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VETERINARSKI
glasnik

1904 - 2004

U Zelji da reSe svoja pitanja, marveni lekari Srbije su se udruzili i osnovali
UdruZenje marvenih lekara Srbije 1890 i pokrenuli 1903. godine svoj casopis ,,Veterinarski
glasnik” u kome su iznosili stru¢na i naucna pitanja iz oblasti veterinarske medicine i stoCarstva,
kao i da brane svoje staleske interese.

Na jednoj od sednica UdruZenja marvenih lekara odluceno je da se osnuje ¢asopis u
kome bi se objavljivali radovi iz oblasti veterinarstva, o naCinima unapredenja stoCarstva, o izradi
Statuta i1 drugim vaZnim pitanjima (proSirivanjima veterinarske farmakopeje, izmenama i
dopunama zakonskih propisa...). Do tog vremena oni su stru¢ne publikacije Stampali u ¢asopisima
»Srpski arhiv” (organ Srpskog lekarskog drustva), ,,Tezak™ (organ Poljoprivrednog drustva), ,,Rat-
nik” i ,,Narodno zdravlje”.

,,Veterinarski glasnik” je osnovan decembra 1903, a prvi broj je ugledao svetlost
dana januara 1904. godine. Petar D. Todorovi¢ (1854 - 1917) bio je prvi urednik ,,Veterinarskog
glasnika”, Casopisa za marveno lekarstvo.

Osnivacka skupStina UdruZenja veterinara Srbije 1903. godine
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PREGLEDNI RAD - REVIEW PAPER

UDK 619:612.621:.664:636.2

POSTPARTALNI NASTAVAK CIKLICNE FUNKCIJE JAJNIKA,

PRVI ESTRUS I PONOVNO OPLODENJE I NJIHOV ODNOS

PREMA METABOLIZMU ENERGIJE KOD VISOKO-MLECNIH
KRAVA®

Gy. Huszenicza, M. Kulcsar, L. Katai, 0. Balogh, H. Samanc, I. Ivanov™

U proteklih nekoliko decenija uoceno je stalno povecanje pro-
secne proizvodnje mleka kod mlec¢nih krava Sirom sveta. U isto vreme,
medutim, zapaZeno je dramati¢no smanjenje reproduktivnih rezultata.
Ova tendencija je pripisana pove¢anom pojavijivanju bakterijskih kom-
plikacija tokom involucije uterusa, kao i velikom broju disfunkcija
jajnika u postpartalnom periodu. Cilj ovoga rada je da se razmotri
fiziologija i patologija ove druge pojave, tog zaista kompleksnog fe-
nomena. Nutriciona osnova ovog procesa je da se potrebe visoko
mlecnih krava naglo promene posle partusa kada se dnevni prinos
mleka naglo povecéava, a poslediéni negativni energetski bilans se
produZava na 10 do 12 sedmica. U kontekstu visoke genetske vred-
nosti mlecnih krava, postpartalni negativni energetski bilans je razlika
izmedu dijetetskog unosa iskoristive energije i potrosnje energije za
odrZavanje telesne mase i sinteze mleka. U principu, to je fizioloski fe-
nomen koji, medutim, moZe da rezultira u manje ili vise teskim po-
remecajima kako u metabolizmu, tako i u reprodukciji, i tako moZe da
dovede i do velikih finansijskih gubitaka u savremenoj proizvodnji
mleka [112]. U prvih tri do Cetiri sedmice posle teljenja, negativni ener-
getski bilans je u visokoj korelaciji i sa prinosom mleka i intervalom do
prve ovulacije. Zbog toga $to je ukazano da broj ovulatornih estrusnih
ciklusa, koji prethode inseminaciji, utice na stepen koncepcije, duZina
postpartalnog intervala do prve ovulacije obezbeduje vaZan parametar
za procenu efekta negativnog energetskog bilansa na reproduktivne
rezultate [19, 20].

Kljucne reci: visoko-mlecne krave, metabolizam energije, post partus,
cikli¢na funkcija jajnika, prvi estrus, ponovno oplodenje

* Rad primljen za $tampu 26. 9. 2003. godine

** Gyula Huszenieza, M. Kulcsar, L. Katai, O. Babogh, Sent Istvan univerzitet, Fakultet veterinar-
skih nauka, Budimpesta, Madarska; dr Horea Samanc, profesor, dr lvan Ilvanov, profesor, fa-
kultet veterinarske medicine, Beograd
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Patofiziologija negativnhog bilansa energije kod mleénih krava u
postpartalnom periodu

« Povec¢ana mobilizacija lipida i njene posledice

Tokom perioda negativnog energetskog bilansa, visoko mle¢ne krave
moraju da mobiliSu svoje telesne rezerve, pre svega supkutane rezerve lipida
(povecana ili prinudna mobilizacija lipida). UopSte uzev, zivotinje koje su previSe
hranjene pre teljenja (ocena telesne kondicije: pri teljenju: [B,75) najugrozenije su
(sindrom debele krave). Naglo smanjenje telesne mase je najocitiji klini¢ki simp-
tom poveéane mobilizacije lipida. Kao rana posledica moze da se vidi nagli porast
nivoa neesterifikovanih masnih kiselina u cirkulaciji, $to prati — vrlo Cesto, ali ne u
svim slu€ajevima — povec¢ana proizvodnja [JOH-biturata i drugih ketonskih tela
(hiperketonemija). U isto vreme lipidi, uglavnom triacilgliceridi akumuliraju se u je-
tri (bolest ,masne” jetre). Ovi umereni do ozbiljni oblici masne jetre (sadrzaj masti:
[P0%) mogu da rezultiraju u dobro definisanim poremecajima hepatocelularnih
funkcija (glikoneogeneza, sinteza holesterola, metabolizam zucnih kiselina i bili-
rubina, inaktivacija steroidnih hormona i insulina, sinteza apolipoproteina i hidrok-
silacija holekalciferola). Eliminisanje bromosulftaleina postaje znatno sporije i
koncentracije ukupnog bilirubina i ukupnih Zu¢nih kiselina u plazmi su u pozitivnoj
korelaciji sa stepenom infiltracije masti u hepatocite. U isto vreme, u perifernoj krvi
mogu da se uoce hipoalbuminemija, ocito smanjeni nivoi lipoproteina veoma male
gustine i lipoproteina male gustine, nize i od normalnih koncentracija svih sup-
stancija transportovanih lipoproteinima (ukupni holesterol, triacilgliceridi, -karo-
ten i tokoferol). lako nije uocljiv Stetan efekat infiltracije masti na membranu,
umerena povecanja su najéeSce uocena u serumskim aktivnostima aspartat ami-
notransferaze, alkalne fosfataze i laktat dehidrogenaze. U tezim oblicima he-
pati¢ne lipidoze smanjena je hepatocelularna sposobnost detoksikacije amo-
nijaka kod prezivara kao i endotoksina apsorbovanog iz gastrointestinalnog trakta
ili oslobodenog zbog neke bolesti usled endotoksina, ukljucujuci akutni gnojni
endometritis, ili razne oblike mastitisa. Takode je uoCeno da se javlja i poremecaj
imunog sistema, za koji se zna da doti¢nu jedinku ¢ini podloznom bakterijskim
komplikacijama tokom involucije uterusa, kao i mastitisu. Biohemijske promene
indukovane pojacanom mobilizacijom lipida kod krave stvaraju predispoziciju ka
zadrzavanju posteljice, mle¢noj groznici i dislokaciji sirista, kao i raznim oblicima
ketoze. Ketoza je direktna posledica negativhog energetskog bilansa i pojacane
moblizacije lipida. Znacajno se povecava unos neesterifikovanih masnih kiselina
iz krvi u jetru. Ove masne kiseline se ili esterifikuju do triacilglicerida, ili se kata-
boliSu do acetil-koenzima A. Dostupnost oksaloacetata, koji se uglavhom dobija
iz glikogenoplasti¢nih prekursora kao S$to su propionat, piruvat, glicerol, iliizvesne
amino-kiseline, odredice stepen koriSéenja acetil-koenzima A u Krebsovom cik-
lusu. Ukoliko nije dovoljna snabdevenost ovim prekursorima, kao Sto se Cesto
deSava tokom negativnog energetskog bilansa, smanjuje se dostupnost oksa-
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loacetata za kori§éenje acetil-koenzima A u Krebsovom ciklusu. ViSak acetil-
koenzima A se zatim koristi za ketogenezu i kod krava mogu da se razviju
supklini¢ke ili kilinicke forme ketoze. Izgleda da je neodgovaraju¢a snabdevenost
glikogeno-plasti¢nih prekursora klju¢ni dogadaj u ovom procesu [94, 95, 44, 45,
57,54,59, 106, 56, 28, 77, 49, 105, 89, 48, 144, 5, 16, 88, 139, 73,137,112, 113].

Endokrinologija negativhog bilansa energije

Postpartalni negativan bilans energije moze da izazove znacajne en-
dokrine promene koje su poznate kao vazni €inioci u regulaciji procesa mobiliza-
cije lipida. Osim uloge kateholamina, najranije promene karakteriSu povisene kon-
centracije glukagona i smanjene koncentracije insulina, dok nivo hormona rasta
ostaje nepromenjen ili se ¢ak blago povecava. U isto vreme, oslobadanje he-
pati¢nog faktora rasta-I slicnog insulinu indukovano sa hormonom rasta i insulinski
odgovor B-Celija pankreasa indukovan glukagonom su smanjeni, a izvesna tkiva
postaju manje osetljiva na insulin. Svi ovi endokrini dogadaji mogu da pomere
metabolizam iz anaboli¢nog u kataboli¢no stanje [110, 109, 61, 130, 128, 90, 30,
58, 60, 136, 39, 115, 148, 50, 134, 108]. Ova promena metabolizma moze da bude
pojacana endokrinim posledicama simultanog izlaganja endotoksinu [38, 37, 70].
Periferna tkiva pokusavaju da uklope svoj trenutni energetski metabolizam u ovo
novo kataboliéno stanje prouzrokovano negativnim energetskim bilansom po-
vecanjem kapaciteta inaktivirajuéeg mehanizma (koji proizvodi 3,3,5-trijodotironin
— reverzni trijodotironin — rT3) tiroidnih hormona (tiroksin T, i 3,3,5-trijodotironin
Ts). Stoga, iako je T, odgovor tireoidne Zlezde izazvan oslobadajucim tireotro-
pnim hormonom (tireotropin) samo slabo izmenjen, opisani su jasno smanjeni
novoi T, i T3 i poveéane koncentracije rT5 u perifernoj krvi [26, 17, 101, 103, 109,
140, 141, 58, 99, 138]. Takode, odavno se smatralo da je uklju¢ena i adrenokorti-
kalna funkcija (proizvodnja kortizola), medutim, od tada nije pronadena bilo kakva
eksperimentalna potvrda ove hipoteze. U poslednje vreme, ispitivanja regulacije
uno$enja hrane i metabolizma energije se usmeravaju na pretpostavljenu ulogu
leptina. Ovaj nedavno identifikovan proteinski hormon sli¢an citokinu (16 kDa) luci
uglavnom masno tkivo i veruje se da deluje preko nervnih centara hipotalamusa u
posredovanju neuroendokrinin mehanizama odgovornih za snabdevanje organ-
izma energijom. Moguce je da signalizira o nutricionom statusu i za periferne or-
gane. Ovaj hormon je jedan od primarnih €inilaca koji prenosi informaciju o nivou
rezervi periferne energije do regiona mozga koji treba da usaglaSava ponasanje u
hranjenju, metabolizam i endokrine funkcije da bi se odrzala homeostaza energije
[150, 43, 68, 63]. Kod miSeva, pacova, ljudi, a takode i kod preZivara i svinja, nje-
gova koncentracija u krvi moze da se menja direktno sa promenama u telesnoj
masi i deponovanih masti u telesnim depoima. Leptin doprinosi regulaciji kaliozne
masti u telesnim depoima. Izlaganje delovanju insulina, glikokortikosteroida i en-
dotoksina moze da poveca ekspresiju gena za leptin i/ili nivo leptina u plazmi, dok
leptin direktno moze da kodi sintezu kortizola u adrenalnim ¢éelijama. Na taj nacin,
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leptin i kortizol interreaguju u mehanizmu negativne povratne sprege. Inkubacija
kultura adipocita 24 ¢asa sa T3 (ali ne i sa T,) znacajno povecava ekspresiju iRNA
za leptin i nivo izlu€¢enog leptina. Oslobadanje leptina iz adipocita je regulisano
adrenergi¢nom stimulacijom, a veruje se i da je povezano sa lu¢enjem hormona
rasta i IGF-I [27, 24, 62, 63, 87, 41, 74, 25, 69]. Test sistemi (za viSe vrsta Zivotinja i
kasnije specificni samo za jednu vrstu), koji omogucéavaju preciznu kvantifikaciju
leptina u krvnoj plazmi kod razli¢itih vrsta domacih Zivotinja, razvijeni su tek kasnih
devedesetih godina i na po€etku ove dekade. Od tada, dostupno je sve vise po-
dataka koji nagovestavaju da je leptin mozda povezan sa negativnim energetskim
bilansom i kod prezivara, uklju€ujuciigoveda [14, 24,92, 4,31, 36, 72, 13, 25, 69].

Funkcija jajnika i negativan bilans energije kod postpartalnih
mleénih krava

» Nastavak regularnog rasta folikula. Pocetak ciklicne aktivnosti jajnika

Kod skoro svih mle¢nih krava koje ne doje telad koncentracije FSH u
plazmi se povecavaju do najvisih vrednosti Cetiri do pet dana posle teljenja. Ovaj
prvi ,peak” FSH odmah prati pojava prvog postpartalnog talasa folikula koji proiz-
vodi prvi dominantni (>9mm) folikul. ZapaZzeno je da se zatim javljaju pravilni novi
talasi FSH koje prati rast novih populacija folikula i proizvodnja novih dominantnih
folikula, uprkos prosecnom negativnom bilansu energije od 7,5 Mcal/dan tokom
prvog tronedeljnog perioda posle teljenja [10]. Cini se da pojavu folikularnih ta-
lasa u ranom postpartalnom periodu krava ne remeti negativan bilans energije i
da se javlja kao odgovor na ponovno uspostavljanje periodi¢nih porasta koncen-
tracije FSH koji su sinhronizovane samo sa zavr§etkom gestacije i porodaja. Cini
se da je tokom negativnog bilansa energije u prvim sedmicama laktacije deficita-
ran LH, a ne FSH. Prema tome, izgleda da negativni energetski bilans ne uti¢e na
regularan pocetak rasta folikula koji zavisi od FSH [79, 116, 104, 10, 12]. Medutim,
neophodna su dalja istrazivanja steroidogene sposobnosti prvog dominantnog
folikula formiranog tokom druge sedmice posle teljenja, kao i €inilaca koji utiu na
njegovu sudbinu.

Opisana su tri oblika razvoja folikula u postpartalnom periodu u zavis-
nosti od sudbine prvog dominantnog folikula [116, 104, 10, 11, 12]: (1) ovulacija
dominantnog folikula prvog talasa; (2) razvoj anovulatornog dominantnog folikula
prvog talasa koga prate (viSe drugih) dodatni talasi razvoja folikula pre prve ovula-
cije; (3) razvoj dominantnog folikula prvog talasa koji postaje cisti¢an. Oblici 1
(ovulatorni) i 3 (cisti¢ni) karakteriSu se razvojem dominantog folikula koji proizvodi
173 estradiol, dok oblik 2 karakteriSe rast dominantnog folikula koji proizvode
samo niske periferne koncentracije 17Festradiola i postaju atreti¢ni. U slu¢aju ob-
lika 1, ovarijalna aktivnost postaje cikli¢na posle ovulacije dominantnog folikula
prvog talasa. Oblici 2 i 3 mogu da budu ponovljeni viSe puta, tako da i regresija
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dominantnog folikula prvog talasa i onih sledec¢ih i formiranje anovulatornih cista
moze da produzi interval do prve postpartalne ovulacije (pp. acikli¢ni period). Od
ranih osamdesetih godina opste je prihvaceno da je balans energije jedan od
najvaznijih Cinilaca koji utiCu na trajanje prvog aciklicnog perioda: prva postpar-
talna ovulacija kod mle¢nih krava koje ne doje telad, javlja se oko 70. dana posle
nadiranja negativnog energetskog bilansa [18, 22].

Postoji svega nekoliko radova u literaturi u kojima se ispitivao direktan
odnos izmedu negativnog energetskog bilansa i folikularne dinamike kod post-
partalnih mle¢nih krava. Lucy i sar. [83] pokazali su da se broj folikula klase 3
(pre€nika 10 do 15 mm) —alineiklase 1 (3 do 5 mm) i 2 (6 do 9 mm) povecao sa
vecim pozitivnim energetskim balansom pre 25. dana posle teljenja. Ovaj podatak
ukazuje da, kako se kod krava popravlja energetski balans, pojacano je i pomera-
nje folikula iz manijih u vece klase. Tokom prvog postpartalnog folikularnog talasa
(8 do 14. dan posle teljenja) kod krava koje dobijaju tri nivoa masti u ishrani, broj
folikula klasa 1 i 2 nije u korelaciji sa energetskim balansom tokom 1. ili 2. nedelje
postpartalno, bez obzira na vrstu ishrane [11]. Razvoj dominantnog folikula kod
postpartalnih mle¢nih krava podnosi stanje negativnhog energetskog bilansa.
Medutim, nekoliko autora je ukazalo da su krajnji pre¢nik dominantnog folikula i
proizvodnja 17} estradiola pod uticajem metaboli¢kih Einilaca: i veli¢ina domi-
nantnog folikula i nivo 17-estradiola u plazmi povecali su se posto se energetski
balans poboljSao posle svog najizrazenijeg negativnog nivoa [10, 11].

Metabolicki i endokrini signalni mehanizmi

Uticaj negativnog energetskog bilansa na vreme prve postpartalne
ovulacije potvrden je relativno davno [18, 22]. Medutim, fizioloSki signalni me-
hanizmi koji obaveStavaju osovinu hipotalamus-prednji reZanj hipofize-jajnik
(HHJ) o trenutnoj fazi energetskog bilansa ostali su nepoznati neko vreme, a neki
detalji su ¢ak i danas pod znakom pitanja. Ograni¢eno unoSenje energije nije iz-
menilo gustinu hipofiznih GnRH receptora kod krava postpartalno [96], ali su
ogranicenja energije u obroku pratila smanjeni [114], kao i poveéani [115] odgo-
vor na egzogeni GnRH. Ustanovljeno je da gubitak pulsatorne sekrecije LH rezul-
tira iz produzenog neadekvatnog snabdevanja energijom i kod tovnih rasa krava
koje doje telad i kod mlecnih krava koje ne doje telad [79, 23, 102]. Do sada je
opste prihvac¢eno da ponovno uspostavljanje sheme pulsatorne sekrecije LH koja
uzrokuje predovulatorni razvoj i funkciju folikula predstavlja kljuéni dogadaj u
povratku ovarijalne cikli¢nosti kod postpartalnih mle¢nih krava koje su prosle kroz
fazu najniZzeg stepena balansa energije [12]. Izgleda da se postpartalni oporavak
hipofiznog sadrzaja LH i odgovora na GnRH zavr§ava do 10. dana posle teljenja
kod mle¢nih krava, a dostupni podaci po vrstama sugeriSu da se primarni efekat
smanjenog unosenja energije ispoljava uglavnom preko hipotalamusa [96, 117].
U prvim nedeljama laktacije smanjena aktivnost GnRH pulsatorna kod
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postpartalnih mle¢nih krava ispoljava se kao smanjena pulsatorna aktivnost LH
folikularne steroidogeneze koja je neophodna za indukovanije rasta LH sli¢nog
predovulatornim, kao i prate¢oj ovulaciji. Medutim, naizgled niska pulsatorna
frekvencija LH (2 pulsa na 6 ¢asova) ocito je dovoljna da podrzi morfoloski razvoj
dominantnog folikula do 2. sedmice post partum. Ovo zapaZzanje je u skladu sa
rastom i diferencijacijom kompetentnog dominantnog folikula tokom srednje lu-
tealne faze estrusnog ciklusa krava kada je frekvencija LH pulsa niska [33].
Istrazivanja potencijalnih metaboli¢nih signala za osovinu hipotala-
mus — prednji rezanj hipofize — jajnik uglavnom su usmeravana na metabolite u
krvi (neesterifikovane masne kiseline, glikoza) i metaboli¢ke hormone (odnos in-
sulin:hormon rasta, insulin, IGF-I), za koje se zna da variraju tokom izmenjenih
stanja energetskog metabolizma. Medutim, Sto se tiCe neesterifikovanih masnih
kiselina i glikoze, postoje veoma kontradiktorna misljenja [66, 23, 50]. Stoga je
danas opsteprihvaé¢eno da bilo koji mehanizam, koji vezuje metabolicki status sa
osovinom hipotalamus — predniji rezanj hipofize — jajnik na kraju mora da uklju€uje
i hormonsku komponentu [12]. Istrazivanja Beama i Butlera [10, 11] potvrdila su
fizioloSku vaznost odnosa insulin:hormon rasta u plazmi i u dane najnize vred-
nosti negativnog energetskog bilansa, $to ukazuje da ove hormonske razlike u in-
termedijalnom postpartalnom periodu mogu da utiC¢u na prvi talas folikularne
funkcije. Ustanovljeno je da insulin stimuliSe folikularne ¢elije in vitro i kod krava
[127], a mala produZenja postpartalnog perioda mogu da imaju vazan uticaj
tokom vrlo ranih faza razvoja folikula. Koncentracije IGF-I i jednog od njegovih ve-
zujucih proteina (IGFBP-2) u krvi u peripartalnom periodu bili su dobri pokazatelji
sposobnosti krava sa ograni¢enom energijom da nastave ciklus posle teljenja
[108]. Osim toga, povecani odnos insulin:hormon rasta posle porodaja moze da
izazove vecéu proizvodnju hepatiénog IGF-I [91], §to rezultira u poveéanim ko-
licinama ovog faktora rasta ranije nego inaCe posle teljenja. lako su iznetai neka
naizgled kontradiktorna zapazanja kod prvotelkinja [128], tokom prve dve sed-
mice postpartalno, Beam i Butler [10, 11] uo€ili su zna¢ajno ve¢u koncentraciju
IGF-1 u krvi krava koje su proizvodile 17Festradiol, ovulatorni dominantni folikul
prvog talasa nego kod onih krava sa 173estradiol-anovulatornim dominantnim
folikulom prvog talasa. Kod krava koncentracije IGF-I u krvi bile su u korelaciji sa
nivoima IGF-I u folikularnoj te€nosti velikih folikula [34]. Zna se da i insulin i IGF-I
stimuliSu in vitro steroidogenezu i proliferaciju govedih kultura teka ¢elija i granu-
lozu ¢elijskih kultura [127, 129]. U in vitro uslovima, IGF-I poveca broj mesta koja
vezuju LH u govedim teka ¢elijama i pojaca proizvodnju androstenediona i pro-
gesterona indukovanu LH [129]. Ovaj nalaz potvrduje zapazanje Beama i Butlera
[11] in vivo, koji su pokazali oCigledan odnos izmedu steroidogene aktivnosti
dominantnih folikula prvog talasa i nivoa IGF-I u krvi. U kulturama granuloza ¢éelija
Coveka i svinja T; takode moZe da poveca aktivhost aromataze koja proizvodi es-
trogen i time prinos 17}estradiola [87, 52, 143, 53]. Do sada postoji samo jedna
studija u kojoj se procenjuje efekat T; i T, na steroidogenezu ovarijalnih ¢éelija kod
krava: Spicer i sar [126] primetili su direktan stimulatorni efekat T i T, na steroido-
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genezu teka ¢elija. Stimulatorni efekat T3 i T4 na proizvodnju androstenediona (tj.
povecanje dva do Cetiri puta) bio je sli¢an uticaju LH na proizvodnju androstenedi-
ona (tj. povecanije Cetiri ili devet puta). Stimulatorni efekat T3 bio je u dve faze (ni-
ska doza je stimulirala, visoka nije imala efekta), dok je uticaj T, bio sli¢an kod obe
doze. Nasuprot tome, T3 je inhibirao hCG-indukovanu sekreciju androgena u teka
¢elijama svinja [53]. Prema tome, mogu da postoje razlike izmedu vrsta i/ili uslova
kulture u odnosu na regulaciju tekalne steroidogeneze tireoidnim hormonima,
kao i kod steroidogeneze granuloza ¢elija. Kod krava, T, je bio mnogo slabiji
stimulator (tj. povecanje do 1,3 puta) progesterona koji proizvodi teka ¢elija nego
§to je to bio LH (tj. povecanje Cetiri do devet puta), i njegov efekat je bio uocljiv
samo na hipertiroidnim nivoima (100 ng/ml, ali ne i 30 ng/ml); T3 nije imao uticaja
na proizvodnju progesterona granuloza i teka ¢elija u ovim istrazivanjima [126].
Ustanovljeno je da postoji odnos izmedu niskog 17}estrogena, negativnog ener-
getskog bilansa i niskog T3 i kod mladih zena atletiCarki koje se takmiCe u tréanju
[149]. Nasuprot tome, izazvani hipotireoidizam nije uticao na pre¢nik dominantnih
folikula kod multiparnih krava rase brahman [32].

