetljivost, 299
>pa|pebralni kolobom-dermoid,

125
pas, 125, 251, 381

PCR dijagnostika, 353

per os, 29

performansa, 77

pH, 189

pluca, 3

poisoning, 29

preinseminaciona anestrija, 77

progesteron, 45

prostaglandin F2o (dinoprost), 269

punkcija epididimisa, 153
>reprodukcija, 77

reproduktivni parametri, 269
respiratory scoring system, 177
rezistencija, 311
ribe, 71, 201
> Salmo trutta m. Fario, 29
salmonele, 189
Salmonella spp., 215
sréana insuficijencija, 381
sréana oboljenja, 381
srna, 243
svinje, 3, 61, 153, 311, 353, 369
> talijum, 393
telesna masa, 321
temperatura, 189

test inhibicije hemaglutinacije
(HI test), 37

teski metali, 393
thyroxine, 285
timijan, 17
toksi¢nost, 393
transfuzija krvi, 237
trend, 61
trinineloza, 61
triiodthyronine, 285
» uslovi gajenja, 369
uslovi zZivota, 227
>vakcinacija, 215
verotoksi¢nost, 113
virus Newcastle bolesti, 37
virus parainfluence 3, 145
» zato&eniétvo, 227
zoonoza, 163
» Ziva, 393
Zivina, 215
Zivotinje, 227
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