Izazivanjem hipotalami¢ne GnRH i pituitarne gonadotropne sekrecije,
zapazeno je i da leptin utiCe na genitalne funkcije glodara, primata i nedavno
ustanovljeno, prezivara. Iskustva su potvrdila da bi ovaj hormon mogao da bude
jedan od dugo trazenih indikatora nutricionog statusa koji omogucava nastavak
reproduktivnih procesa. Rezultati kod glodara, primata i kod ovaca nagovestavaju
da je supresija GnRH/LH tokom gladovanja posredovana centralnim dejstvom
leptina u hipofizi ili mozgu [40, 97, 98, 93, 122]. Osim toga, Ahima i sar [2] ukazali
su da tretman leptinom ubrzava pubertet kod normalnih miSeva u dozama koje ne
utiCu na promene telesne mase i sugerisali da dejstva leptina u regulaciji neuroen-
dokrine i reproduktivne funkcije kod normalnih miSeva nisu podredena efektima
energetskog balansa. Niska koncentracija leptina je izazvala zna¢ajno povec¢anu
proizvodnju neuropeptida Y u hipotalamusu [1], a poveéani neuropeptid Y inhibi-
rao je gonadnu osovinu kod laboratorijskih glodara, kao i prezivara, pa se
zakljuéilo da oSte¢ena reproduktivna funkcija u loSim uslovima metabolizma kao
§to je gladovanje, moze da bude posledica prevelikog oslobadanja neuropeptida
Y u hipotalamusu [47, 118]. Nekoliko zapazanja sugeriSe da leptin predstavlja
vaznu biohemijsku poruku izmedu depoa masti i reproduktivne osovine [1, 6, 2].
Receptori za leptin su otkriveni i u gonadama. U in vitro uslovima, leptin ima slabe
inhibitorne efekte na steroidogenezu teka celija i granuloza ¢elija indukovanu
gonadotropinom, i/ili IGF-I [128]. Dakle, moze da se pretpostavi da ne samo hipo-
vec i hiperleptinemija mogu negativno da uti€u na reprodukciju domacih Zivotinja,
uklju€ujuci krave [122].

Promene koncentracije leptina u plazmi peripartalnih mle¢nih krava
merene su tokom perioda od 35. dana pre do 56. dana posle teljenja. Koncentra-
cija leptina u plazmi bila je najve¢a tokom kasne faze graviditeta i smanijila se za
oko 50 posto posle teljenja. Koncentracija leptina u plazmi ostala je niska tokom
rane laktacije i pored postepenog poboljSanja energetskog statusa Zzivotinja.
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Odgovarajuée promene dogodile su se u velikoj koli¢ini iRNA za leptin u supku-
tanom belom adipoznom tkivu. Postpartalno smanjenje leptina u plazmi bilo je
posledica negativhog energetskog bilansa zato $to je leptin plazme ostao visok
kod krava koje nisu muzli posle porodaja. Koncentracija leptina u plazmi bila je u
pozitivnoj korelaciji sa plazma koncentracijama insulina i glikoze i u negativnoj ko-
relaciji sa plazma koncentracijama hormona rasta i neesterifikovanih kiselina [13].
Postoji ogranien broj podataka o meduodnosu izmedu nivoa leptina u krvi i post-
partalnom nastavku cikli¢ne funkcije jajnika kod mle¢nih krava [72, 67]. Koncen-
tracije leptina u plazmi kod 20 visoko-mle¢nih krava hol$tajn rase drzanih pod
uzornim uslovima smanijile su se posle porodaja, dostigle najnizi nivo 10,1[2,2
dana posle teljenja, a zatim su se povecale i postale stabilne blizu vremena prve
ovulacije 25,9[2,0 dana. Interval od teljenja do prve ovulacije je bio u znacajnoj
korelaciji sa intervalom od porodaja do najnizeg nivoa leptina, ali nije bio u korela-
ciji sa vrednostima leptina pre porodaja, pre i/ili posle ovulacije [72]. Drugo is-
traZivanje [67] ukljucilo je dva razli¢ita eksperimenta koji su obavljeni sa velikim
komercijalnim mle¢nim stadima. Nivoi postpartalnog leptina kod krava koje su re-
dovno nastavile cikli¢nu funkciju jajnika u 35 dana od teljenja uporedeni su sa
onima kod kojih je odloZeno pojavljivanje cikliénosti (posle 35 dana). Procenat za
drugu grupu bio je 31 posto u eksperimentu 2, a 65 posto u eksperimentu 1,
mozda zbog prejake ishrane ovih krava pre porodaja. Odmah posle teljenja, kon-
centracije plazma leptina, kao i ocena telesne kondicije bili su skoro isti, bez ob-
zira na buduce trajanje postpartalne acikli¢nosti. Kod krava u eksperimentu 1
nivoi plazma leptina su varirali u Sirokom rasponu sa srednjom vredno$¢u od oko
4 ng/ml prvih jedan do tri dana posle teljenja. Ostali su nepromenjeni do pete
sedmice kod krava koje su ovulirale 35. dana, a smanjeni kod onih krava sa
odlozenim pocetkom cikliCnosti. Kod krava u eksperimentu 2, nivoi leptina prve
sedmice bili su nizi i manje promenljivi od onih iz eksperimenta 1. Tokom druge i
trece sedmice, uo€eno je blago povec¢anje promena u leptinu kod krava koje su
nastavile ovarijalnu cikli¢nost u okviru 35 dana, dok su nivoi leptina ostali ne-
promenjeni kod onih krava sa odlozenim pojavljivanjem ciklicnosti. Do pete
sedmice, ova tendencija je rezultirala potpuno istim vrednostima leptina kao i kod
eksperimenta 1, sa znac¢ajnim razlikama izmedu srednjih vrednosti grupa i pete i
desete sedmice. U ranim sedmicama laktacije ocena telesne kondicije i telesne
mase znacajno su se smanjile kod svih Zivotinja, ali je ovo smanjenje bilo oCigled-
nije kod krava kod kojih je odlozeno javljanje cikliCnosti. U oba eksperimenta,
krave sa odloZzenom pojavom ciklicnosti najceS¢ée su imale nize koncentracije
glikoze, ukupnog holesterola, nivoa insulina, IGF-1 i T5 i viSe koncentracije nees-
terifikovanih masnih kiselina i JOH-butirata, nego one krave koje su ovulirale u
okviru 35 dana, mada su ove razlike bile zna¢ajne samo tokom prvih sedmica
uzorkovanja i bile su izraZenije u eksperimentu 1. Nivoi leptina ustanovljeni u
razli¢itom vremenu posle teljenja bili su u snaznoj pozitivnoj korelaciji jedni sa dru-
gima, i u korelaciji sa ocenom telesne kondicije odmah posle teljenja i kasnije
ponovo tokom desete sedmice, ali ne i pete sedmice. Blaga do umerena pozitivha
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korelacija leptina sa insulinom i blaga negativna korelacija sa plazma metaboli-
tima koji se direktno odnose na energetski disbalans (neesterifikovane masne
kiselina i OOH-butirata) uoceni su od druge sedmice (ali ne u prvih nekoliko dana
posle teljenja). Iz ovih podataka moze da se zakljuci da kod postpartalnih mle¢nih
krava nivo leptina u plazmi moze da uti¢e na nastavak ciklicne funkcije jajnika u
prvim sedmicama laktacije, ali taj uticaj moze da bude samo kao podstrek (na
primer, minimalna koncentracija iznad pretpostavljenog praga izgleda da je pre-
duslov za pojavu cikli¢nosti). Moglo bi da se pretpostavi da su nizi, nego obi¢no,
nivoi insulina, IGF-1, leptina i mozda T3, nepravilan odnos insulin:hormon rasta i/ili
njihova kombinacija, mogu da budu ¢inioci koji obavestavaju osovinu hipotala-
mus — predniji rezanj hipofize — jajnik o trenutnom nutricionom statusu i sadrzaju
telesnih masti. Ovaj signal na hipotalamo-hipofiznom nivou ostvaruje se kao
pulsna frekvencija bazalne sekrecije GnRH/LH koja je niza od normalne.

Faktori koji utiéu na plodnost postpartalnih mleénih krava koji
su povezani sa energijom

Izgleda da se Stetni efekti negativhog energetskog bilansa tokom rane
laktacije odrazavaju i u smanjenoj plodnosti tokom postpartalnog perioda oseme-
njavanja. U uslovima normalnih mle¢nih stada, direktna procena energetskog
statusa pojedinacnih krava nije moguca, ali promene u oceni telesne kondicije
pruzaju indirektnu ocenu. Sa ve¢im gubitkom telesne kondicije, i smanjenje ste-
pena koncepcije je sve izrazenije [15]. Krave koje gube jednu ili viSe jedinica
ocene telesne kondicije (na skali od 5) tokom rane laktacije imaju najvedi rizik ni-
ske plodnosti sa uspehom koncepcije od 17 do 38 posto. Nedavnim istrazivanji-
ma je ustanovljeno da su krave ocenjene sa izrazenim gubitkom telesne kondicije
(01,25 jedinica) imale samo upola moguc¢nosti za oplodenje kod prve vestacke in-
seminacije, nego krave sa skromnijim smanjenjem [50]. Nedavna velika studija je
ukazala da krave sa ocenom telesne kondicije od 3,0 imaju najve¢e moguénosti
da koncipiraju pri prvom vestatkom osemenjavanju [81].

» Odlozena pojava cikli¢nosti jajnika

lako se smanjena plodnost kao posledica negativhog energetskog
bilansa tokom rane laktacije moze da objasni produzenom acikli¢no$¢u kod 30
do 36 posto krava [66, 68, 133, 107, 113, 71], naSe razumevanje veza izmedu
negativhog energetskog bilansa i suboptimalnih rezultata koncepcije kod ovula-
tornih krava ostaje prilicno spekulativno. Jedna vazna veza izmedu negativnog
energetskog bilansa i smanjene plodnosti je izgleda kroz pomenute efekte na po-
javu prve ovulacije posle porodaja. Postoji mnogo podataka o pozitivhom odnosu
izmedu rane pojave ovulatornih ciklusa i povec¢anog oplodenja kod vestatkog
osemenjavanja. Krave koje ostaju bez ovulacije duze od 35 do 50 dana tokom lak-
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tacije imaju znacajno manje izgleda da ostanu steone tokom laktacije i bice
isklju¢ene iz proizvodnje [68, 22, 42, 20, 29].

» Bakterijske komplikacije involucije uterusa

Prihvataju¢i opStu korist ranog povratka na ovarijalne cikluse posle
oplodenja, treba obratiti paznju na interakciju sa zdravljem uterusa. Krave koje
radaju viSe od jednog teleta i ovuliraju pre 21. dana posle teljenja pokazale su
slabije proizvodne rezultate od onih krava koje ovuliraju kasnije uz visoko po-
javljivanje perzistentnih zutih tela [123]. Veruje se da je perzistentno zuto telo re-
zultat infekcije uterusa i njihova pojava kod mle¢nih krava je pove¢ana poslednjih
godina [111]. Takode je uoCeno vece pojavljivanje nepravilno skracenih faza
zutog tela [65]. Dokazi o infekciji uterusa i endometritisu jasno su povezani sa
smanjenim oplodenjem posle vestatkog osemenjavanja i moraju da se posma-
traju kao deo sveukupnog trenda ka manjoj plodnosti visoko mle¢nih krava [65,
81, 71, 84].

« Uticaj nivoa progesterona u cirkulaciji kod ve¢ cikli¢nih krava

Period pre inseminacije

Jo$ jedna vazna veza izmedu negativhog energetskog bilansa i plod-
nosti je preneti efekat na koncentracije progesterona u plazmi. Tokom prva dva do
tri postpartalna ovulatorna ciklusa najvisi nivo progesterona se povec¢ava u krvi od
jednog ciklusa do drugog [68, 142, 136, 133], a tokom prvih sedmica laktacije ste-
pen ovog povecéanija progesterona je smanjen ili ga je ublazio negativan energet-
ski bilans [142, 130]. Krave sa najizrazenijim negativnijim energetskim statusom
tokom prvih 9 dana posle porodaja jo$ uvek su imale smanjene nivoe proges-
terona u plazmi tokom tre¢eg estrusnog ciklusa [142] u odnosu na pocetak
perioda osemenjavanja. Koncentracije progesterona u plazmi kod krava odabra-
nih zbog visokog prinosa mleka bile su 25 do 50 posto nize tokom druge i tre¢e lu-
tealne faze nego kod krava iz kontrolne proizvodnje [82].

Postovulatorno povecanje progesterona kod osemenjenih krava

Sposobnost za proizvodnju i odrzavanje optimalnih koncentracija
progesterona vazna je za plodnost zbog regulatornog efekta ovog hormona na
funkciju endometrijuma [120]: ustanovljeno je da je plazma progesterona visi 4 do
7 dana posle vestackog osemenjavanja kod krava koje su gravidne, nego kod
onih krava koje nisu [1, 21].

Rana stimulacija progesterona (do 5. dana posle fertilizacije) menja
endometrijalnu sekreciju i ubrzava razvoj ploda [46]. Nasuprot tome, manja
brzina porasta postovulatornog progesterona tokom Cetvrtog do petog dana
dovedena je u vezu sa smanjenom plodnoscu [121, 21] i smanjenim rastom em-
briona do 16. dana [86]. U ovo kriticno vreme za majCino prepoznavanije
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trudnocée, nedovoljno razvijen embrion izaziva nedovoljne koli¢ine interferona-0
da bi inhibirale uterini luteoliticni mehanizam, oslobadanje PGF, stimulisano
preko oksitocinskog receptora [85], koje samo postaje jace sa nizim progestero-
nom u cirkulaciji [78]. Osim toga, odloZeno poveéanje lutealnog progesterona
oko Cetvrtog do petog dana moZe da omoguci prepoznavanije trudnoce i pro-
duZenu lutealnu funkciju, ali i rani prekid trudnoc¢e zbog toga Sto je oStecen
embrion tokom razvoja [80].

Jo$ uvek nije utvrden fizioloSki mehanizam kojim se negativni energet-
ski bilans rano u postpartalnom periodu pripisuje smanjenoj proizvodnji proges-
terona dva meseca kasnije. Britt [15] izneo je hipotezu da na ovarijalne folikule
Stetno utiCe izlaganje negativnom energetskom bilansu tokom ranog rasta i raz-
voja i da bi ovulacija o$te¢enih folikula mogla da uzrokuje nizu sekreciju progeste-
rona. Ova hipoteza bi mogla da objasni shemu koncentracija progesterona u
plazmi kod krava u fazi laktacije, ali moraju da se uzmu u obzir i efekti ishrane na
eliminisanje progesterona [64]. Kod ovaca, visok unos energije kroz obrok po-
vecava metaboli¢ko eliminisanje progesterona iz krvi kroz jetru [100]. Ustanov-
lieno je da je osnovni protok krvi u jetri kod krava u laktaciji dvostruko veci, nego
kod krava koje nisu u laktaciji i da se ishranom naglo povecéao za 20 do 30 posto
[146]. Visok protok krvi u jetri rezultirao je povecanim katabolizmom steroida i 25
posto nizim koncentracijama 17Festradiola i progesterona u plazmi tokom es-
trusnog ciklusa, a to je dovedeno u vezu sa ve¢om pojavom degenerativnih em-
briona petog dana. Tokom rane laktacije, ukupno uno$enje hrane kod mlecnih
krava dvostruko se povecava do pocetka perioda osemenjavanja [9]. U ovakvoj
situaciji, poviseno eliminisanje progesterona usled visokog dijetetskog unosa (i
energije i proteina) moze da bude kombinovano sa prenetim efektima negativnog
energetskog bilansa i da rezultira u nizim koncentracijama progesterona u plazmi
i smanjenoj plodnosti. Uterinska sredina zavisi od progesterona, ali moZze da pos-
tane suboptimalna pod uticajem negativnog energetskog bilansa i pove¢anim
metaboli¢kim eliminisanjem kod visoko mle¢nih krava.

¢ Kvalitet ovocita

Rani postpartalni negativni energetski bilans moze Stetno da uti¢e na
ovocite tokom 80 do 100 dana koji su neophodni za razvoj folikula i time da ima
jos jedan prenet uticaj na plodnost [15]. U nekoliko istrazivanja obavljena je as-
piracija ovocita transvaginalno iz ovarijalnih folikula tokom perioda od 30 do 120.
dana laktacije. Krave koje su jele hranu visoke energetske vrednosti proizvodile
su viSe ovocita, i to boljeg kvaliteta, nego krave koje su imale hranu male energet-
ske vrednosti, ali bilo je samo malo promena tokom perioda sakupljanja kod te
dve grupe [75, 55]. Krave koje su imale jaCi postpartalni negativni energetski
bilans usled jae gojaznosti pre i kod teljenja proizvele su ovocite sa nizom spo-
sobnos§cu za razvoj posle in vitro sazrevanja i fertilizacije, u poredenju sa kontrol-
nim kravama tokom perioda od 80 do 120 dana laktacije [76]. Dalji dokazi o jo$
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viSe produzenom uticaju na razvoj ovocita mogu da se nadu u radovima Snijdersa
i sar [124, 125]. Krave visoke genetske vrednosti davale su ovocite sa manjim po-
tencijalom za razvoj nego krave srednje genetske vrednosti u toku srednjeg
perioda laktacije (125-229. dana). Razlike u prinosu mleka nisu uticale na razvoj
embriona, ali brzina formiranja blastocista bila je smanjena kod krava sa niskom
ocenom telesne kondicije (1,5-2,5). Krave visoke genetske vrednosti imale su
manju ocenu telesne kondicije od onih krava srednje genetske vrednosti. Pred-
loZzeno je da je manje uspesna fertilizacija kod krava visoke genetske vrednosti
pre rezultat loSeg kvaliteta ovocita, nego trenutnog nivoa bilo kod parametra me-
tabolizma izmerenog u vreme ve$tatkog osemenjavanja. Sve u svemu, ova
iskustva sugeriSu opstestetan uticaj statusa smanjene energije tokom laktacije na
razvoj ovocita, ali ostaje nejasno da li su takvi efekti ograni¢eni u odnosu na vreme
koje je potrebno da se folikul razvije.

Zakljucak / Conclusion

Reproduktivni rezultati mle¢nih krava smanjivali su se tokom posled-
njih nekoliko dekada u odnosu na impresivna povecanja prinosa mleka. Zahtevi
metabolizma kod visoke proizvodnje mleka rezultiraju ve¢im negativnim energet-
skim bilansom tokom koga su nivoi glikoze, insulina, IGF-I, leptina i T5 u krvi uglav-
nom smanjeni, dok se sadrzaj triacilglicerida u jetri i koncentracije neesterifikova-
nih masnih kiselina (i mozda [OH-butirat) u plazmi povecavaju. Negativan ener-
getski balans i njegove konsekvence po metabolizam povezane sa postpartalnim
razvojem folikula i prvom ovulacijom, variranju koncentracija progesterona u
plazmi, ko€e razvoj ovocita, Sto uzrokuje smanjenu plodnost. Plodnost mle¢nih
krava odrazava kumulativni efekat metabolic¢kih, endokrinih i zdravstvenih kom-
ponenti koje su modifikovane i prenaglaSene selekcijom za visok prinos mleka,
kao i izvesnim bolestima (bakterijske komplikacije involucije uterusa, mastitis).
Izgleda da je energetski balans najvazniji Cinilac, ali kompleksne interakcije svih
ovih &inilaca moraju da se uzmu u obzir i kontroliSu ukoliko zelimo da poboljSamo
nase razumevanje i da razvijemo nove strategije za poboljSanje plodnosti.

PYCCKUA

NOCNEPOAOBOE NMPOAOJKEHME UMKNNYECKOW ®YHKLIUN SSIUYHUKOB,
NEPBbIA 3CTPYC M NOBTOPHOE OMNJ1I0O4OTBOPEHUE N UX OTHOLLEHUE K
METABOJIU3MY SHEPIUM Y BbICOKO MOJIOYHbIX KOPOB

Gy. Huszenicza, M. Kulcsar, L. Katai, O. Balogh, X. LlamaHu, U. UBaHOB

B ucTeKLMX HECKOSIbKO AEeCATUNETUN 3eMeHeHO NOCTOSIHHOE YBennyeHue
cpefHero npov3BoACTBa MOTOKA Yy MOMOYHbIX KOPOB KPYroMm Mupa. B To >ke camoe Bpewms,
MeXay TeM, 3aMe4YeHO ApaMMaTUHeCKoe YMEHbLUEHWE PenpoLyKTUBHBLIX Pe3ybTaToB.
OTa TEeHAEHUMs] MpunucaHa YBENMYEHHOMY SIBIEHWIO GaKTepuarbHbIX OCIDKHEHWIA B
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TeYeHVe MHBOMIOLMM MaTKWM, CITIOBHO M 60MbLIOM Yncne ANCAYHKUMA AMHHUKOB B Nocne-
pogoBom nepuoge. Llenb aTon paboTbl paccMOTpeTb (U3MONOrMI0 U NaToNornio 3Toro
OPYroro siBfieHNs, 3TOro AeNCTBUTENIbHO KOMMMEKCHOro heHoMeHa. lNMutatenbHas oc-
HOBa 3TOro NPOLIECCa, TO HY>XXAbl BbICOKO MOJIOYHBIX KOPOB PE3KO M3MEHSAKOTCS NOCIIE PO-
[0B, KOrZja AHEBHON BbIXO MOJIOKa PE3KO YBENUYMBAETCS, a NocneaoBaTesnbHbIi OTpu-
LaTenbHbI aHepreTudeckumii 6anaHc O3b npogomkaeTca Ha 10-12 Hegenb. B koHTekcTe
BbICOKOW r€HETUYECKON CTOMMOCTM MOJIOHHbIX KOPOB, nocnepogoBoi (np)O3b pasHuua
cpeay AMeTeTMYecKoro BHOCA UCMOb3YEMOW 3HEPrM U NOTPEONEHNSA SHEPTUN OIS CO-
Oep>XXaHna Maccbl Tena u cuHTesa monoka. B npuHumne, aTo dmsmonornveckuin peHo-
MEH, KOTOPbI MeXAy TeM, MOXET ABMATbCA pPe3y/ibTaToM B 60/1ee NN MeHee TSHKENbIX
paccTponcTBax kak B MeTabonmame Tak U B PenpoAyKLUUK, U TaK MOXET NPUBECTU U J0
60nbLMX (PUHAHCOBBIX YOLITKOB B COBPEMEHHOM npouadsoacTee monoka (Rkkwamsuk n
coTp., 1999. r.). B nepBbix 3-4 Hegenu nocne tenexHnsi, OGb B BbICOKOM KOpPensymumn n ¢
BbIXOAOM MOJIOKAa U C MHTEPBaJIOM A0 NepBon oBynAumn. Benepcrtemne atoro, 4To noka-
3aH0, YTO YMCMO OBYNSATOPHBIX 3CTPyasibHbIX LUMKIIOB, npeabiaywme ocemeHeHuto (OC)
BIIUSIET Ha CTENeHb 3a4aTtus, ANIMHA Np MHTepBana A0 NepBoi OBynAuMM obecnevmBaeT
BaXKHbIV napameTp Ans ouyeHkn adhcpekta O3B Ha penpoayKTuBHble pedynbTtaTsl (Butler,
2000 1 2001).

KntouyeBble CroBa: BbICOKO-MOJIO4HbIE KOPOBLI, METaboIM3M aHepru, nocse poaos,

UMKnInYeckas OyHKLUUS SUHHMKOB, NePBhbI 9CTPYC, MOBTOPUTENbHOE
onnoAoTBOpPeHue
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POSTPARTUM RESUMPTION OF CYCLIC OVARIAN
FUNCTION, FIRST ESTRUS AND RE-CONCEPTION AND
THEIR RELATION TO ENERGY METABOLISM IN

HIGH-PRODUCING DAIRY COWS.’

Gy. Huszenicza, M. Kulcsar, L. Katai, 0. Balogh, H. Samanc, I. Ivanov™

*

In the last few decades a continuous increase was observed in
average milk production of dairy cows all over the world. Simultane-
ously, however, a dramatic decrease was seen in reproductive per-
formance. This tendency is attributed to the increased incidence of
bacterial complications in uterine involution, as well as to the high oc-
currence of ovarian malfunctions in the postpartum period. The aim of
this paper is to review the physiology and pathology of the latter, really
complex phenomenon. The nutritional basis of this process, that the re-
quirements of high-producing dairy cows shift abruptly after parturition
as the daily milk yield rapidly increases and the ensuing negative en-
ergy balance (NEB) will extend 10-12 weeks. In the context of the high
genetic merit dairy cow, the pp NEB is the difference between the die-
tary intake of utilizable energy and the expenditure of energy for body
mass maintenance and milk synthesis. In principle, it is a physiological
phenomenon, which may, however, result in more or less severe disor-
ders in both the metabolism and reproduction and so it may lead to
great economic losses in modern dairy practice [112]. In the first 3-4
weeks after calving the NEB is highly correlated with both milk yield
and the interval to first ovulation. Because the number of ovulatory es-
trous cycles preceding the insemination (Al) has been shown to influ-
ence the conception rate, the length of the pp interval to first ovulation
provides an important parameter for assessing the effect of NEB on re-
productive performance [19, 20].

Key words: high-producing dairy cows, energy metabolism, post
partus, cyclic ovarian function, first estrus, re-conception
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The pathophysiology of negative energy balance in postpartum
dairy cows

¢ Increased lipid mobilization and its consequences

During the period of NEB high-producing cows have to mobilize their
body reserves, first of all their subcutaneous lipid stores (increased or forced lipid
mobilization, FLM). Generally the animals overfed before calving [body condition
score (BCS) at calving: [B.75] are in the most endangered position (fat cow syn-
drome). The rapid reduction in body weight (BW) and BCS are the most obvious
clinical symptoms of FLM. As an early consequence, a sharp elevation can be
seen in circulating levels of non-esterified fatty acids (NEFA), which is followed —
quite frequently, but not in all of the cases — by increased production of [IOH-
butyrate (BHB) and other ketone bodies (hyperketonaemia). Simultaneously lip-
ids, mainly triacylglicerols (TAG) are accumulated in the liver (fatty liver disease).
The moderate to severe forms of fatty liver (fat content: (20 %) may result in well-
defined disorders in hepatocellular functions (gluconeogenesis, cholesterol, bile
acid and bilirubin metabolism, inactivation of steroid hormones and insulin, syn-
thesis of certain apolipoproteins and the 25-hydroxylation of cholecalciferol). The
clearance of bromosulphothalein becomes markedly slower and the concentra-
tions of total bilirubin and total bile acids in plasma are positively correlated with
the degree of fatty infiltration in hepatocytes. Simultaneously hypoalbuminaemia,
obviously reduced levels of very low density lipoproteins and low density lipopro-
teins, furthermore lower than normal concentrations of all the lipoprotein-
transported substances (total cholesterol, TAG, B-carotene and tocopherol) can
be detected in the peripheral blood. Although the membrane damaging effect of
fatty infiltration is not obvious, moderate increases are usually observed in serum
activities of aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase and lactate dehy-
drogenase. In the more severe forms of hepatic lipidosis the hepatocellular detoxi-
fying capacity of ruminal ammonia as well as of endotoxin absorbed from the gas-
trointestinal tract or liberated from any endotoxin-mediated diseases including the
acute putrid (endo)metritis (APE), or certain forms of mastitis is diminished. Also
the impairment of the immune system has been reported to occur, which is known
to make the affected individual susceptible to bacterial complications of uterine in-
volution (APE), as well as to mastitis. The FLM-induced biochemical changes pre-
dispose the cow for retained fetal membrane, milk fever, and displaced abo-
masum, as well as for various forms of ketosis. This latter disease is a direct conse-
quence of NEB and FLM. The liver markedly increases its NEFA uptake from the
blood. These fatty acids are either esterified to TAG, or converted into acetyl-CoA.
Whether this acetyl-CoA is introduced into the Kreb's cycle depends on the avail-
ability of oxaloacetate, which is predominantly delivered from gluconeogenetic
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precursors such as propionate, pyruvate, glycerol, or certain amino acids. If the
supply of these precursors is inadequate, as can occur frequently during NEB, the
availability of oxaloacetate for introducing acetyl-CoA into the Kreb's cycle de-
creases. The excess acetyl-CoA is then used for ketogenesis and the cow can de-
velop subclinical or clinical forms of ketosis. An inadequate supply with gluconeo-
genic precursors seems to be the core event in this process [94, 95, 44, 45, 57, 54,
59, 106, 56, 28, 77, 49, 105, 89, 48, 144, 5, 16, 88, 139, 73, 137, 112, 113].

* The endocrinology of negative energy balance

The pp NEB can induce marked endocrine changes, which are known
as important factors in regulation of FLM. Beside the involvement of chatecola-
mines, elevated glucagon and decreased insulin concentrations characterize the
earliest changes, whereas the growth hormone (GH) level remains unchanged or
perhaps slightly increases. Simultaneously the GH-induced hepatic insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) liberation and the glucagon-induced insulin responsive-
ness of pancreatic p-islets are diminished and certain tissues lose their insulin
sensitivity. All these endocrine events can shift the metabolism from an anabolic to
the catabolic state [110, 109, 61, 130, 128, 90, 30, 58, 60, 136, 39, 115, 148, 50,
134, 108]. This metabolic shift may be amplified by the endocrine consequences
of a simultaneous endotoxin exposure [38, 37, 70]. The peripheral tissues try to fit
their current local energy metabolism to this new, NEB-induced catabolic condi-
tion through increasing the capacity of an inactivating [3,3',5-triiodothyronine
(rT3) producing] path of thyroid hormones [thyroxin (T,) and 3,3',5-triiodothy-
ronine (T3)]. So although the thyrotropin releasing hormone (or thyrotropin) in-
duced T, response of the thyroid gland is only slightly altered, obviously de-
creased T, and T3 levels and elevated rT; concentrations are reported to occur in
the peripheral blood [26, 17, 101, 103, 109, 140, 141, 58, 99, 138]. The involve-
ment of adrenocortical function / cortisol production was also supposed a long
time ago, however, since then no existing experimental evidence has been found
to confirm this hypothesis. Recently, the research on regulation of feed intake and
energy metabolism has been focused on the supposed role of leptin. This newly
identified 16 kDa cytokine like protein hormone is secreted mainly by the adipose
tissue, and is believed to act through hypothalamic nerve centers in mediation of
neuroendocrine responses to energy supply or deprivation. It may signal nutri-
tional status perhaps also for the peripheral organs. This hormone is one of the
primary agents communicating information about the level of peripheral energy
stores to brain regions concerned with orchestrating feeding behavior, metabo-
lism, and endocrine function so as to maintain energy homeostasis [150, 43, 68,
63]. In mice, rats, humans and also in ruminants and pig its circulating concentra-
tion may vary directly with changes in BW and percentage of body fat and leptin
contributes to the regulation of body fat content. Insulin, glucocorticoids and en-
dotoxin exposure may increase its gene expression and/or plasma level, whereas
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leptin can directly inhibit cortisol synthesis by adrenal cells. So leptin and cortisol
interact in a negative feedback loop. The 24-h incubation with T3 (but not with T,)
significantly increased the expression of leptin mRNA and the levels of secreted
leptin in adipocyte cultures. The leptin liberation from adipocytes is down-re-
gulated by adrenergic stimulation and it is also supposed to interact with growth
hormone and IGF-I secretion [27, 24, 62, 63, 8, 7, 41, 74, 25, 69]. Multi-species,
and later species-specific assay systems allowing the exact quantification of
plasma leptin in various domestic mammals were developed only in the late nine-
ties and at the beginning of this decade. Since then an increasing body of informa-
tion has been available suggesting that leptin may be associated with NEB also in
ruminants including cattle [14, 24, 92, 4, 31, 36, 72, 13, 25, 69].

Ovarian function and negative energy balance in postpartum
dairy cows

* Resumption of regular follicular growth. Onset of ovarian cyclicity

In almost the entire non-suckling dairy cows the FSH concentrations
in plasma increase to peak values on d 4-5 after calving. This first FSH peak is fol-
lowed immediately by the initiation of the first pp follicular wave producing the first
dominant [>9 mm] follicle (DF). Subsequently the regular formation of new FSH
waves followed by growing of new follicular cohorts and producing new DF-s is re-
ported to proceed despite the average NEB of -7.5 Mcal/day during the first 3-
week period after calving [10]. It appears that the initiation of follicular waves in
early pp cows is unperturbed by NEB and occurs in response to the re-esta-
blishment of periodic FSH surges synchronized only by the end of gestation and
parturition. During the NEB in early weeks of lactation LH, but not FSH appears to
be deficient. Therefore regular onset of FSH dependent follicular growth seems to
be insensitive to NEB [79, 116, 104, 10, 12]. The steroidogenic capability of the
first DF formed during the second week after calving, as well as the factors influ-
encing its fate, however, require further studies.

Three patterns of pp follicular development based on the fate of the
first DF have been described [116, 104, 10, 11, 12]: (1) ovulation of the first-wave
DF; (2) development of a first-wave anovulatory DF followed by (several other) ad-
ditional waves of follicular development before the first ovulation; (3) development
of a first-wave DF that becomes cystic. Patterns 1 (ovulatory) and 3 (cystic) are
characterized by development of 17}estradiol (E,) producing (estrogen-active)
DF, whereas pattern 2 is characterized by growth of DF that produce only low pe-
ripheral concentrations of E, and become atretic. In the case of pattern 1 the ovar-
ian activity becom cyclic after the ovulation of the first-wave DF. Patterns 2 and 3
may be repeated several times, so both the regression of the (first-wave and sub-
sequent) DF(s) and the formation of anovulatory cysts can prolong the interval to
first pp. ovulation (pp. acyclic period). Since the early eighties it has been widely
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accepted that the EB is one of the most important factors influencing the duration
of this acyclic period: in non-suckling dairy cows the first pp. ovulation takes place
on about the 10" d after the nadir of NEB [18, 22].

There are only few studies available in literature which examined the
direct relationship between NEB and follicular dynamics in pp. dairy cows. Lucy et
al. (1991) demonstrated that the number of class 3 (10-15 mm in diameter) — but
not of the classes 1 (3-5 mm) and 2 (6-9 mm) — follicles increased with more posi-
tive energy balance (EB) before d 25 after calving. This observation suggests that
as cows improve in EB, the movement of smaller follicles into larger size classes is
enhanced. During the first pp follicular wave (d 8-14 after calving) in cows receiv-
ing three levels of dietary fat, the number of class 1 and class 2 follicles was not
correlated with EB during either the 15t or 2" wk pp, regardless of diet [11]. The
development of a DF in pp dairy cows is tolerant to NEB. However, several studies
demonstrated that the ultimate diameter and E, production of DF are influenced
by metabolic factors: both of the size of DF and the E, level in plasma increased af-
ter EB improved from its most negative level [10, 11].

* Metabolic and endocrine signaling mechanisms

The effect of NEB on the time of the first pp ovulation was confirmed a
relatively long time ago [18, 22]. However, the physiological signaling mecha-
nisms informing the hypothalamus - anterior pituitary - ovary (HPO) axis on the cur-
rent stage of EB have remained open for a while, and perhaps some details are
questionable even nowadays. The restricted energy intake did not alter the pitui-
tary GnRH receptor density in pp cows [96], but dietary energy restrictions were
followed by both decreased [114] and increased [145] responsiveness to exoge-
nous GnRH. The loss of pulsatile LH secretion was shown to result from prolonged
inadequacy of energy supply in both of suckling beef cows, and non-suckling
dairy cows [79, 23, 102]. Up to now it has been widely accepted that the re-
establishment of a pulsatile LH secretion pattern conducive to preovulatory fol-
licular development and function is a key event in the return of ovarian cyclicity in
pp dairy cows experiencing NEB [12]. It appears, that pp recovery of pituitary LH
content and responsiveness to GnRH is complete by d 10 after calving in dairy
cows, and available evidence across species suggests a predominantly hypotha-
lamic locus for the primary effect of decreased energy intake [96, 117]. In the early
weeks of lactation the reduced activity of the GnRH pulse generator in pp dairy
cows is expressed as reduced pulsatile LH support of follicular steroidogenesis
necessary for induction of a preovulatory like LH surge and subsequent ovulation.
However, a seemingly low LH pulse frequency (2 pulses per 6 h) is apparently
adequate to sustain the morphological development of DF by the 2" wk pp. This
observation is consistent with the growth and differentiation of competent DF-s
during the mid-luteal phase of the bovine estrous cycle when the LH pulse fre-
quency is low [33].
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Studies investigating the potential metabolic signals for the HPO axis
have been focused primarily on blood metabolites (NEFA, glucose) and meta-
bolic hormones (insulin:GH ratio, insulin, IGF-I) known to fluctuate during altered
states of energy metabolism. Concerning the NEFA and glucose, however, quite
contradictory observations were reported [66, 23, 50]. So it is generally accepted
nowadays that any mechanism coupling metabolic status with HPO has to involve
ultimately a hormonal component [12]. Studies of Beam and Butler [10, 11] con-
firmed the physiological importance of plasma insulin:GH ratio and the day of the
EB nadir, indicating that these hormonal differences in the intermediate pp period
may influence the first wave follicular function. Insulin has been shown to stimulate
follicular cells in vitro also in cows [127] and small increases pp could have impor-
tant effects during the very early stages of follicular development. Circulating con-
centrations of IGF-l and one of its binding proteins (IGFBP-2) in the peri-parturient
period were good indicators of the capacity of energy-restricted cows to resume
cycling after calving [108]. Furthermore, an increased insulin:GH ratio following
parturition may be conducive to greater hepatic IGF-I production [91], resulting in
increased amounts of this growth factor earlier after calving. Although some
seemingly contradictory observations have also been reported in heifers [128],
during the first 2 weeks pp Beam and Butler [10, 11] could detect significantly
higher circulating IGF-I concentration in cows developing E,-active, ovulatory
first-wave DF than in those with E,-inactive anovulatory first-wave DF. In cows the
circulating IGF-I concentrations correlated with IGF-1 levels in the follicular fluid of
large follicles [34]. Both insulin and IGF-I are known to stimulate the in vitro steroi-
dogenesis and proliferation of bovine thecal and granulosal cell cultures [127,
129]. Under in vitro conditions in bovine thecal cells the IGF-I increased the
number of LH-binding sites and enhanced the LH-induced production of andros-
tenedione and progesterone [129]. This finding confirms the in vivo observation of
Beam and Butler [11] demonstrating an apparent relationship between the steroi-
dogenic activity of first-wave DF and circulating levels of IGF-I. In human and por-
cine granulosa cell cultures the T3 could also increase the estrogen-producing
aromatase activity and E, yielding [87, 52, 143, 53]. Up to now there is only one
study evaluating the effect of T; and T, on steroidogenesis of ovarian cells in cat-
tle: Spicer et al. (2001) reported a direct stimulatory effect of T3 and T, on thecal
cell steroidogenesis. The stimulatory effect of T; and T, on androstenedione pro-
duction (i.e., increases to two- to fourfold) was similar to the influence of LH on an-
drostenedione production (i.e. increases to 4- to 9-fold). The stimulatory effect of
T3 was biphasic (i.e., low dose stimulated, high dose had no effect), however the
influence of T, was similar at both doses. In contrast, T inhibited hCG-induced
androgen secretion by porcine thecal cells [53]. Thus, species differences and/or
differences in culture conditions may exist with regard to thyroid hormone regula-
tion of thecal steroidogenesis, as for granulosa cell steroidogenesis. In cattle the
T, was a much weaker (i.e., increase to 1.3-fold) inducer of thecal cell P, produc-
tion than was LH (i.e., increases to four- to ninefold) and its effect was only evident
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at hyperthyroid levels (i.e., 100 ng/ml, but not 30 ng/ml); Tz had no effect on
granulosa and thecal cell P, production in this study (Spicer et al., 2001). The as-
sociation between low E,, negative energy balance, and low T; was also found in
young women distance runners [149]. In contrast, diameters of dominant follicles
from multiparous Brahman cows were not affected by induced hypothyroidism
[32].

Through affecting the hypothalamic GnRH and pituitary gonadotrop
secretions also the /eptin has been reported to influence the genital functions in
rodents, primates and recently also in ruminants. Experiences have confirmed
that this hormone may be one of the long-sought indicators of nutritional status
that allows reproductive processes to proceed. Results in rodents, non-human
primates and also in ewes suggest that the suppression of GnRH / LH during fast-
ing is mediated by central action of leptin in the pituitary or the brain [40, 97, 98,
93, 122]. Moreover, Ahima et al., [2] showed that treatment with leptin accelerates
puberty in normal mice at doses that do not change body weight, and suggested
that actions of leptin to regulate neuroendocrine and reproductive function in nor-
mal mice are not secondary to effects on energy balance. Low leptin induced
markedly increased production of neuropeptid Y (NPY) in the hypothalamus [1],
and increased NPY inhibited the gonadal axis in lab rodents and also in rumi-
nants, so it has been postulated that impaired reproductive function in adverse
metabolic condition such as fasting could be due to excessive hypothalamic NPY
release [47, 118]. Several observations suggest that leptin is an important bio-
chemical message between fat stores and the reproductive axis [1, 6, 2, 41].
Leptin receptors have been detected also in gonads. Under in vitro conditions
leptin has week inhibitory effects on gonadotropin- and/or IGF-Il-induced steroido-
genesis of thecal and granulosa cells [128]. In conclusion, not only the hypo-, but
also the hyperleptinemia can be supposed to have a negative influence on repro-
duction in domestic mammals including cattle [122].

In periparturient dairy cows, changes in the plasma concentration of
leptin have been measured during the period from 35 d before to 56 d after parturi-
tion. The plasma concentration of leptin was highest during late pregnancy and
declined by [650% after parturition. The plasma leptin concentration remained de-
pressed during early lactation despite a gradual improvement in energy balance.
Corresponding changes occurred in the abundance of leptin mRNA in subcutane-
ous white adipose tissue. The pp reduction in plasma leptin was due to the NEB
because plasma leptin remained high in cows not milked after parturition. The
plasma concentration of leptin was positively correlated with plasma concentra-
tions of insulin and glucose, and negatively correlated with plasma concentra-
tions of GH and NEFA [13]. There are only limited data available on the interrela-
tion between circulating leptin levels and pp resumption of cyclic ovarian function
in dairy cows [72, 67]. In 20 high-producing Holstein cows kept under model con-
ditions the plasma leptin concentrations declined after parturition, reached their
nadir on 10.1[R2.2 days after calving, then they increased and became stable near
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the time of the first ovulation on 25.9 [12.0 days. The interval from calving to first
ovulation correlated significantly with the interval from parturition to leptin nadir,
but it was not in correlation with the prepartum, pre- and/or postovulatory leptin
values [72]. The other trial [67] involved two separate experiments, which were
conducted in commercial large-scale dairy herds. The pp leptin levels of cows re-
suming their cyclic ovarian function regularly within 35 days after calving were
compared to those with delayed (after 35 days) onset of cyclicity. The rate of the
latter group was 31 % in the Exp. 2, but 65 % in the Exp. 1, perhaps due to the pre-
partum overfeeding of these cows. Immediately after calving the plasma leptin
concentrations, as well as the BCS of cows were almost the same, regardless of
the forthcoming duration of pp acyclicity. In cows of Exp. 1 the plasma leptin levels
varied within a wide range with a mean of about 4 ng/ml on the first 1-3 days after
calving. Up to week 5 they remained unchanged in cows ovulated within day 35,
but reduced in those with a delayed onset of cyclicity. In cows of Exp. 2 the week 1
leptin levels were lower and less variable than those of Exp. 1. In weeks 2 and 3 a
slightly increasing tendency of leptin pattern was seen in cows resuming their
ovarian cyclicity within 35 days whereas in those with delayed onset of cyclicity
the leptin level remained unchanged. Up to week 5 this tendency resulted in ex-
actly the same leptin values as seen in Exp. 1 with significant differences between
the group means in both of the weeks 5 and 10. In the early weeks of lactation the
BCS and BW decreased significantly in all animals, but this reduction was more
obvious in cows with a delayed onset of cyclicity. In both experiments the cows
with delayed onset of cyclicity were usually characterized by lower glucose, total
cholesterol, insulin, IGF-1 and T3 levels and higher NEFA and BHB concentrations
than those that ovulated within 35 days, although these differences were signifi-
cant only in the early weeks of sampling and were more obvious in Exp. 1. The
leptin levels determined at various times after calving were in strong positive cor-
relation with each other, and correlated with BCS immediately after calving and
later again in week 10, but not in week 5. Mild to moderate positive correlation of
leptin with insulin and mild negative correlation with plasma metabolites related
directly to energy imbalance (NEFA, BHB) were seen from week 2 (but not in the
first few days after calving). Concluding these data in pp dairy cows the plasma
level of leptin may interfere with the resumption of cyclic ovarian function in the
early weeks of lactation, but its influence may be only permissive (e.g. a minimal
concentration above a supposed threshold seems to be the prerequisite of the on-
set for cyclicity). It may be suggested that the lower than normal insulin, IGF-1,
leptin and perhaps T; levels, the incorrect insulin:GH ratio and/or their combina-
tion may be the factors informing the HPO axis on the current nutritional status
and body fat content. At the hypothalamic-pituitary level this signal is realized as
lower than normal pulse frequency of basal GnRH / LH secretion.

16



Vet. glasnik 58 (1 - 2) 9 - 27 (2004) Gy. Huszenicza et al.: Postpartum resumption of
cyclic ovarian function, first estrus and re-conception and their relation to energy ...

Energy related factors influencing fertility in postpartum dairy
cows

The detrimental effects of NEB in early lactation appear to be mani-
fested also as reduced fertility during the pp breeding period. In normal dairy herd
situations direct assessment of energy balance in individual cows is not possible,
but changes in BCS provide an indirect measure. With more extensive loss of
BCS, the reduction in conception rate becomes greater [15]. Cows losing one unit
or more BCS (5 point scale) during early lactation are at the greatest risk for low
fertility with conception rates of 17 to 38 %. Recent studies indicated that cows
with marked losses in BCS (J1.25 unit) were only half as likely to conceive at first
Al as cows with more modest loss [51], and that the conception rate increases 10
% for every unit increase in BCS [135]. A recent large survey study found that
cows with a BCS of 3.0 at the first Al were most likely to become pregnant [81].

* Delayed onset of ovarian cyclicity

Although reduced fertility as a consequence of NEB in early lactation
may be explained by prolonged acyclicity in 30 - 36 % of cows [66, 68, 133, 107,
113, 71], our understanding of the linkage between NEB and sub-optimum con-
ception rates in ovulatory cyclic cows remains rather speculative. One important
link between NEB and lower fertility appears to be through the aforementioned ef-
fects on the timing of first postpartum ovulation. A positive association between
the early commencement of ovulatory cycles and the improved conception rate to
Al is well documented. Cows remaining anovulatory for 35-50 days of lactation
were significantly less likely to become pregnant during lactation and would be
culled [68, 22, 42, 20, 29].

« Bacterial complications of uterine involution

While accepting the general benefit of an early return to ovarian cycles
on fertility, we should be mindful of the interaction with uterine health. Multiparous
cows ovulating before 21 days postpartum exhibited poorer reproductive per-
formance than those ovulating later in association with a high incidence of persis-
tent corpora lutea (CLP) [123]. CLP presumably result from uterine infection and
their incidence in dairy cows has increased in recent years [111]. Also a higher
rate of irregularly shortened CL phases was reported to occur [65]. Evidence of
uterine infection and endometritis are clearly associated with reduced fertility to
Al, and must be considered part of the overall trend for lower fertility in high yield-
ing cows [65, 81, 71, 84].
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* The effect of circulating progesterone level in already cyclic cows

Pre-insemination period

Another important link between NEB and fertility is the carryover effect
on plasma P, concentrations. During the first two or three pp ovulatory cycles the
peak level of P, is reported to increase in the blood from one cycle to the next [68,
142, 136, 133], and in the early weeks of lactation the rate of this P, increase is re-
duced or moderated by NEB [142, 130]. Cows with the most negative energy
status during the first 9 days postpartum still had decreased plasma P, levels dur-
ing their third estrus cycles [142] corresponding to the start of the breeding peri-
od. Plasma P, concentrations in cows selected for high milk yield were 25 to 50%
lower during the second and third luteal phase than in control line cows [82].

Post-ovulatory rise of progesterone in inseminated cows

The ability to produce and maintain optimum P, concentrations is im-
portant for fertility due to the regulatory effect of this hormone on endometrial
function [120]: by 4-7 days after Al the plasma P, was found to be higher in cows
that became pregnant than in non-pregnant cows [1, 21].

Early (by day 5 after fertilization) P, stimulation alters endometrial se-
cretions and advances conceptus development [46]. Conversely, a slower rate of
post-ovulatory P, rise through days 4-5 has been associated with lower fertility
[121, 21] and decreased embryo growth by day 16 [86]. At this critical time for ma-
ternal recognition of pregnancy an inadequately developed embryo produces in-
sufficient quantities of interferon-Cto inhibit the uterine luteolytic mechanism, the
oxytocin receptor stimulated PGF, release [85], which in itself is made stronger
by lower circulating P, [78]. In addition, a delayed rise in luteal P, around days 4-5
may allow pregnancy recognition and extended luteal function, but early termina-
tion of the pregnancy because the embryo has been compromised during devel-
opment [80].

The physiological mechanism by which NEB early in the pp period
translates into reduced P, production two months later has not been established.
Britt [15] hypothesized that ovarian follicles are detrimentally affected by exposure
to NEB during their early growth and development and that ovulation of affected
follicles would lead to lower P, secretion. This hypothesis may explain the pattern
of plasma P, concentrations in lactating cows, however, the effects of dietary in-
take on P, clearance must also be considered [64]. In sheep, high dietary energy
intake increases metabolic clearance of P, from blood by the liver [100]. The
baseline liver blood flow in lactating cows was found to be twice that in non-
lactating cows and was acutely increased 20-30% with feeding [146]. High liver
blood flow resulted in increased steroid metabolism and 25% lower plasma E,
and P, concentrations during the estrous cycle and this was associated with a
higher incidence of degenerating embryos on day 5. During early lactation total
dietary intake in dairy cows increases two-fold by the beginning of the breeding
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period [9]. In this situation increases in P, clearance due to high dietary intake
(both energy and protein) may be combined with the carryover effects of NEB to
result in lower plasma P, concentrations and to reduce fertility. The uterine envi-
ronment is dependent on P,4, but may be rendered sub-optimum by effects of NEB
and increased metabolic clearance in high yielding cows.

* The quality of oocytes

Early pp NEB may adversely impact oocytes during the 80-100 days
required for follicle development and, thereby, exert another carryover effect on
fertility [15]. Several studies have aspirated oocytes transvaginally from ovarian
follicles over the period of 30-120 days of lactation. Cows on high energy diets
produced more oocytes and oocytes of higher quality than cows on low energy di-
ets, but there were only modest changes over the collection period in both groups
[75, 55]. Cows having more severe pp NEB due to over-fatness before and at calv-
ing, produced oocytes with lower developmental capacity following in vitro matu-
ration and fertilization procedures as compared with control cows during the peri-
od of 80-120 days of lactation [76]. Further evidence for an even more prolonged
effect on oocyte development comes from the study of Snijders et al. [124, 125].
High genetic merit cows yielded oocytes with lower developmental potential than
medium genetic merit cows during mid-lactation (125-229 days). Differences in
milk yield did not affect embryo development, but blastocyst formation rates were
reduced in cows with low BCS (1.5-2.5). High genetic merit cows had lower BCS
than medium merit cows. Lower conception rates for the high genetic merit cows
were suggested to be the result of impaired oocyte quality rather than the cur-
rently existing level of any of the metabolic parameters measured at the time of Al
studied. Overall, these experiences suggest a generally adverse effect of reduced
energy status during lactation on oocyte development, but whether such effects
are limited in relation to the time required for follicle development remains unclear.

Conclusion / Zakljuéak

Reproductive performance in dairy cows has declined over the past
several decades in association with impressive increases in milk yields. The meta-
bolic demands of high milk production result in greater NEB, during which blood
levels of glucose, insulin, IGF-I, leptin and T5 levels are generally reduced, while
TAG content in the liver and plasma NEFA (and perhaps BHB) concentrations are
increased. NEB and its metabolic consequences are associated with pp follicular
development and first ovulation, variability of plasma P, concentrations, and im-
pair oocyte development, resulting in decreased fertility. Fertility in dairy cows re-
flects the cumulative influence of metabolic, endocrine, and health components
that have been modified and exaggerated by selection for high milk yield, as well
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as by certain diseases (bacterial complications of uterine involution, mastitis). EB
seems the most important factor, but the complex interactions of all these factors
must be considered and controlled if we are to improve our understanding and
develop new strategies to improve fertility.

Abbreviation key: Al = artificial insemination; APE = acute putrid (endo)metritis; BCS = body condi-
tion score; BHB = fOH-butyrate; BW = body weight; CL = corpus luteum; CLP = corpus luteum per-
sistency; DF = dominant follicle; Es = 17f-estradiol; EB = energy balance; FLM = forced lipid mobili-
zation; FSH = follicle stimulating hormone; GH = growth hormone; GnRH = gonadotrop releasing
hormone; HPO axis = hypothalamus - anterior pituitary - ovary axis; IGFBP-1 to 5 = insulin-like growth
factor binding protein-1 to 5; IGF-I = insulin-like growth factor-I (syn.: somatomedin C); LH = luteiniz-
ing hormone; MRNA = messenger ribonucleic acid; NEB = negative energy balance; NEFA = non-
esterified fatty acids; NPY = neuropeptid Y; P, = progesterone; PGFy,, = prostaglandin Fo,; pp =
postpartum; RFM = retained fetal membrane; rT3 = 3,3',5-triiodothyronine; T3 = 3,3',5-triiodo-
thyronine; T4 = thyroxin; TAG = triacylglicerols
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APOPTOZA KAO NACIN PRIRODNOG ODUMIRANJA CELIJA
JAINIKA
APOPTOSIS AS FORM OF NATURAL OVARIAN CELL DEATH

Anita Radovanovié, Jelka Stevanovi¢, Dusan Gledié™

Medu signale za pokretanje apoptoze u ¢elijama jajnika ubrajaju
se razni hormoni, citokini, odsustvo faktora rasta i drugi. Svaki od njih,
na svoj nacin, pokre¢e apoptozu kao oblik smrti u kome ¢Celija aktivno
ucestvuje tako sto precizno sprovodi genetski programiran sled bio-
hemijskih i morfoloskih promena koje je vode u autodestrukciju. Apop-
toza je fizioloski oblik smrti, pomocéu kojeg se obezbeduje uspo-
stavijanje dinamicke ravnoteZe izmedu proliferacije, diferencijacije i
odumiranja ¢elija jajnika.

Do sada je potvrdeno da u jajnicima apoptozom odumiru foliku-
larne Celije, ovociti, ¢elije klicinog epitela, Celije teke i Zutog tela.
Fizioloska smrt ovih Celija je sastavni deo normalne funkcije jajnika,
kako tokom intrauterinog, tako i za vreme postnatalnog Zivota. Naime,
tokom intrauterinog razvoja jajnika apoptozom odumre oko polovina
od ukupnog broja germinativnih ¢elija (buducih ovocita), a posle rode-
nja njihova populacija postepeno se smanjuje ,,odabirom folikula” koji
¢e nastaviti dalji razvoj (folikulogeneza) i apoptotskim odumiranjem
Celija onih folikula koji ¢e podledi atreziji. Veéina ¢elija jajnika odumire
apoptozom kontinuirano do kraja reproduktivnog perioda Zivota zdra-
vih Zenki, a neke mogu da odumiru, na ovaj nacin, sve do smrti jedinke
(na primer Celije klicinog epitela).

Kljucne reci: ¢elije jajnika, apoptoza

Uvod / Introduction

Apoptoza, kao vid ¢elijske smrti, osnovni je genetski programirani me-
hanizam za kontrolu broja ¢éelija, kojim se uspostavlja dinami¢ka ravnoteza iz-

* Rad primljen za $tampu 2. 2. 2004. godine

** Dr Anita Radovanovi¢, asistent, Katedra za histologiju i embriologiju, dr Jelka Stevanovié,
vanredni profesor, Katedra za fiziologiju i biohemiju, dr Dusan Gledi¢, redovni profesor, Kate-
dra za histologiju i embriologiju, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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medu proliferacije, diferencijacije i odumiranja ¢elija. Apoptoza asinhrono zahvata
pojedinacne c¢elije ili male grupe u okviru istog tkiva. U ovom obliku smrti, ¢elija
aktivno ucestvuje tako Sto precizno sprovodi genetski programiran sled bio-
hemijskih i morfoloSkih promena koje je vode u autodestrukciju. O zna¢aju apop-
toze za homeostazu broja ¢elija najreditije govori to Sto poremecaji ovog prirod-
nog nacina odumiranja ¢elija vode u razvoj autoimunskih, malignih i neurodege-
nerativnih procesa, reproduktivnih i drugih poremeéaja [1, 2, 3].

U cilju odrzavanja homeostaze broja ¢elija na njih neprekidno deluju
mnogobrojni proapoptotski i antiapoptotski faktori. Sposobnost ¢elije da, u zavis-
nosti od svog metaboli¢kog statusa, starosti i faze razvoja, kao i od prirode i vre-
mena pojavljivanja ovih signala, podlegne njihovom dejstvu ili ga uspesno iz-
begne, uvodi je u smrt apoptozom ili joj omogucava da nastavi zapoceti ciklus.
Signal za pokretanje apoptoze je delovanje proapoptotskih faktora i/ili odsustvo
faktora rasta. U opste proapoptotske faktore ubrajaju se razni hormoni, citokini, vi-
rusni proteini, bakterije i njihovi toksini, neki joni, dejstvo umerene radijacije i drugi
[4, 5]. Neki od njih su genotoksicni, drugi deluju preko receptora na ¢elijskoj
membarni (apoptoza indukovana ligandima kao $to su: Fas ligandi, hormoni i ci-
tokini), treci su proteolitiCki enzimi (granzimi i perforini) koji direktno ulaze u ¢eliju
kako bi indukovali njenu apoptozu (slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz nekih od mehanizama aktivacije apoptoze i znaaja mitohondrija
za ovaj proces
Figure 1. Schematic presentation of some mechanisms that activate apoptosis and significance of
mitochondria in this process
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Premda su razlozi za ulazak ¢elija u apoptozu razliiti, posle pokre-
tanja ovaj proces se odvija svojim tokom. Naime, apoptoza zapocinje latencijom,
koja traje razli¢ito (od nekoliko minuta ili sati, do nekoliko dana), u zavisnosti od
vrste signala i tipa ciljne ¢éelije, a ne moze da se prepozna histoloski [6, 7, 8].
Medutim, kako proces odmice, biohemijske promene postepeno uzrokuju mor-
foloki prepoznatljive znake apoptoze u vidu: kondenzacije hromatina (slika 2a),
smanjenja volumena ¢elije, fragmentacije DNK (slika 2b) i pupljenja ¢elijske mem-
brane kako bi se formirala apoptotska telasca (slika 2¢). Ona sadrze delove cito-
sola, jedra, jedarceta i o€uvane ostale organele, zaodenute kompaktnom ¢elij-
skom membranom [6, 7, 8, 9]. Apoptotska ¢elija se konacno raspada na ova
telaSca, koja razni fagociti i okolne celije uklanjaju i razgraduju, a njihove
razgradne produkte koriste za svoje potrebe tako da ne dolazi do razvoja pa-
toloskog procesa [7].

Slika 2. Apoptoza folikularnih Celija jajnika pacova: a. kondenzacija hromatina u obliku
potkovice; b. fragmentacija jedra; c. odvajanje apoptotskih telasaca (metilensko plavo)
Figure 2. Apoptosis of follicular cells of rat ovaries: a. Horseshoe-shaped chromatin condensation; b. nucleus
fragmentation; c. separation of apoptotic bodies (methylene blue)

Odumiranje éelija jajnika apoptozom /
] Ovarian cell death by apoptosis

Neprekidno remodeliranje tkiva, u vidu proliferacije jednih uz apop-
toticne promene drugih ¢elija, zajedno obezbeduju normalan razvoj i funkcioni-
sanje celog zenskog reproduktivnog sistema, a narocito jajnika. JoS u vreme pre-
natalnog razvoja kod Zenki dolazi do uklanjanja Wollfovih kanala upravo apopto-
zom, a posle zavr§ene migracije primordijalnih germinativnih celija iz Zzumancetne
kese i njihovih intenzivnih mitotiCkih deoba, najve¢i deo germinativnih celija uk-
lanja se, takode, apoptozom [10]. Tako se, tokom prenatalnog razvoja eliminiSe
polovina populacije buducih ovocita [11], a preostali deo, koji je inkorporiran u fo-
likule i usao je u prvu fazu mejotiCke deobe do diktiotena, predstavlja maksimalan
broj kojim se raspolaze tokom ¢itavog postnatalnog perioda. Od njih se posle
rodenja, pa sve do kraja reproduktivnog perioda, razvijaju folikuli, od kojih vecina
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podleze atreziji u razli¢itim fazama razvoja (70 do 99,9 posto — u zavisnosti od Zi-
votinjske vrste), dok samo odabrani folikuli ovuliraju [12]. Pitanje ,odabira fo-
likula” u jajniku jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjeno, ali je poznato da se odvija
kroz inicijalni odabir koji podrazumeva prevodenje primordijalnih u primarne fo-
likule, i cikliéni odabir koji se odvija
tokom svakog polnog ciklusa [12, 13,
14]. Cikli€nim odabirom se biraju folikuli
koji prelaze u antralne, od kojih samo
ogranieni broj ovulira, dok ostali
podlezu atreziji tako Sto njihove foliku-
larne ¢éelije odumiru apoptozom (slike 2
3). Fagocitozu ostataka ovocita i apop-
totskih granuloza c¢elija atreticnog fo-
likula uglavhom obavljaju susedne
granuloza ¢elije (slika 2), mada, u tome
mogu da ucestvuju i ¢elije teke, s obzi-
rom da poseduju za to neophodne re-
ceptore [15, 16]. Pri tom veci deo celija
teke atreti€nog folikula hipertrofira u se-
kundarne intersticijalne celije, koje
zaposedaju mesto atreti¢nog folikula, a
ostatak i sam podleze apoptozi [17].
Promene ovocita u toku atre-
zije folikula razli¢ito se tumace. Jedan
broj autora smatra da i ovociti odumiru
apoptozom [10, 18, 19], mada ima i su-
protnih misljenja, po kojima je taj proces
Slika 3. Apoptoza folikularnih Celija atreticnog  specifian i ne odgovara klasicnom opi-
foll:kula /'ajni’ka'pacova (metilensko pfavo) FC - su apoptoze [13, 20, 21]. Osim Celija fo-
folikularne Celije — apoptotsko telasce

Figure 3. Apoptosis of follicular cells of atretic follicle of likula i ée"ja teke atretiCnih folikula jajni-
rat ovaries (methylene blue) FC — follicular cells — ka, potvrdeno je da apoptozom odumiru

apoptotic bodies éelije klicinog epitela iznad preovulator-
nog folikula [22] i ¢elije Zutog tela [23].
O signalima za pokretanje apoptoze u jajniku pod fizioloskim us-
lovima tesko je uprosteno govoriti, jer se delovanje razli¢itin endokrinih, parakrinih
i autokrinih faktora neprestalno preplice.

Znacaj hormona i faktora rasta /
I Significance of growth hormones and factors

Endokrini uticaj ostvaruje se posredovanjem veéeg broja hormona,
medu kojima su: gonadotropini (narocito FSH), estrogeni, androgeni, tireoidni
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hormoni i hormon rasta. Sudbina veéine folikula je atrezija, a samo odabrani
prezivljavaju i ovuliraju, pod prevashodnim uticajem gonadotropnih hormona, a
posebno FSH. Naime, pad nivoa gonadotropina u cirkulaciji, bilo kao posledica
hipofizektomije ili blokade LH/FSH talasa, dovodi do znacajne atrezije folikula [24,
25]. Pri tom se apoptoza izazvana hipofizektomijom moze da ublazi tretmanom sa
FSH [24, 25]. Osim gonadotropina, apoptozu folikularnih ¢elija inhibiraju i estro-
geni, dok se androgeni ponaSaju kao antagonisti estrogena kada je u pitanju
apoptoza folikularnih ¢elija [26, 27]. Uloga tireoidnih hormona u regulaciji rav-
noteze izmedu proliferacije i apoptoze na molekularnom nivou slabo je proucena,
na samo u reproduktivnim, nego i u drugim organima. Premda mehanizam in-
dukovanja apoptoze c¢elija jajnika tireoidnim hormonima nije objasnjen, histo-
loSke i citoloSke analize folikula pacova pokazale su da hipertireoidizam, izazvan
u neonatalnom periodu dozom od 150 ug tiroksina, dovodi do povecanja broja
atreti¢nih folikula [28, 29, 30, 31]. Povecéanje broja atreti¢nih folikula u razli¢itim
fazama folikulogeneze (u jajnicima pacova uzrasta od 15, 30 i 60 dana) dokazano
je kod Zenki pacova €ije su majke u graviditetu i tokom laktacije bile hipotireoidne
[21, 28, 32, 33, 34, 35]. HistoloSka i citoloSka analiza njihovih atreti¢nih folikula
potvrdila je da, kao i kod zdravih pacova, folikularne ¢elije hipo- i hipertireoidnih
pacova odumiru apoptozom [21, 32, 33, 34, 35, 36].

Noviji radovi pokazuju da uticaj hormona na aktivaciju ili inhibiciju
apoptoze nije direktan, ve¢ se uglavnom ostvaruje posredstvom razli¢itih faktora
rasta [37]. Tako su in vitro proucavanja intraovarijalnog signalnog sistema poka-
zala da je nekoliko faktora rasta deo ovog mehanizma. Jedan od njih je i IGF-/ koji,
pored toga Sto ucestvuje u ¢éelijskoj proliferaciji [38], reguliSe i apoptozu u jajni-
cima tako $to inhibira njen razvoj u ranim antralnim i preovulatornim folikulima [39,
40]. Stimulacijom ekspresije IGF-I, uz smanjenje ekspresije nosa¢a ovog fatora
rasta (IGFBPs"), gonadotropini mogu da inhibiraju apoptozu granuloza éelija [41,
42]. Indukcija apoptoze preantralnih i antralnih folikula moze da se postigne, ne
samo padom nivoa IGF-I, ve¢ i pojaanom sintezom proteinskih nosaca koji ve-
zuju ovaj hormon. Tako su Erickson i sar. [43] potvrdili da pojaana sinteza IGFBP-
4, pod uticajem GnRH, moze da indukuje apoptozu folikularnih ¢elija pacova.
Hormon rasta uti¢e na supresiju apoptoze u preovulatornim folikulima, stimulaci-
jom sinteze IGF-I, ali ne i u ranim antralnim folikulima, jer njihove ¢elije poseduju
IGFBPs, koji vezuju ovaj hormon tako da ga ima malo slobodnog, pa je apoptoza
u ovoj fazi razvoja folikula indukovana [44].

Faktori rasta kao $to su EGF™"/TGF™" i BFGF"™"" spre¢avaju apoptozu
u jajniku delujuci preko tirozin-kinaze. Smatra se da nedostatak ovih faktora rasta,
kao i c-kit/KL* vodi u eliminaciju ovocita primordijalnih folikula [45]. U kulturi teka i
*  |GFBPs - proteini nosaci IGF-a.
** EGF - faktor rasta ¢elija epiderma.
*** TGF — transformiSudi faktor rasta.
***¥GF - faktor rasta fibroblasta.

+ KL - Kit ligand.
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intersticijalnih celija tretiranih sa TGFo i TGFB dolazi do apoptoze supresijom
gena za Bcl-, i stimulacijom gena za caspazu-1 [17]. Sa rastom folikula poveéava
se ekspresija subjedinica aktivina, faktora rasta iz familije TGFf koji inhibira apop-
tozu granuloza celija, a maksimalni supresorski efekat aktivin postize u fazi ranog
antralnog folikula [40]. LH inhibira apoptozu granuloza ¢elija preovulatornih fo-
likula tako §to stimuliSe sintezu interleukina 1 [12].

Znacaj Fas receptora i Fas liganda /
Significance of Fas receptors and Fas ligand

Vec je istaknuto da se apoptoza moZe da pokrene i vezivanjem Fas
liganda (FaslL) za Fas receptor, tj. CD95 (slika 1). Tako se aktivira caspaza-8 koja
omogucava oslobadanje citohroma-c iz mitohondrija [1, 8, 46], a podstiCe i kas-
kadu tokom koje se aktiviraju druge caspaze koje indukuju morfoloSke promene
Celije karakteristiCne za apoptozu (slika 1). Postojanje sistema Fas receptor/Fas
ligand izvan imunskog sistema prvi put je ustanovljeno upravo u okviru folikula,
tako Sto je potvrdeno da ovociti eksprimiraju Fas ligand dok folikularne ¢elije
atreti¢nih folikula eksprimiraju Fas receptore [47]. Osim u atreziji folikula, ovaj
sistem ucestvuje i u luteolizi tako Sto sitnije nesteroidogene celije Zutog tela
odgovaraju na delovanje prolaktina eksprimiranjem Fas liganda, dok pod utica-
jem ovog hormona krupnije steroidogene celije ispoljavaju Fas receptore [23].

Znacaj mitohondrija, Bax-proteina i Bcl, proteina /
Significance of mitochondria, Bax-proteins and Bel, proteins

U novije vreme se mitohondrije smatraju centralnim mestom odluke
ulaska ili neulaska u apoptozu svih ¢elija, pa i ovocita [13, 48]. Mnogbrojni radovi
potenciraju zna¢aj mitohondrija u procesu apoptoze [8, 42, 49], upravo zato §to
se posle vezivanja odgovaraju¢eg proapoptotskog faktora (na primer, Bax-pro-
teina) menja vrednost transmembranskog potencijala njihove spoljasnje mem-
brane (slika 1), koja zato menja permeabilitet tako da omoguéava pojacano
oslobadanje kalcijumovih jona, citohroma-c i faktora indukcije apoptoze - AIF*
[42, 49]. Kalcijumovi joni oslobodeni iz matriksa mitohondrija prelaze u citosol i
aktiviraju enzime uklju¢ene u apoptozu (slika 1). Molekuli citohroma-c posle
izlaska iz mitohondrija vezuju se za Apaf-1"* u kompleks koji aktivira caspazu-9
kako bi preko nje pokrenula Citavu kaskadu caspaza (slika 1), dok AIF deluju di-
rektno na jedro, izazivajuci fragmenteciju DNK [7, 8, 9]. Medutim, sve mitohon-
drije ¢elije koja je usla u apotozu ne reaguju na isti na¢in. Naime, ustanovljeno je
da u kulturi granuloza ¢elija u kojoj je indukovana apoptoza izvestan broj mitohon-
drija sadrzi, u proSirenom prostoru izmedu kristi, koli¢inu citohroma-c karakter-

isticnu za povecanu proizvodnju ATP-a. Ovaj nalaz nesumljivo potvrduje znacaj
*  AIF - faktor indukcije apoptoze.
** Apaf-1 - faktor aktivacije proteaza apoptoze.
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respiratornog lanca granuloza celija, kao izvora energije za odvijanje apoptoze
sve do njenih kasnih faza [50].

Navedeni podaci nesumljivo ukazuju na veliki zna¢aj mitohondrija za
pokretanje apoptoze svih ¢elija, pa i ¢elija jajnika [51, 52, 53]. Buduéi da prilikom
oplodenja plod nasleduje sve svoje mitohondrije iz ovocita majke [13, 48], tokom
ovogeneze i folikulogeneze odvija se selekcija ovocita kojom se mladuncima
obezbeduju mitohondrije dobrog kvaliteta, tim pre $to je dokazano da je njihova
DNK znatno podloznija mutacijama od jedarne. Opisani sistem kontrole apoptoze
je narodito znacajan za Zivotinjske vrste koje radaju mali broj mladunaca.

Znacaj mitohondrija za apoptozu potkrepljuju i podaci po kojima je
hipotireoidizam, za koga je potvrdeno da podstiCe apoptotske procese [21, 34,
54, 55], pra¢en promenjenom propustljivoS¢u membrana mitohondrija [56], nji-
hovim uvecéanjem i vakuolizacijom, kao i smanjenjem broja kristi, $to sve zajedno
uzrokuje ulazak ¢elije u apoptozu. Naime, u mitohondrijama nervnih ¢elija hipo-
tireoidnih Zivotinja ustanovljeno je vece prisustvo proapoptotskih Bax-proteina u
odnosu na eutireoidne Zivotinje, kod kojih je njihovo prisustvo ograni¢eno [54,
55]. U prilog ovome su i podaci da se tokom razvoja malog mozga hipotireoidnih
pacova zapazaju promene koje uvode c¢elije u latentnu fazu apoptoze, poput
translokacije citohroma c, AlF-a i sekundarnog aktivatora caspaza poreklom iz mi-
tohondrija - SMAC [55]. Bax-proteini se smatraju odgovornim za pokretanje apop-
toze i u ovocitima, s obzirom da je potvrdeno da transgeni miSevi kojima nedo-
staju geni za Bax-proteine imaju produzen reproduktivni period [19, 57]. Nasuprot
Bax-proteinima koji indukuju apoptozu, Bcl-, proteini, koji su vezani za spoljadnju
membranu mitohondrija, inhibiraju njen razvoj [49]. Najranija ekspresija Bcl-,
gena u okviru jajnika je zapaZena u germinativnim ¢elijama primordijuma gonada
[52]. IstraZivanjima in vitro je ustanovljeno da gonadotropni hormoni preveniraju
apoptozu i atreziju folikula pretezno znac¢ajno redukujuci nivo iRNK za Bax-
proteine, bez promena u ekspresiji iRNK za Bcl-, protein [51].

Znacaj proteina p53 / Significance of p53 protein

Posle prelaska iz citosola u jedro protein p53 se direktno vezuje za
DNK, prepoznaje njena oStecenja i ukoliko se radi o oStecenjima kod kojih je
moguca reparacija zaustavlja ¢eliju u kasnoj G1 fazi ¢elijskog ciklusa [3]. Medu-
tim, ako se radi o nereparabilnim oste¢enjima DNK, protein p53 upucuje ¢eliju u
apoptozu intenzivirajuéi sintezu Bax-proteina, kojom se menja odnos Bax/Bcl-,
[8]. U okviru jajnika protein p53 je za sada imunocitohemijski dokazan samo u je-
drima apoptotskih granuloza ¢elija atreti¢nih folikula pacova [58] Ispitivanjima in
vitro je ustanovljeno da gonadotropni hormoni inhibiraju apoptozu granuloza
¢elija upravo znac¢ajnim smanjivanjem nivoa iRNK za protein p53 [51].
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Caspaze / Caspases

Caspaze (cistein-proteaze) predstavljaju Citavu grupu enzima koji ka-
talizuju kljuéne dogadaje tokom razvoja apoptoze (slika 1). SintetiSu se u formi
proenzima (pro-caspaza,) a aktiviraju se proteolizom [1, 7]. U fazi fragmentacije
jedra, koja traje nekoliko minuta, caspaze aktiviraju caspaza-zavisne endonuk-
leaze (CAD"; slika 1) koje izazivaju, za apoptozu specifi¢an, internukleozomski
prekid molekula DNK. Dokazano je da se DNK granuloza ¢elija atreti¢nih folikula
cepa na fragmente od 185 do 200 parova kilobaza [6, 58, 59]. U kulturi granuloza
luteinskih ¢éelija inhibitor protein kinaza, staurosporin, podsti¢e cepanje caspaze-
9 i tako utiCe na aktivaciju i porast aktivnosti caspaze-3. Supstrat za caspazu-3 je
poli-ADP-riboza-polimeraza koja fragmentira molekul DNK izmedu nukleozoma
[53]. Slican efekat izaziva i antagonist progesteronskih receptora (RU486S), dok
deksametazon i dihidrotestosteron, dodati u kulturu granuloza luteinskih éelija, ne
pokrec¢u ovakav efekat [46]. Caspaza-3 je kljucni egzekutor apoptoze jer, osim Sto
izaziva fragmentaciju DNK, fragmentira i razli¢ite strukturne, signalne i druge intra-
celularne proteine (slika 1). S obzirom da je ovaj enzim imunocitohemijski doka-
zan u luteinskim ¢éelijama razvijenog zutog tela, u teki folikula i u granuloza celi-
jama atreti¢nih folikula, ali ne i u zdravim folikulima, moZe da se zakljuci da
ekspresiju gena za caspazu-3 reguliSu gonadotropni hormoni [60].

Zaklju€ak / Conclusion

U ovom radu pokusali smo da damo pregled iz obilja informacija o
raznim aspektima apoptoze ¢elija jajnika. U tom cilju smo naveli podatke o, za
sada poznatim, signalima, biohemijskim i morfoloskim promenama koje karak-
teriSu apoptotsko odumiranje folikularnih ¢éelija, ovocita, ¢elija klicinog epitela,
¢elija teke i zutog tela, kao i podatke o pokusSajima uspostavljanja kontrole toka
apoptoze.

Jajnik je vrlo dobar model za izu€avanje promena koje karakteriSu
apoptotsko odumiranije ¢elija, buduci da se njegovo tkivo neprekidno remodelira,
zahvaljujuéi izmedu ostalog i apoptotskom odumiranju njegovih celija, kako
tokom intrauterinog tako i za vreme postnatalnog razvoja. Osim toga tkivo jajnika
je, iz istih razloga, veoma podesno i za izu¢avanje poremecaja apoptoze, od-
nosno prekomerne proliferacije koja moZe da dovede do razvoja preneoplasti¢nih
i neoplasti¢nih promena ili do prekomernog uklanjanja ¢elija koje se manifestuju
atrofijom tkiva jajnika.

*  CAD - DNK-aze koje se aktiviraju pomoc¢u caspaza.
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ENGLISH

APOPTOSIS AS FORM OF NATURAL OVARIAN CELL DEATH
Anita Radovanovi¢, Jelka Stevanovic¢, D. Gledi¢

Different hormones, cytokines, the absence of growth factors, and others, are
some of the signals for initiating apoptosis in ovarian cells. Each of them, in its own way,
trigger apoptosis as a form of death in which the cell actively participates by precisely im-
plementing a genetically programmed sequence of biochemical and morphological chan-
ges which lead to selfdestruction. Apoptosis is a physiological form of death, which helps
establish a dynamic balance among proiliferation, differenciation, and death of ovarian
cells.

It has been confirmed so far that follicular cells, oocytes, cells of the germinal
epithelium, theca cells, and corpus luteum cells die through apoptosis. The physiological
deaths of these cells are an integral part of normal ovarian function, both during intrauterine
and postnatal life. Namely, during intrauterine ovarian development, about half the total
number of germinative cells (future oocytes) die through apoptosis, and their population is
gradually reduced after birth by so-called selection of follicles which will continue further
growth (folliculogenesis) and the apoptosis of cells of those follicles which will be subjected
to atresion. Most ovarian cells die by apoptosis continuously until the end of the reproduc-
tive life period of healthy females, and some can continue dieing in this way until the death
of the given individual (e.g. germinal epithelium cells).

Key words: ovarian cells, apoptosis.
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PYCCKUA

ANMONTO3 KAK CMocob NPUPOAHOINO OTMUPAHUA KNETOK ANYHNKOB
AHuta PapoBaHoBu4Y, Enka CteBaHoBuy, [l. Mneguy

Mexay curHanammn ansa noby>KAeHUs anonTo3a B KMeTKax SU4HUKOB OT-
HOCATCS1 pasHble FOPMOHbI, LUTOKMHbI, OTCYTCTBME (hakTOpoB pocTa u np. Kaxablin 13
HMX, NO-CBOEMY, NOBY)KAAeT anonTo3 Kak hopMy CMEpPTM B KOTOPOW KNeTkKa akTUBHO
yyacTByeT Tak, YTO TOYHO MPOBOAUT FEHETUYECKYID MPOrpamMmMMpOBaHHYO Mocneno-
BaTe/IbHOCTb GUOXMMUYECKUX U MOPMONIOrMYECKUX U3MEHEHWU, KOTOpble €€ BeayT B
aBToAECTPyKUmMio. AnonTos dmnsmonorudeckas oopma CMepTu, C MOMOLLbHO KOTOPOK 0be-
creyvvBaeTCs yCTaHaBfMBaHUE [AMHAMWYECKOro paBHOBECMSA cpefun nponudepauuu,
audhdepeHumaymm 1 oTMUPaHUSA KIETOK ANYHUKOB.

[lo cvx nop NOATBEPXAEHO, YTO B AMYHMKAX anonTo30M OTMUpaloT ¢on-
NVKYNSIPHbIE KINETKW, 00UMTbI, KNEeTKM 6auMnnoBoro aNUTENnus, KNeTKu TEKN U XXENTOro
Tena. dusmonornyeckas cCMepTb 3TUX KNETOK COCTBaHas YacTb HOpMaribHOM hyHKLMM
ANYHMKOB, KaK B TeYeHMEe BHYTPMMATOYHOrO PasBUTUS SUHYHUKOB arornTo30M OTMUpaeT
OKOJ10 NMOJIOBUHBI U3 COBOKYMHOIO YnCIia FrepMUHATUBHBIX KNETOK (byAyLumx oouuToB), a
nocre poXAeHus X Nonynsayunsa NoCTeNeHHO yMeHbLIaeTCa ,,0TO0POM hOSINIMKYOB”, KO-
Topble npogormkat 6onee ganékoe passutume (PONMKynoreHes) n anonToTUYECKUM OT-
MUpaHNEM KNeToK TeX d)OJ'IJ'II/IKyJ'IOB, KOTOpble nognaayT atpe3nn. BonbWWHCTBO KNEToK
OTMMPaeT anonTo30M HeEPa3pbIBHO A0 KOHLA PENPOAYKTUBHOIO Nepuoaa XU3Hu 340po-
BbIX CaMOK, @ HEKOTOpblE MOTyT OTMUPaTb 3TUM CrOCOOOM BCE [0 CMepTW OTAENbHOro
>XMBOTHOrO (Ha NpMMep KeTKy 6aumiinoBoro anuTenums).

KntoueBble cnosa: KNeTku, AN4HUKOB, anonTos3
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ZNACAJ RAZLICITIH VRSTA ZIVOTINJA U
EKSPERIMENTALNIM MODELIMA ZA PROUCAVANJE
HEMATOPOEZE IN VIVO'

SIGNIFICANCE OF DIFFERENT ANIMAL SPECIES IN EXPERIMENTAL
MODELS FOR IN VIVO INVESTIGATIONS OF HEMATOPOIESIS

Milica Kovadevi¢-Filipovié, Tatjana Bozié, Jelka Stevanovi¢™*

Do mnogobrojnih otkrica u medicini doslo se zahvaljujuéi ek-
sperimentima na razli¢itim vrstama Zivotinja. Najce$ce kori§¢ene Zivoti-
nje u ispitivanjima procesa hematopoeze su laboratorijski misevi i pa-
covi, medutim i ,velike” Zivotinje, poput svinja, ovaca, macaka, pasa i
majmuna, evolutivno blizih ljudima, imaju svoje mesto u eksperimental-
noj hematologiji. Specificna problematika odredene vrste Zivotinja
moZe da dovede do fundamentalnih saznanja o pojedinim aspektima
procesa hematopoeze i biologiji mati¢nih ¢elija hematopoeze. Takode,
uporedno ispitivanje pojedinih fenomena kod razli¢itih vrsta pomaZe u
sagledavanju opstih zakonitosti u Zivom svetu. U domenu pretklinickih
ispitivanja Zivotinjski modeli su nezaoblazni korak u izuCavanju trans-
plantacione biologije maticnih ¢elija hematopoeze, kao i u izu¢avanju
bioloski aktivnih molekula sa efektom na hematopoetski sistem. Sa-
znanja dobijena na Zivotinjskim modelima imaju svoju primenu i u hu-
manoj i u veterinarskoj medicini.

Kljucne reci: Zivotinje, eksperimentalni modeli, hematopoeza

Uvod / Introduction

Ograni¢en zivotni vek zrelih ¢elija krvi uslovljava potrebu za njihovim
neprekidnim obnavljanjem koje se odvija procesom hematopoeze. Tokom ovog
procesa iz malog broja primitivnih, pluripotentnih mati¢nih ¢elija hematopoeze
(PMCH), preko niza razvojnih stadijuma i pod dejstvom razli¢itih faktora, nepre-
kidno nastaju sve celije krvi. Aktuelna istraZivanja na polju hematopoeze su us-

* Rad primljen za $tampu 5. 3. 2004. godine

**  Mr Milica Kovacevi¢-Filipovi¢, asistent, dr Tatjana Bozi¢, redovni profesor, Katedra za pa-
tolosku fiziologiju, dr Jelka Stevanovi¢, vanredni profesor, Katedra za fiziologiju, Fakultet ve-
terinarske medicine, Beograd
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merena na ispitivanja funkcionalnih osobina PMCH in vitro i in vivo, kao i njihovih
karakteristika na molekularnom i biohemijskom nivou, a u cilju razli€itih i sve
mnogobrojnijih moguénosti njihove primene u terapiji hematolo$kih i nehema-
toloskih malignih bolesti, zatim autoimunih bolesti, imunodeficijencija i drugih.

Ispitivanja biologije mati¢nih ¢éelija hematopoeze, kao i ispitivanja
mogucnosti kliniCke primene saznanja dobijenih fundamentalnim istrazivanjima,
odvijaju se na razli¢itim vrstama Zzivotinja. Prvi korak u fundamentalnim istraZiva-
njima, kao i u definisanju promena koje nastaju kod razli€itih bolesti hematopoet-
skog sistema i eventualnim mogucnostima terapije, predstavljaju in vitro test
sistemi, kako iz etiCkih tako i iz ekonomskih razloga. Zatim slede ispitivanja in vivo,
odnosno koriste se razliciti eksperimentalni modeli fizioloskih i patoloSkih procesa
i ispituju se moguci nacini terapija, upravo na ,malim” i ,velikim” eksperimental-
nim zivotinjama. S druge strane, vrlo Cesto pre, a najc¢esSce paralelno ili nepos-
redno posle uspostavljanja odredenog protokola za terapiju kod ljudi, dolazi do
njegove primene i u veterinarskoj medicini. Upravo iz tog razloga u ovom radu je
opisan znacaj pojedinih eksperimentalnih Zzivotinjskih modela u ispitivanjima
vezanim za proces hematopoeze.

Istorijat, metode i znac¢aj prouc¢avanja hematopoeze /
History, methods and significance of hematopoiesis studies

Prva zapazanja o nastanku krvnih ¢elija, krajem 19. veka, bila su u do-
menu deskriptivne citologije i odnosila su se na morfologiju prethodnika zrelih
¢elija krvi koji se nalaze u kostnoj srzi. Veliki broj tih ¢elija u mitozi naveo je na
zaklju¢ak da se proces stvaranja krvnih ¢elija odvija upravo na tom mestu.
Medutim, s obzirom na skromne tehnicke moguénosti tadasnjih istrazivaca, svet
malobrojnih i morfoloski neprepoznatljivih, ali vilo moénih mati¢nih éelija, morao
je jo§ malo da saceka da bude otkriven. Prve pretpostavke o postojanju i prirodi
mati¢nih Celija, potetkom 20. veka, dali su Maksimov i Vera Danickova, for-
muliSuc¢i monofiletiCku teoriju po kojoj sve ¢elije krvi imaju zajedni¢ko poreklo.
Najraniji dokazi o organizaciji hematopoetskog sistema dobijeni su sredinom 20.
veka, primenom radijacione biologije i in vivo modela [50 i 64] na kojima je bilo
moguce ispitivanje maticnih ¢elija hematopoeze na osnovu njihovih funkcionalnih
osobina. Tako je ustanovljeno da se 7-14 dana nakon transplantacije singene
kostne srzi letalno ozraGenom miSu u slezini razvijaju kolonije nezrelih ¢elija krvi.
One nastaju od pluripotentnih mati¢nih ¢éelija nazvanih colony forming unit —
spleen (CFU-S) koje su tada smatrane najprimitivnijim PMCH [65]. Kasnije je po-
kazano da CFU-S ne pripadaju kategoriji najprimitivnijin PMCH. Paralelan razvoj
brojnih in vivo modela i in vitro sistema za kultivaciju ¢elija, dali su kasnijih godina
jasniju sliku toka hematopoeze. Tako je utvrdeno da se odeljak mati¢nih ¢elija svih
ispitivanih vrsta Zivotinja sastoji od niza ¢elija razli¢itog stepena zrelosti. Najprimi-
tivnije medu PMCH imaju najveéi kapacitet samoobnove sopstvene populacije,
veliki proliferativni potencijal i moguc¢nost za diferentovanje u sve loze krvnih
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¢elija, kao i moguénost kompletne i trajne obnove hematopoeze kod primaoca sa
suprimiranom sopstvenom hematopoezom. Sazrevanje ovih ¢elija vodi opadanju
mogucnosti samoobnove, ograniCavanju proliferativog potencijala i moguénosti
diferentovanja, ali rezultira poveéanjem proliferativne aktivnosti [32, 49, 51, 52].

Proces hematopoeze se odvija u mikrosredini kostne srzi koja ima
kljuénu ulogu u njegovoj regulaciji. Mikrosredina hematopoeze podrazumeva
funkcionalno jedinstvo stromalnih éelija i njihovih proizvoda (molekuli meduce-
lijske supstance i biolo$ki aktivni molekuli) koji imaju stimulatorna [53] i/ili inhibi-
torna dejstva [47, 48, 56, 68]. Medu bioloski aktivnim molekulima koji regulisu
proces hematopoeze nalaze se citokini u koje se ubrajaju faktori rasta (G-CSF”,
GM-CSF™), eritropoetin [12] i razni drugi citokini kao $to su IL-1i IL-6 [39, 60]. Je-
dan od uslova mikrosredine koji ima veliki uticaj na mati¢ne ¢elije hematopoeze je
i parcijalni pritisak kiseonika [35, 60]. U ostale faktore neophodne za normalno
odvijanje procesa hematopoeze ubrajaju se razli¢iti mikroelementi, vitamini i hor-
moni [28, 57].

Dinamika hematopoeze zdravih jedinki je uvek dobro prilagodena
potrebama organizma. Tako, na primer, hipoksija tkiva stimuliSe stvaranje eritro-
poetina [58], koji obezbeduje proliferaciju i prezivljavanje veéeg broja mati¢nih
Celija eritrocitopoeze i nastanak veceg broja eritrocita, ¢ime se uspostavlja bolje
snabdevanje tkiva kiseonikom koje je u pocetku bilo naruSeno hipoksijom.
Opsezno ostecenje tkiva i posledi¢ni razvoj zapaljenjske reakcije dovodi do
oslobadanja proinflamatornih medijatora (na primer, IL-1 i IL-6) koji stimuliSu
kostnu srz na proizvodnju veceg broja mladih granulocita i monocita [37, 54, 59]
koji treba da uklone Stetne agense i Celijski detritus, kao i da pokrenu obnovu
ostecenog tkiva. Takode, deficit pojedinih materija, trovanje i jonizuju¢e zracenje
takode se odraZzavaju na promene u broju i funkcionalnoj aktivnosti krvnih éelija
[13, 14].

Centralno mesto u regulaciji procesa hematopoeze pripada citoki-
nima. Mnogi od njih su otkriveni zahvaljuju¢i in vitro kulturama mati¢nih ¢elija.
Razvoj genetskog inzinjeringa doveo je do sinteze rekombinantnih citokina, &ija je
bioloska aktivnost definisana brojnim in vivo ispitivanjima kako bi postali dostupni
i za kliniCku primenu. Tako se danas eritropoetin koristi i u humanoj [38] i u veteri-
narskoj medicini [61] u svim stanjima kada je njegova sinteza nedovoljna zbog
oStecenja bubrega. Jedna od klini¢kih primena G-CSF i GM-CSF je u okviru pro-
tokola za mobilizaciju mati¢nih éelija kostne srzi u perifernu krv i njihovu kasniju
transplantaciju [9]. Najperspektivnija primena velikog broja citokina je njihova
upotreba za ex vivo ekspanziju mati¢nih éelija hematopoeze koja bi trebala da
obezbedi uspesniju, kvalitetniju i bezbedniju transplantaciju ovih ¢elija [18, 31].
Medutim, konacan broj ovih faktora nije definitivno utvrden, kao $to nisu u potpu-

*  G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) Faktor koji stimuli$e rast granulocitnih kolo-

nija.
** GM-CSF (Granilocyte Monocyte -Colony Stimulating Factor) Faktor koji stimuliSe rast granu-
locitno - monocitnih kolonija.
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nosti razjasnjeni ni svi njihovi in vivo efekti. Neprekidno se otkrivaju novi citokini i
dopunijuju se ili menjaju shvatanja o onima koji su ve¢ otkriveni, a jedan od nezao-
bilaznih stadijuma, pre njihove eventualne kliniCke primene je testiranje, ne samo
in vitro nego i in vivo, upravo na Zivotinjskim eksperimentalnim modelima.

Eksperimentalni modeli u hematologiji /
Experimental models in hematology

Uspesnim modelom u biomedicinskim istrazivanjima smatra se onaj
koji podrazava stanja u zdravom ili bolesnom ljudskom ili Zivotinjskom organizmu,
u kome se detaljno mogu da prate razli€iti fizioloSki i patofizioloski procesi.
Medutim, realno je o¢ekivati da nijedan eksperimentalni model ne moze u potpu-
nosti da zadovolji sve potrebe istraZzivaca. Takode, Cesto se deSava da se bas su-
miranjem podataka dobijenih na specificnostima pojedinih modela moze da dode
do kompletnog reSenja nekog problema.

Interesovanje za detaljnu analizu i proucavanje hematopoeze kod
razli¢itih vrsta Zivotinja vazno je za utvrdivanje fundamentalnih procesa funkcioni-
sanja zivog sveta. Takode, podjednako je vazno i sa stanovista uspostavljanja zi-
votinjskih modela koji bi posluZili za utvrdivanje principa dijagnostike i terapije
razli¢itih oboljenja sistema za hematopoezu, odnosno i samih mati¢nih éelija. Ispi-
tivanje PMCH nije moguce bez in vivo eksperimenata na zivotinjama, jer ne pos-
toje in vitro sistemi u kojima se u potpunosti mogu da ispolje njihove funkcionalne
osobine.

Najintenzivnija istrazivanja u domenu hematopoeze obavljaju se na
misu. Razloga za to ima viSe, a jedan od njih je visoka srodnost sojeva laborato-
rijskih miSeva koja omogucava dobijanje reproducibilnih rezultata i olakSava
donosenje zakljucaka radi objasnjenja odredenih pojava. Osim toga, mala tele-
sna masa ovih Zivotinja omogucava testiranje relativno malih koli¢ina biolo$ki ak-
tivnih molekula na velikom broju pojedinacnih uzoraka. Savremene tehnologije
obezbedile su uslove izvodenja izuzetno suptilnih poduhvata, kao $to je ciljano
izazivanje mutacija na Zivotinjama (transgene ili ,,knock-out” zivotinje), koje pruza-
ju mogucnosti ispitivanja pojedinih parametara in vivo, ne iskljuCuju¢i kom-
pleksnost zivog organizma, Sto svakako daje preciznije podatke o njihovim
ulogama u odnosu na one dobijene in vitro. Zahvaljujuéi takvim modelima shvace-
na je, na primer, vaznost pojedinih adhezivnih molekula, citokina, hemokina i nji-
hovih receptora angazovanih u kontroli hematopoeze. Takode, mi$ je jedna od
dve Zivotinjske vrste na kojima je trenutno moguée proudavati PMCH ljudi posle
ksenotransplantacije (druga vrsta zivotinja su ovce — opisano dalje u tekstu).
Naime, specificna vrsta miSeva sa kombinovanom imunodeficijencijom
(NOD/SCID") &ini humanu hematopoezu dostupnu prouéavanju in vivo, jer se ne

*  NOD/SCID je skra¢enica za englesku sloZenicu non-obese diabetic/severe combined immu-

nodeficiency, koja bi mogla da se prevede kao negojazne dijabeti¢ne zivotinje sa teSkom
kombinovanom imunodeficijencijom.
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razvija imunoloska reakcija posle transplantacije PMCH ljudi ¢ime se obezbeduje
njihova samoobnova, proliferacija i diferencijacija [31].

Paralelno sa izuzetno opseznim istrazivanjima na misevima obavljena
su istrazivanja i na pacovima kao ,malim” eksperimentalnim Zivotinjama [12]. Os-
tale zivotinjske vrste su uklju¢ivane u eksperimente sa nastojanjem razvijanja ek-
sperimentalnih modela na ,velikim” Zivotinjama, koje bi specificnom patologijom,
sa jedne i evolutivhom blisko$¢u sa ljudima, sa druge strane, omogucile dalje i po-
drobnije razumevanije fizioloSkih i patofizioloskih tokova hematopoeze, sve u cilju
reSavanja klinicke problematike. Potreba za ,velikim” Zivotinjama postoji i kada se
testiraju glavni i nezeljeni efekti aktivnog principa i farmakodinamika i farmakoki-
netika potencijalnih lekova u terapiji hematoloSkih poremecaja.

Jo$ od samog pocetka uvodenja in vitro metoda za ispitivanje ma-
ticnih ¢elija hematopoeze, u istrazivanja su uklju¢ene ovce [71], koje su danas
vazne ekperimentalne Zivotinje za prou¢avanje PMCH ljudi in vivo. Naime, Zanjani
i saradnici [72] na ovci su razvili metodologiju in utero transplantacije humanih
mati¢nih celija fetusima, kod koje se prihvatanje kalema odvija bez reakcije
domacdina, s obzirom na preimuni status fetusa [62]. Prednost modela hematopo-
etske himere na velikoj Zivotinji u odnosu na miSa, je mogucnost kontinuiranog
uzimanja vece koliCine uzoraka, i lakSe detekcije i pracenja antigenski razli¢itin
mati¢nih ¢éelija donora (naj¢eSée Coveka). Serija eksperimenata izvedenih na
ovom modelu doprinela je definisanju adhezivnih molekula koji, pod fizioloSkim
uslovima, obezbeduju prelazak mati¢nih ¢elija iz krvi u kostnu srz [73]. Prednost
ovog modela je moguénost pra¢enja mati¢nih ¢elija ljudi i njihovu diferencijaciju
tokom niza godina, ne samo na istoj zivotinji, ve¢ i na njenim potomcima [24].
Poslednja istraZivanja objavljenja na opisanom modelu ovce odnose se na doka-
zivanje plastiénosti mati¢nih ¢elija hematopoeze, odnosno moguénosti promene
njihovih funkcionalnih i morfolo$kih osobina zavisno od mikrosredine u kojoj se
nalaze [8]. Jedan od primera plasti¢nosti je transformacija primitivnih mati¢nih
¢Celija za hematopoezu u mati¢ne ¢elije nervnog ili misi¢énog tkiva [8].

Psi su zivotinje koje su se medu prvima koristile u eksperimentalnoj
hematologiji i jo§ uvek se koriste u ispitivanjima vezanim za transplantaciju
mati¢nih celija hematopoeze. Jo§ 1600. godine William Harvey je na psu izveo
transfuziju krvi. Zatim su usledili brojni bazi¢ni i pretklini¢ki eksperimenti u oblasti
radijacione biologije i ispitivanja efekata zrac¢enja na kostnu srz, mati¢ne celije he-
matopoeze i na maligne bolesti hematopoetskog sistema [16, 46]. Razumevanje
patofiziologije cikli€ne hematopoeze, specificnog autozomnog recesivnog obo-
lienja koje se javlja i kod ljudi, obezbedeno je upravo izu¢avanjem ovog oboljenja
kod pasa rase grej koli. Naime, ustanovljeno je da se promene u broju razli¢itih
vrsta krvnih ¢elija javljaju sa neverovatnom pravilno$¢u, a da se na istovetan nacin
menja i broj opredeljenih mati¢nih celija, odnosno da se radi o poremecaju
maticnih celija [4].

Sigurno najznacajnija uloga pasa kao eksperimentalnih Zivotinja u is-
traZivanjima procesa hematopoeze lezi u prou¢avanju autologe i alogene trans-
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plantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze [40], zatim u izuGavanju reakcije kalema
protiv domacina prilikom transplantacije [63] i u ispitivanju moguénosti primene
hematopoetskih faktora rasta i genske terapije u le€enju teSke kombinovane imu-
nodeficijencije [70]. Upravo rezultati tih i drugih istrazivanja doveli su do primene
G-CSF u nekoliko terapijskih protokola. Naime, danas se G-CSF koristi za skrace-
nje trajanja neutropenije izazvane hemoterapijom malignih oboljenja, zatim za
ubrzanje porasta broja neutrofila posle transplantacije kostne srzi, za mobilizaciju
maticnih ¢elija kostne srzi u krv, kao i za tretman teskih hroni¢nih neutropenija (na
primer, kod nekih imunodeficijentnih stanja). Pri tom se G-CSF na isti nacin pri-
menjuje u humanoj i veterinarskoj medicini [29, 55]. U klinickim protokolima za
leCenje malignih bolesti pasa poslednjih godina sve viSe se primenjuje trans-
plantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze koja je omoguéena upravo in vivo ispiti-
vanjima na samim psima [26].

Najopseznija, vrlo sistematiCna, ispitivanja na mackama odnose se
na problematiku odrzavanja hematopoeze aktivacijom primitivnih mati¢nih ¢éelija.
Naime, Abkowitz i saradnici su nizom eksperimenata [3, 5, 6, 7] dali dokaz teorije
klonske sukcesije, po kojoj hematopoezu odrzavaju populacija aktivnih mati¢nih
¢elija i populacija ¢elija u neaktivnoj fazi ¢elijskog ciklusa — rezerva koja se povre-
meno aktivira. Suprotno glediste je da se samoobnovom odredene populacije
mati¢nih ¢elija moze da odrzava hematopoeza do kraja zivota. Tokom ovog ispiti-
vanja kori§éen je specifican eksperimentalni model macke na kome je, praéenjem
odgovarajuéih izotipova enzima, zaklju¢eno da se hematopoeza odrzava zahva-
ljuju¢i stohastickom ukljucivanju pojedinih klonova mati¢nih ¢éelija u diferencija-
ciju ka zrelijim stadijumima. Isti autori su, takode, na modelu macke, dosli do
zaklju€ka da macka, mis i Covek imaju u organizmu isti broj mati¢nih ¢elija, kao i
da je ta karakteristika dobro konzervirana kroz evoluciju [2].

Velike sli¢nosti sa ljudima ¢ine majmune znacajnim eksperimentalnim
zivotinjama u oblasti tehnologije genskog transfera i u pretkliniCkim ispitivanjima
razli¢itih pristupa transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze i njihove ex vivo ek-
spanzije [15, 27, 30, 67]. Naime, iako je broj mati¢nih ¢elija kod svih vrsta sisara
isti, uCestalost samoobnove i ulazak u ¢éelijski ciklus ovih ¢éelija je znacajno razlicit
u zavisnosti od veli¢ine Zivotinje i duzine njenog Zivota [2]. Tako se PMCH miga
mnogo ¢esce dele i brze ,troSe” nego iste ¢elije macke, dok se ove ¢elije macke
troSe brze nego kod majmuna i ljudi. Usled ovakve razlike u aktivnosti mati¢nih
¢elija, koja ima direktan uticaj i na tehnologiju genskog transfera i na njihovu
pekata pomenute problematike.

Sto se tige ispitivanja specifiénih oboljenja, i kod majmuna i kod
macaka su dokazana oboljenja izazvana retrovirusima koji dovode do patoloskih
promena analognih aplasti¢noj anemiji i sindromu ste¢ene imunodeficijencije
ljudi (SIDA). Ispitivanje efekta navedenih virusa na hematopoezu ovih Zivotinja,
kao i ispitivanje razli¢itih oblika terapije svakako moze da ima znacaj za analoge
ovih oboljenja ljudi [1, 17, 25].
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Svinja je danas Siroko prihvacena eksperimentalna Zivotinja u bio-
medicinskim istrazivanjima. lako su svinje u poredenju sa visokosrodnim soje-
vima miSeva, genetski heterogena populacija, njihove fizioloSke karakteristike
kao Sto su veliCina, dijetetske navike, funkcionisanje gastrointenstinalnog si-
stema, koze, bubrega, struktura pluénog krvotoka, raspored koronarnih arterija i
sklonost ka gojenju po kojima su sli¢ne ljudima, za istrazivanja ih ine zanimljivijim
od miSeva i drugih eksperimentalnih Zivotinja. [66]. Tokom niza godina istrazi-
vanja [20, 21, 22, 23], Emery i saradnici su na minijaturnim svinjama razvijali dva
modela transplantacije mati¢nih éelija hematopoeze koji bi bili pogodni za induk-
ciju specifi¢ne tolerancije primaoca prema potencijalnom transplantatu.

Ipak u okviru hematolo$kih istrazivanja, svinje su pretezno uklju¢ene u
eksperimente u vezi sa anemijom nastalom usled deficita gvozda [19]. Medutim,
u dosadasnjoj literaturi hematopoeza svinje nije obradena sa stanovista hemato-
poeze i specifi¢ne patologije koja se odnosi na anemiju prasi¢a nastalu usled
deficita gvozda. Regulacija metabolizma gvozda i regulacija hematopoeze u
uslovima njegovog deficita su oblasti koje jo$ uvek nisu do kraja ispitane ni u hu-
manoj patologiji. Anemija nastala usled deficita gvozda jo$ uvek predstavlja izu-
zetno rasprostranjen poremeca;j i kod ljudi i kod Zivotinja. Izu€avanja ovog tipa
anemije na eksperimentalnim modelima pokazala su da je gvozde vazno ne samo
za sintezu hemoglobina, nego i za funkcionisanje regulatornih mehanizama na
nivou ,limfoidne” regulacije eritrocitopoeze [11, 69]. Takode, veoma izrazen defi-
cit gvozda moze da poremeti elementarne metaboli¢ke procese i tako dovede do
zastoja u proliferaciji mati¢nih ¢elija hematopoeze [34]. Reakcija kompletnog he-
matopoetskog sistema na nedostatak gvozda jo$ uvek nije u dovoljnoj meri
izu€ena. Bannerman [10] naveo je pet genetski uzrokovanih sindroma pore-
mecaja metabolizma gvozda kod zivotinja i ljudi, €ija su istrazivanja dovela do no-
vih saznanja. Medu tim modelima se nalazi i beogradski anemicni (b/b) pacov koji
se pokazao pogodnim, ne samo za izuavanje eritrocitopoeze i hematopoeze
[33, 36], vec i za reSavanje fundamentalnih problema vezanih za sintezu eritropo-
etina [34].

Saradnjom Fakulteta veterinarske medicine i Instituta za medicinska
istraZivanja u Beogradu razvijena je metodologija kultivacije opredeljenih ma-
tiCnih celija iz krvi i kostne srzi svinje [41]. Dobijeni rezultati pokazuju da su broj
opredeljenih mati¢nih ¢éelija za eritrocitopoezu i granulo-monocitopoezu u krvi i
kostnoj srzi svinje istog reda veli¢ine kao i kod drugih ispitivanih Zivotinja i kod
ljudi [42, 43]. Takode, procenat opredeljenih mati¢nih ¢elija koje se nalaze u aktiv-
noj fazi ¢elijskog ciklusa odgovara ovom parametru kod drugih vrsta sisara, §to
ukazuje da je ustrojstvo hematopoetskog sistema konzervirano kroz evoluciju
[44]. Primenom utvrdene metodologije [45] dobijene su i informacije o matiénom
odeliku hematopoeze i njenoj humoralnoj regulaciji kod prasi¢a sa anemijom
izazvanom nedostatkom gvozda, koje ukazuju na kvalitativne poremecaje u odelj-
ku opredeljenih mati¢nih ¢elija (neobjavljeni rezultati - Kovacevi¢). Dalja is-
traZivanja na ovom planu mogla bi da upotpune dosadasnja saznanja steCena
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izu€avanjem sli¢nih anemija ¢oveka i Zivotinja. Uz to bi, ovakav metodolo$ki pris-
tup ispitivanju matiénog odeljka hematopoeze svinja omoguéio, sam za sebe,
kvalitativno nov pomak u izu€avanju patofiziologije ove zivotinje.

Zakljuéak / Conclusion

Do mnogobrojnih otkri¢a u hematologiji doSlo se zahvaljujuéi eksperi-
mentima na razli€itim vrstama zivotinja. Potreba za neprekidnim definisanjem i
uspostavljanjem novih eksperimentalnih modela je opravdana, jer se samo sagle-
davanjem nekog problema iz razli¢itih uglova moze doéi do njegovog pravog
reSenja. Zato moze da se kaze da je uvodenje u istrazivanja ,velikin” eksperimen-
talnih Zivotinja, poput svinja, ovaca, macaka, pasa i majmuna, neophodno, kako
sa stanovi$ta reSavanja specificne problematike odredene vrste, tako i u sagleda-
vanju op$tih zakonitosti u Zivom svetu. Nesumljivo krajnji motiv svih istraZivanja je
primena dobijenih rezultata radi unapredenja terapije, kako u humanoj, tako i u
veterinarskoj medicini.
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ENGLISH

SIGNIFICANCE OF DIFFERENT ANIMAL SPECIES IN EXPERIMENTAL MODELS
FOR IN VIVO INVESTIGATIONS OF HEMATOPOIESIS

Milica Kovacevi¢-Filipovi¢, Tatjana Bozi¢, Jelka Stevanovié¢

Numerous discoveries in medicine are results of experiments on different ani-
mal species. The most frequently used animals in hematopoiesis investigations are labora-
tory mice and rats, but so-called big animals, such as pigs, sheep, cats, dogs, and mon-
keys, evolution-wise closer to humans, have a place in experimental hematology as well.
The specific problematics of a certain animal specie can lead to fundamental knowledge
on certain aspects of the process of hematopoiesis end the biology of stem cells in hemato-
poiesis. Furthermore, comparative investigations of certain phenomena in different species
help in the recognition of the general rules in the living world. In the area f preclinicalinvesti-
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gations, animal models are an inevitable step in studies of transplantation biology of stem
cells in hematopoiesis, as well as in studies of biologically active molecules which have an
effect on the hematopoietic system. Knowledge acquired on animal models is applied in
both human and veterinary medicine.

Key words: animals, experimental models, hematopoiesis

PYCCKUA

3HAYEHUE PA3JIMYHBbIX BUAOB XNUBOTHbIX SKCMEPUMEHTAJIbHbIX
MOAENAX Ans NU3Y4YEHUA TEMATOINOESA IN VIVO

Munuya KoBayeBuy-®ununosuy, TatbsiHa Boxxuy, Enka CteBaHOBMY

[lo MHOrOYMCNEHHbIX OTKPbITUA B MeauuMHe Npulniocb, 6narofapsi aK-
cnepuMeHTamMun Ha pasyindHbiX BUAax XXMBOTHbIX. l—lame BCero noJjib30BaHHbIE XKUBOTHbIE
B UCMbITaHUAX npouecca remaTtornoesa na6opaTopr|e MbIWN N KPbICbl, MeXXayTemMm u
,00MblUME,, XXNBOTHbIE, KaK CBUHEW, OBEL|, KOLLEK, CO6aK N 06e3bsAH 3BOJTIOLMOHHO 6oree
6/IM3KMX NIOAAM, UMEIOT CBOE MECTO B 3KCMNepMMeHTanbHom rematonorun. Crneyundumyec-
Kas npobremMaTuka onpefenéHHoro BMAa >XMBOTHBIX MOXET MpUBeCTU A0 hyHAAMEH-
TanbHbIX Y3HaHWIN 0 O TAENbHbIX acnekTax npolecca remaronoesa v 6Mosiorum MaTepuH-
CKUX KJIETOK remaTtonoesa. Takxe, CpaBHUTESIbHOE UCMblTaHNe HEKOTOPbIX (hEHOMEHOB
Y PasnuyHbIX BUAOB NMOMOraeT B 3aMmeyvaHny obLmx 3aKOHOMEPHOCTEN B XKMBOM mupe. B
obnactu AeATeNIbHOCTU NpeaKMMHNYEeCKUX WCMNbITAHUN XXNBOTHbIE moaenu HeOGXOp'HbIVI
war B U3y4eHWM TPaHCMaHTaLUMOHHON OMONOrMM MaTepUHCKUX KNEeTOK rematonoesa,
CNOBHO U M3YYEHUIO OUMOSNIOrMYECKN aKTMBHbIX MOSMEKyNn ¢ 3¢hdeKTom aH remartono-
€TUYECKYIO CUCTEMY. Y3HaAHWS, NOJTYYEHHbIE Ha XXMBOTHbLIX MOAENSX UMEIOT CBOE NpumMe-
HEHWE 1 B TYMaHHOW 1 B BETEPUHAPHOW MeANLIHE.

KntouyeBble cnoBa: XXMBOTHbIE, 9KCNnepnMeHTalbHble MOo4eNn, remaTonoes
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NAJCESCA VIRUSNA OBOLJENJA TELADI U
INDUSTRIJSKOM ODGOJU*

MOST FREQUENT CALF DISEASES IN INDUSTRIAL BREEDING

S. Lazié, T. Petrovié, I. Pusié, Maja Velhner"*

*

Analiza uCestalosti pojavijivanja oboljenja teladi virusne etiologije
moguca je ako se ove bolesti podele u dve osnovne grupe. Jednu
grupu ¢ine oboljenja respiratornih organa, koja se ispoljavaju simpto-
mima respiratornog sindroma, a drugu grupu predstavijaju oboljenja
organa digestivnog trakta u vidu gastrointestinalnog sindroma.

U kompleksnoj etiologiji respiratornog sindroma smatra se da
dominantnu ulogu imaju virusi i to, pre svega, virus IBR-a ili govedi
herepesvirus-1 (BHV-1), zatim virus parainfluence 3 (Pi-3), virus bovine
virusne dijareje (BVDV), bovini respiratorni sincicijalni virus (RSV), ali i
drugi virusi, kao S$to su adenovirusi, rinovirusi, koronavirusi, mogu da
uti¢u na pojavljivanje respiratornog sindroma. Respiratorni sindrom je
retko uzrokovan jednim virusnim agensom, ve¢ najéesée mesanim vi-
rusnim, ali i bakterijskim infekcijama. Mesane virusne infekcije &esto se
zavrsavaju letalnim ishodom po Zivotinji.

Dosadasnja istraZivanja etiologije gastrointestinalnog sindroma
ukazuju da pored bakterija i virusi mogu da budu znacajan etioloski
Cinilac. Rotavirusi, koronavirusi, adenovirusi, parvovirusi, herpesvirusi
(IBR virus), pestivirusi (BYDV) mogu da budu uzro€nici gastrointes-
tinalnog sindroma. Smatra se da u etiopatogenezi ovog sindroma virusi
mogu da budu uzroCnici u oko 10 posto slucajeva.

U radu je opisana etiopatogeneza oboljenja teladi virusne etiolo-
gije, na koja se naj¢esée nailazi u nasim uslovima industrijskog nacina
gajenja goveda.

Kljucne reci: etiopatogeneza, telad, virusi
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Uvod / Introduction

Virusna oboljenja teladi predstavljaju zna¢ajan zdravstveno-ekonom-
ski problem danasnjeg, industrijskog odgoja goveda. Uzgoj veéeg broja teladi na
malom prostoru, ¢esto u jednom objektu, predstavlja idealan preduslov za nas-
tanak i razvoj mnogih oboljenja virusne etiologije. Pored navedenog, u indus-
trijskom nacinu odgoja goveda, odnosno teladi, paznja se poklanja populaciji, a
malo jedinki. Ponekad se deSava da su osnovne bioloSke karakteristike gajenja
teladi podredene tehnoloskim zahtevima industrijskog nacina uzgoja, $to nemi-
novno uzrokuje pojavljivanje razlic¢itih individualnih reakcija koje predstavljaju po-
tencijalnu opasnost za nastajanje mnogih oboljenja, a posebno virusne etiologije.

Ukoliko se analizira u€estalost pojavljivanja oboljenja teladi virusne
etiologije moze da se zaklju¢i da dominiraju dve grupe oboljenja. Jednu grupu
¢ine oboljenja respiratornih organa, koja se ispoljavaju simptomima respiratornog
sindroma, a drugu grupu predstavljaju oboljenja organa digestivhog trakta u vidu
gastrointestinalnog sindroma.

U slozenoj etiologiji respiratornog sindroma smatra se da dominantnu
ulogu imaju virusi i to, pre svega, virus IBR-a ili govedi herepesvirus-1 (BHV-1), za-
tim virus parainfluence 3 (Pi-3), virus bovine virusne dijareje (BVDV), respiratorni
sincicijalni virus (RSV), ali i drugi virusi kao Sto su koronavirusi, adenovirusi i rino-
virusi koji mogu da uti¢u na pojavljivanje respiratornog sindroma [1]. Respiratorni
sindrom je retko uzrokovan jednim virusnim agensom, ve¢ najc¢e$ée meSanim vi-
rusnim, ali i bakterijskim infekcijama uz znacajan uticaj predisponirajucih ¢inilaca
kao Sto su ambijentalni ili uzgojni Cinioci. MeSane virusne infekcije Cesto se
zavrSavaju letalnim ishodom. Ova pojava je uodljiva kada je Zivotinja inficirana vi-
rusom BVD-a. Poznata je Cinjenica da BVDV deluje izrazito imunosupresivno na
mnoge ¢elije i efektore imunog sistema, pa na taj nacin omoguéava nastanak i
razvoj drugih infekcija.

Virusi mogu da uzrokuju pojavljivanje respiratornog sindroma ¢ak u
100 posto slu€ajeva. Visok morbiditet je karakteristi¢an za infekciju teladi uzroko-
vanu virusom IBR-a. Pored uzrokovanja respiratornog sindroma, ovaj virus se
danas sve ¢eS¢e pominje kao uzro¢nik i meningo-encefalitisa kod teladi.

Dosadas$nja istrazivanja etiologije gastrointestinalnog sindroma uka-
zuju da pored bakterija i virusi mogu da budu znac¢ajan etioloski Cinilac. Rotavi-
rusi, koronavirusi, adenovirusi, parvovirusi, pestivirusi (BVD), herpesvirusi (IBR vi-
rus) mogu da budu uzro€nici gastrointestinalnog sindroma. Smatra se da u etio-
patogenezi ovog sindroma virusi mogu da budu uzro&nici u oko 10 posto sluca-
jeva.

Cilj ovoga rada je da se, uz ve¢ postojeca saznanja, opiSu i novija
saznanja etiopatogeneze oboljenja teladi virusne etiologije, koja se najcesée
nalaze u nasim uslovima industrijskog nacina gajenja goveda.
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Etioloski faktori i patogeneza respiratornog sindroma /
FEtiological factors and pathogenesis of respiratory syndrome

U klinickom, kao i u ekonomskom pogledu smatra se da je od obolje-
nja organa za disanje najznacajnija enzootska bronhopneumonija ili respiratorni
sindrom, kako se naj¢esc¢e definiSu razna oboljenja organa za disanje. U klini¢koj
slici dominiraju simptomi koji oslikavaju akutni bronhopulmonalni sindrom. Mogu
da obole telad ve¢ u uzrastu od desetak dana, kao i junad uzrasta do godinu
dana. Ekonomski gubici su ogromni, jer morbiditet dostize ¢ak 100 posto, a mor-
talitet moze da bude veci od 30 posto. Mnogi istrazivaci smatraju da respiratorni
sindrom nanosi najvece Stete intenzivnom nacinu odgoja goveda. Yates [2] pro-
cenjuje da je respiratorni sindrom najskuplja bolest, jer pored visokog morbiditeta
i mortaliteta obuhvata ¢itav niz drugih gubitaka i troSkova kao $to su smanjen pri-
rast, slabije iskoriS¢avanje hrane, zaostajanje u razvoju, velika koli¢ina klani¢nih
konfiskata, troSkovi le€enja i profilakse.

Uzroci nastanka respiratornog sindroma vrlo su slozeni, a moze da se
kaze da nisu jo$ uvek dovoljno izu€eni. Smatra se da respiratorni sindrom nastaje
kao posledica sinergistickog delovanja velikog broja €inilaca koji su iz didakti¢kih
razloga grupisani u nekoliko grupa. Svakako da najbitniju grupu &ine Zivi agensi,
virusi i bakterije, ali im u velikoj meri potpomazu ambijentalni i uzgojni ¢inioci.
Posebno treba da se istakne da goveda, kao Zivotinjska vrsta, svojim anatomskim
i fizioloSkim karakteristikama pluéa predisponiraju nastanak respiratornog sin-
droma. Smatra se da dominantnu ulogu u nastanku respiratornog sindroma imaju
virusi i to, pre svega, govedi herpesvirus-1 (BHV-1) ili virus IBR-a, zatim virus bo-
vine virusne dijareje (BVDV), virus parainfluence 3 (Pi-3), respiratorni sincicijalni
virus, koronavirusi i drugi. Navedeni virusi se najéeS¢e umnozavaju u epitelnim
¢elijama respiratornog trakta, $to uzrokuje ostecenje i propadanije ¢elija i stvara-
nje uslova za umnozavanije prisutnih bakterija. Propadanje epitelnih ¢elija respira-
tornog trakta kao posledica umnozavanja virusa, moze da bude ekstremno brzo
kada veci deo disajnih puteva ostaje bez epitela. Nakupljeni detritus, kao i vece
koliGine sluzi uzrokuju opstrukciju sitnijih disajnih puteva i predstavljaju idealnu
podlogu za umnozavanije bakterija. Posledi¢na komplikacija ovakvog stanja su hi-
poksija i nekontrolisana eksudacija teCnosti u vazdu$ne puteve. Prema sop-
stvenom iskustvu, smatramo da su virusi IBR-a, Pi-3 i BVD-a naj¢eS¢i primarni
uzroc€nici respiratornog sindroma u nasim uslovima odgoja teladi. Pretpostavlja
se, na osnovu epizootioloSke situacije, patolosko-anatomskih promena kod ug-
inulih ili klinickih simptoma kod obolelih jedinki, da infekcije izazvane respirator-
nim sincicijalnim virusom, koronavirusima, kao i adenovirusima nisu zna¢ajno pri-
sutne u govedarstvu naSe zemlje. Prema tome, u narednom delu teksta opisana je
geneza respiratornog sindroma uzrokovana virusima IBR-a, Pi-3 i BVD-a.

Nastanak i razvoj akutne infekcije uzrokovane IBR virusom uglavnom
su poznati, dok uspostavljanje i odrzavanje latentne infekcije ovim virusom jo§
predstavlja nedovoljno izu¢en problem. Naime, kod akutne infekcije virus se
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preko povrsinskih glikoproteina gP i gC adsorbuje za receptore, a zatim preko
glikoproteina gD, gB i gH ulazi u epitelne ¢éelije gornjih puteva respiratornog
trakta. U citoplazmi inficiranih éelija nastaje dezintegracija nukleokapsida virusa i
virusna DNK prodire u jedro ¢elije u kome se obavlja replikacija virusa. U inficira-
noj ¢eliji inhibiran je proces ¢elijske translacije, pa ribozomi ne sintetiSu Celijske
proteine, ve¢ se ukljuCuju u sintezu virusnih proteina. Posle umnozavanja virusne
DNK i sinteze proteina kapsomere nastaje njihovo udruzivanje i formiranje nukleo-
kapsida koji, prolaskom kroz membranu jedra, dobijaju omotac, a zatim egzocito-
zom napustaju ¢eliju. Ovaj replikativni oblik interakcije virusa i ¢elija Cesto se na-
ziva ,litiCni rast”, jer najCeS¢e rezultira propadanjem celija. Pored akutne infekcije,
kada inficirane ¢éelije zavr§avaju lizom, virus IBR-a izaziva i latentnu infekciju, ali
bez propadanja inficiranih ¢elija. Dugo se verovalo da IBR virus izaziva latentnu in-
fekciju samo senzornih neurona, medutim, novijim istraZivanjima Winklera i sar
[3] utvrdena je virusna DNK i u limfnim folikulima tonzila inficirane teladi. Novijim
istraZivanjima [4] utvrdeno je da kod latentne infekcije virus produkuje samo LR
protein koji sa ¢elijskom ciklin zavisnom kinazom 2 inhibira produkciju virusnih
proteina, a time i propadanje ¢elija. Prema tome, latentno inficirana Zivotinja ne is-
poljava simptome bolesti, ali ipak, povremeno, moze da izlu€uje virus i to od 1 000
do 100 000 virusnih Cestica u mililitru eksudata [5]. Pod uticajem stresa ili upotre-
bom kortikosteroida u latentno inficiranim ¢elijama prestaje produkcija LR protei-
na, a nastaje stvaranje virusnih proteina, $to uzrokuje formiranje novih viriona.
Reaktivacijom latentne infekcije nastaju viremija i distribucija virusa u mnoge par-
enhimatozne organe.

Virus Pi-3 izaziva respiratorni sindrom koji nastaje kao posledica nje-
govog umnozavanja u epitelnim celijama disajnih puteva, epitelnim ¢éelijama
pluénih alveola i u pluénim makrofagima. Svojim umnozavanjem virus uzrokuje
destukciju i propadanije ovih ¢elija. Ekstremno brzo umnozavanje i brzo Sirenje sa
¢elije na celiju karakteristika je ovog virusa. Destrukcijom makrofaga gubi se
fagocitna sposobnost plué¢nog tkiva, $to dodatno olakSava nastajenje sekun-
darne infekcije pluénog parenhima. Zapazeno je da Pi-3 virus naj¢eSée napada
ventralne delove kranijalnih i srednjih reznjeva pluca [6].

Virus BVD kod goveda izaziva akutnu i perzistentnu infekciju. Mnogi,
veoma slozeni mehanizmi nastanka i odrzavanja infekcije ovim virusom jo$ nisu u
potpunosti rasvetljeni. Poznata je €injenica da virus BVD deluje izrazito imunosu-
presivno, jerima afinitet prema éelijama imunog sistema. Tokom akutne infekcije
kod teladi su zapazeni izrazita leukopenija, slabiji odgovor T-limfocita na razne mi-
togene, kao i smanjenje funkcije neutrofila i monocita [7]. Virus, ne samo §to de-
luje na celije imunog sistema, ve¢ deluje supresivno na mnoge nespecifi¢ne me-
hanizme odbrane, §to ima kao posledicu sistemsku cirkulaciju mnogih patogena,
a posebno bakterija [8]. MeSane infekcije prouzrokovane virusom BVD sa viru-
sima IBR-a, Pi-3, respiratornim sincicijalnim virusom ili bakterijama uzrokuju
mnogo teza oboljenja nego $to ovi uzrocnici pojedinaéno mogu da izazovu.
MeSane infekcije prouzrokovane virusom BVD sa drugim virusima naj¢e$ée za-
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vr§avaju uginuéem inficirane zivotinje. Ovo je posebno znacajno sa aspekta eti-
ologije respiratornog sindroma, pa zato mnogi autori ovaj virus svrstavaju u grupu
uzro¢nika respiratornih infekcija [9, 10, 11]. Poseban znacaj ovaj virus dobija uko-
liko izazove infekciju fetusa od 30. pa do 120. dana gestacije, a da pri tome ne
dode do pobacaja. Tada se rada perzistentno inficirana Zivotinja, koja ne ispoljava
klinicke simptome, a zbog posledi¢ne imunotolerancije seroloski je negativna na
virus BVD i tokom celog zivota izluGuje virus [12].

Opisani virusi imaju znacajan uticaj na zdravstveno stanje teladi u
nasim zapatima goveda [13]. Sprovedena su preliminarna seroloska ispitivanja
na ove viruse u 10 zapata goveda. Metodom slu¢ajnog izbora uzeti su uzorci krvi
od 10 do 30 posto krava po jednom zapatu, a metodama mikroserum neutraliza-
cije i testom inhibicije hemaglutinacije obavljeno je utvrdivanje specifi¢nih antitela
za viruse IBR-a, BVD-a i Pi-3. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Prikaz preliminarnih seroloskih ispitivanja virusa IBR-a, BVD-a i Pi-3 u 10 zapata

Vi
Table 1. Results of preliminary serological egsm?;izk/ms of the viruses IBR, BVD and Pi-3 in 10
cattle herds
N e =

examined sera IBR BVD Pi-3
A 570 73,16 74,59 45,74
B 37 59,46 0 47,27
C 30 63,33 12 33,33
D 45 0 6,67 65,0
E 35 88,57 100 64,29
F 103 59,22 100 45,83
G 91 97,80 88,89 63,33
H 22 36,36 41,67 44
| 76 0 0 46
J 50 76 84 72

Prema prikazanim rezultatima u tabeli 1 uoCava se da je u svim ispiti-
vanim zapatima prisutna infekcija izazvana jednim ili dva virusa. Infekcija uzroko-
vana virusom Pi-3 prisutna je u svim ispitanim zapatima, a infekcije uzrokovane vi-
rusima IBR-a i BVD u 8 od 10 ispitanih zapata. Navedeni podaci nesumnjivo uka-
zuju na Cinjenicu da se mnoga oboljenja koja se nalaze u zapatima goveda u
nasoj zemlji etioloSki mogu da povezu sa navedenim virusima.

Medutim, u etiogenezi respiratornog sindroma, pored mikroorgani-
zama, znacajnu ulogu imaju ambijentalni i uzgojni Cinioci. Temperatura sredine,
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vlaznost i brzina cirkulacije vazduha, kao i prisustvo gasova smatraju se naj-
znacajnijim ambijentalnim ¢iniocima koji, ukoliko nisu adekvatni, zna¢ajno pot-
pomazu pojavljivanje respiratornog sindroma. Transportovanje, prenatrpanost
objekata, neujednacen uzrast zivotinja u grupi, neadekvatna ishrana najbitniji su
uzgojni Cinioci i samostalno ili zajedno sa ambijentalnim ¢iniocima znacajano
utiCu na pojavljivanje i razvoj respiratornog sindroma. Smatra se da temperatura
vazduha manja od 9 i ve¢a od 17°C, kao i strujanje vazduha slabije od 0,2 i ve¢e
od 2 metra u sekundi predstavljaju kriti€ne momente za odgoj teladi. Poznato je
da loSi ambijentalni uslovi smanjuju pritisak kiseonika u plu¢ima, $to uzrokuje hi-
poksiju i hipertenziju plu¢a. Posledi¢no tome nastaje smanjena aktivnost cilija na
sluzokozi dusnika i poremeéena je fagocitna aktivnost makrofaga, $to doprinosi
smanjenoj evakuaciji patogenih mikroorganizama iz plu¢a. Kona¢no, nastanku
respiratornog sindroma doprinose i odredene anatomsko-fizioloske karakteris-
tike koje su svojstvene za goveda kao $to su: veca reznjevitost plu¢a nego kod os-
talih Zivotinja, mali fizioloSki kapacitet izmene gasova, mala koli¢ina lizocima i mali
broj makrofaga u pluéima. Prema tome, respiratorni sindrom kod teladi, koliko je
do sada poznato, predstavlja multikauzalno oboljenje sa znacajnim uticajem ve-
likog broja predisponirajucih faktora.

Etioloski faktori i patogeneza oboljenja organa digestivnog trakta/
FEtiological factors and pathogenesis of diseases of digestive tract organs

Kada se govori o oboljenjima organa digestivnog trakta virusne etiolo-
gije kod teladi najceSc¢e se misli na razlicite oblike gastroenteritisa ili enteritisa. Vi-
rusi koji izazivaju gastroenteritise ili enteritise replikuju se u epitelnim ¢elijama slu-
zokozZe creva i u njima uzrokuju oSteéenja i disfunkcije razli¢itog nivoa. Skoro sve
virusne infekcije digestivnhog trakta nastaju ingestijom kontaminisane hrane i
vode. Period inkubacije je veoma kratak, naj¢eSce traje oko 12 ¢asova, odnosno
oboljenje se manifestuje brzo, bez pojavljivanja prethodnih simptoma. Medutim,
virusi, da bi izazvali oboljenje, moraju da prezive kiselu sredinu Zeluca i bazne
uslove u crevima, kao i uticaj raznih proteolitickih enzima, soli zu¢nih kiselina,
imunoglobulina i drugih specifi¢nih i nespecifi¢nih antivirusnih €inilaca, koji su pri-
sutni u crevima. Prema tome, nastanak i razvoj virusne infekcije creva uslovljen je,
pre svega, koli¢inom i virulencijom unetog virusa, ali i uzrastom Zivotinje. U diges-
tivnom traktu mladih, tek rodenih Zivotinja, pH vrednost je neutralna, mnogi pro-
teoloitiCki enzimi su jo$ neaktivni, lu€enje Zucénih kiselina nije jo$ uspostavljeno, a
prisustvo specifiénih ili nespecifi¢nih antivirusnih Cinilaca je iskljucivo uslovljeno
kvalitetom i koli¢inom uzetog kolostruma. Prema tome, digestivni trakt novorode-
ne Zivotinje predstavlja pogodnu sredinu za umnozavanije i kolonizaciju mnogim
enteropatogenim virusima. Generalno posmatrano, moze da se kaze da sve vi-
rusne infekcije pocinju u proksimalnom delu duodenuma i Sire se progresivno
prema jejunumu i ileumu, a ponekad mogu da zahvate i deo kolona. Brzina kolo-
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nizacije zavisi od koli¢ine i virulencije virusa, ali i imunog statusa zivotinje. Kako in-
fekcija napreduje, epitelne ¢elije propadaju i zamenjuju se mladim ¢elijama kod
kojih je sposobnost resorpcije i produkcije enzima znatno redukovana. Posle-
ditno ovakvom stanju u crevima se ne odvijaju potpuna digestija i resorpcija,
ostaje dosta nesvarenih ili delimi¢no svarenih hranljivih materija, $to povec¢ava os-
motski pritisak i omoguéava povlacenje ekstracelularne tenosti i elektrolita u lu-
men creva. Posledica ovakvog stanja je pojavljivanje dijareje, kada je koncentra-
cija suve materije u fecesu manja od 10 posto i dehidratacije [14]. Treba ista¢i da
nastalo stanje u crevima posle virusne infekcije pogoduje umnoZavanju mnogih
bakterija, a pre svega E. coli, $to prouzrokuje izraZenije klinike simptome enteri-
tisa, a Sanse za izle€enje su svedene na minimum [15]. Medutim, primec¢eno je da
neke virusne infekcije digestivnog trakta prestaju same od sebe, verovatno zbog
relativno vece rezistencije i interferencije mladih celija, koje brzo posle infekcije
zamenjuju inficirane epitelne celije [16]. Naime, pretpostavlja se da se na mladim,
jo$ nezrelim epitelnim ¢elijama, nisu razvili virusni receptori i da je kod njih, kao i
kod ostalih ¢elija, proces produkcije interferona izrazeniji. Najce$¢éi uzrocnici vi-
rusnog enteritisa su rotavirusi, a rede koronavirusi, pestivirusi (virus BVD), kao i
drugi za sada neidentifikovani virusi, €ija uloga u nastanku virusnih enteritisa jo$
nije u potpunosti definisana. Prema podacima u literaturi u¢e$¢e pojedinih virusa
u etiologiji enteritisa je razliCito. Navodi se da rotavirusi izazivaju enteritis u 10 do
40 posto slu¢ajeva, korona virusi od 5 do 10 posto, dok virus BVD u 3 do 5 posto
sluCajeva [14, 17, 18].

Rotavirusi, naj¢eS¢e grupe A, tipi¢ni su predstavnici uzro¢nika virus-
nog enteritisa kod teladi uzrasta od svega nekoliko dana, mada su utvrdeni i u fe-
cesu neobolele teladi uzrasta od dve do tri nedelje. Rotavirusi se veoma inten-
zivno umnozavaju u epitelnim ¢éelijama proksimalnog dela duodenuma sa izrazi-
tom tendencijom Sirenja ka distalnim partijama tankih creva. Inficirana i obolela
Zivotinja izluéuje velike koli¢ine virusa, oko 10'" po gramu fecesa i to treéeg i
Cetvrtog dana od pocetka infekcije. Rotavirusi u fecesu mogu da ostanu infektivni
¢ak nekoliko meseci, pa objekti za drzanje teladi, kao i pribor za odrzavanje
higijene kod teladi dugo mogu da budu izvor infekcije. Neki rotavirusi su visoko
rezistentni na hlor, pa u vodi za pi¢e mogu da ostanu dugo infektivni, Sto treba da
se ima u vidu kada se analizira transmisija virusa. Prema nasim preliminarnim ispi-
tivanjima utvrdeno je da rotavirusi mogu da budu uzro€nici enteritisa u oko 10
posto slucajeva.

Pored rotavirusa, koronavirusi su najéeS¢i uzro€nici enteritisa kod te-
ladi. Patogeneza korona virusa je sliéna kao i kod rotavirusa. NajéeSc¢e oboleva te-
lad u prvoj nedelji Zivota. Bolest traje 4 do 5 dana, a ispoljava se izrazito zutom bo-
jom fecesa, koji je te€an, i dehidratacijom. Koronavirusi imaju izrazit tropizam
prema epitelnim ¢elijama tankih creva, a samo delimi¢no prema epitelnim ¢éeli-
jama debelih creva. Enteritis izazvan koronavirusima moze da se zavrSi letalnim
ishodom u 5 do 10 posto slu¢ajeva, dok u oko 35 posto slu€ajeva infekcija
uzrokovana koronavirusima moze da protekne bez bilo kakvih komplikacija [19].
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Utvrdeno je da je kod koronavirusne infekcije poremecen metaboli-
zam glikoze i laktoze, pa se javlja hipoglikemija, laktatna acidoza i hipovolemija
Sto moze da uzrokuje akutni Sok i naprasno uginuée teleta zbog prestanka rada
srca. Govedi koronavirusi mogu da budu uzro€nici dijareje i kod ljudi [16].

Virus BVD se pominje kao potencijalni uzro€nik enteritisa, jer napada
epitelne ¢elije sluzokoze digestivnog trakta, kao i sluzokoze ostalih organa, ali i
zbog svog izrazitog imunosupresivnog delovanja, $to je ve¢ objasnjeno, smatra
se moguéim uzro€nikom veoma teskih oblika enteritisa. Enteritisi virusne etiolo-
gije mogu da predstavljaju znacajan zdravstveno-ekonomski problem u prvih
nekoliko nedelja Zivota teladi. Kasnije, sa staro$¢u, opada prijemcivost epitelnih
¢elija digestivnog trakta opada. Virusi mogu da budu prisutni u crevnom sadrzaju,
ali ne mogu da udu u ¢elije i da se u njima replikuju. Fecesom se eliminiSu u
spoljadnju sredinu i postaju potencijalni uzro€nici virusnog enteritisa kod mlade,
tek rodene teladi.

Kao $to je ve¢ navedeno udruzene infekcije izazvane virusima koji na-
padaju gornje respiratorne puteve ili gastrointestinalni trakt mogu da dovedu do
nepovljnog ishoda oboljenja pra¢enog visokim morbiditetom i mortalitetom, Sto
izaziva velike ekonomske Stete. Prema tome, nacin drzanja Zivotinja, ishrana,
nega i imunoprofilaksa zna¢ajno mogu da doprinesu povoljnijem ishodu bolesti,
pogotovo ako se u zapatu nadu visoko patogeni sojevi virusa. Ukoliko se obavlja
analiza oboljenja teladi virusne etiologije sa aspekta veterinarske medicine tada je
potrebno da se pored imunoprofilakse posebna paznja pokloni i preventivnoj
terapiji, koja je danas sastavni deo dobro organizovanog programa uzgoja u
govedarskoj proizvodniji.

Rad je finansiran sredstvima Ministarstva za nauku i tehnolos$ki razvoj R. Srbije u okviru projekta BTR
4331.B
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ENGLISH

MOST FREQUENT CALF DISEASES IN INDUSTRIAL BREEDING
S. Lazié, T. Petrovi¢, I. Pusi¢, Maja Velhner

Itis possible to conduct an analysis of the incidence of viral diseases in calves
if these diseases are divided into two basic groups. One group comprises diseases of res-
piratory organs which are manifested by symptoms of a respiratory syndrome, and the sec-
ond group comprises diseases of digestive tract organs in the form of a gastrointestinal
syndrome.

It is considered that viruses have the dominant role in the complex etiology of
the respiratory syndrome, primarily the IBR virus or the Bovine Herpes Virus-1 (BHV-1), fol-
lowed by the parainfluenza 3 virus (RSV), the Bovine Viral Diahrrea Virus (BVDV), the bo-
vine Respiratory Syncytial Virus (RSV), but also other viruses, such as adenoviruses, rhino-
viruses, coronaviruses, can also influence the appearance of the respiratory syndrome.
The respiratory syndrome is rarely caused by a single viral agent, but most frequently by
mixed viruses, but also by bacterial infections. Mixed viral infections often have a lethal out-
come.

Investigations of the etiology of the gastrointestinal syndrome so far indicate
that, in addition to bacteria, viruses can also be a significant etiological factor. Rotaviruses,
coronaviruses, adenoviruses, parvoviruses, herpesviruses (the IBR virus), pestiviruses
(BVDV), can be the causes of a gastrointestinal syndrome. It is believed that viruses can be
the cause in about 10% cases in the ethiopathogenesis of this syndrome.

The paper describes the etiopathogenesis of calf diseases of viral etiology
which are most often found in the local conditions of industrial breeding of calves.

Key words: etiopathogenesis, calves, viruses
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PYCCKUA

CAMbIE YACTbIE BUPYCHbIE 3ABOJIEBAHUA TENAT B MPOMbILLJIEHHOM
PA3BEJEHUMN

C. Na3ny, T. MeTtposuy, W. MNywny, Mas BenxHep

AHanmna 4acToTbl NOSABMEHNS 3a601€BaHNN TENAT BUPYCHOW 9TUOMOrMn BO3-
MOXXHbI ecnv 9Tn 60Me3HN pa3fensaTca B ABE OCHOBHHbIe rpynnbl. OgHy rpynny co-
CTaBNslo0T 3a601€BaHNSA PECNPaTOPHbIX OPraHoB, MaHNECTMPYEMbIE CUMITOMaMMN pec-
NMPaTopHOro CYHAPOMA, a BTOPYHO rpynny NpecTaBnsioT co60on 3aboneBaHns opraHoB
nULEeBapUTENbHOrO TpakTa B BUAE raCTPOMHTECTUHABHOIO CMHAPOMA.

B KOMNNEeKCHOM 3TMONorMM pecnupaTopHoOro CUHAPOMA CHATaeTCs, 4YTo JOo-
MWHUPYIOLLYIO POSib MMEIOT BMPYChl, @ UMEHHO npexxae Bcero Bupyc VIBP-a unu roBs>xun
repnec supyc-1 (ITB-1), 3atem Bupyc napanHdhnioaHubl 3 (Mu-3), roBs>xunii BUpyc BUpyc-
Hou anapewu (TBBJ-DVB), roBshxuin pecnnpaTopHbIv cMHUMansHbIv Bupyc (PCB), Ho v apy-
rme BMPYChbl, KaK a4eHOBUPYCbI, PUHOBUPYCbI, KOPOHABMPYCbl, MOTYT UMETb BIMAHME HA
SIBMIEHMe pecnupaTtopHOro cuHApoma. PecnvpaTopHbin CcUHAPOM peako 6biBaeT
NPUYNHOWN OJHMM BUPYCHBIM areHTOM, y>Ke Yalle BCero cMeLlaHHbIM BUPYCOM, HO 1 6aKTe-
pranbHbIMU MHDeKUMAMU. CMeLlaHHbIe BUPYCHbIE MHADEKLMM HacTo 3a KaHYMBaKOTCA Je-
TarnbHbIM UCXOLOM.

BbiBlUME [0 CMX MOP WCCNeAoBaHUS 3TUOMOMMU FacTPOMHTECTUHASIBHOrO
CVMHAPOMA YKasbIBaloT, YTO BO3Me 6aKTEpPUn 1 BUPYCbl MOTYT ObiTb 3HAYUTENbHBIN 3TK-
onormdecknin hakTop. PoTasmpychbl, KOPOHaBUPYCbl, aAEHOBUPYChI, MApBOBUPYChI, Fep-
necsupycol (MBP Bupyc), nectusmpycsl (FBBA-BVD) moryT 6biTb BO36yAUTENN raCTPOUH-
TecTuHanbHoro cmHapoma. CunTaeTcs, 4TO B 9TMONATOreHes3e aToro CMHAPOMa BUPYChI
MOryT 6bITb BO36yauTenu B okono 10 % cny4aes.

B paboTe onncaH aTnonatoreHes 3aboneBaHuii TENAT BUPYCHON 3TMOJOMnK,
KOTOpbIE Yalle BCero BCTPEYaTCA B HALWMX YCNOBUSAX NPOMbILLIEHHOro cnocoba pasBse-
[JEHNA KPYMHOro poraToro ckoTa.

KntoyeBble croBa: aTMonaToreHes, Tenara, BUPYCbI
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SADRZAJ LIPIDA I GLIKOGENA U JETRI KOD VISOKO-
PRODUKTIVNIH MLECNIH KRAVA U PERIPARTALNOM
PERIODU"

LIPID AND GLYCOGEN CONTENTS IN LIVER OF HIGH-YIELD DAIRY
COWS IN PERIPARTAL PERIOD

R. Dokovié, H. Samanc™

Od krava holstajn rase u visokom graviditetu i ranoj laktaciji biop-
sijom su uzimani uzorci tkiva jetre za patolosko-histoloska ispitivanja.
SadrZaj masti u hepatocitima je odredivan stereometrijskom metodom
izradunavanjem volumenske gustine, a glikogena semikvantitativno
mikroskopskim pregledom iseéaka bojenih metodom po Bestu.

Patolosko-histoloskim ispitivanjem uzoraka tkiva jetre kod zdra-
vih, steonih i tek oteljenih krava nisu utvrdene masna infiltracija i dege-
neracija Celija jetre a hepatociti su u potpunosti ili delimi¢no ispunjeni
glikogenom.

Kod krava obolelih od ketoze patolosko-histoloskim ispitivanjem
uzoraka tkiva jetre su utvrdena masna infiltracija i degeneracija hepa-
tocita, razli¢itog intenziteta. Samo kod jedne krave obolele od ketoze
utvrden je blagi stepen masne infiltracije, kod Sest krava srednji stepen
masne infiltracije i degeneracije, a kod tri krave teZak oblik zamasc¢enja
Celija jetre.

Kolicina glikogena u hepatocitima je u negativnoj korelaciji sa ste-
penom masne infiltracije i degeneracije. Pri teSkom stanju zamas$cenja
u citoplazmi hepatocita u potpunosti nedostaje glikogen.

Kljucne reci: krava, peripartalni period, jetra, lipidi, glikogen

Uvod / Introduction

U ranoj laktaciji potrebe mle¢ne Zlezde za glikozom kod mle¢nih krava
uvek su vece nego Sto ima raspolozive glikoze. Ovaj disbalans uzrokuje negativan

*

Rad primljen za Stampu 24. 12. 2003. godine

** Dr Radojica Dokovié, docent, Agronomski fakultet, Caéak; dr Horea éamanc, profesor, Fa-
kultet veterinarske medicine, Beograd
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energetski i ugljeno-hidratni bilans, smanjuje proces glikoneogeneze i rezerve
glikogena u jetri. Telesne rezerve masti koje mogu da budu vrlo velike na pocetku
laktacije mobiliSu se u mnogo ve¢em stepenu nego $to su stvarne potrebe organi-
zma uslovljene negativnim bilansom energije, Sto omoguéava poveéano nakup-
lianje masti u hepatocitima i intenziviranje ketogeneze u jetri [8, 1]. Kod mle¢nih
krava prisutna je hipoglikemija, a usled nakupljanja kapljica masti u hepatocitima i
kao i toga da mle¢na Zlezda ima povec¢ano koriS¢enje glikoze nastaje znacajno
opadanje, pa i nestanak glikogena u hepatocitima. Veenhuizen i sar [10] utvrdili
su da koli¢ina glikogena u jetri zna¢ajno opada kod krava sa masnom jetrom u
prvoj nedelji laktacije u odnosu na zdrave Zivotinje, odnosno da koli¢ina gliko-
gena opada do minimalnih vrednosti na dve nedelje pre pojavljivanja ketoze kod
zivotinja. To potvrduje i znacajno negativna korelacija izmedu sadrzaja masti i
glikogena u hepatocitima [10, 5]. Naime, usled pove¢anog nakupljanja masti u
jetri iiscrpljivanja rezervi glikogena u hepatocitima kod krava u peripartalnom pe-
riodu, proces masne infiltracije i degeneracije hepatocita kod pojedinih krava
posle teljenja uzrokuje intenziviranje procesa ketogeneze i nakupljane masti u jetri
u znagajnom stepenu.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Za ispitivanje su odabrane visokosteone (n=20) i tek oteljene krave
(n=20) rase holstain. Odabrane visoko steone krave su podeljene u dve grupe i
to na grupu krava (n=13) kod kojih su se uzorci tkiva jetre uzimali u periodu od 10.
do 4. dana pre teljenja i grupu krava (n=7) kod kojih su se uzorci tkiva jetre uzimali
u periodu od 4. do 1. dana pre teljenja. Odabrane tek oteljene krave takode su
podeljene u dve grupe: grupu krava (n=10) koje su bile klini¢ki zdrave i grupu
krava (n=10) koje su pokazivale klinicke znake ketoze.

Uzorci jetre su se uzimali od svake krave metodom perkutane biopsije
jetre, Gaalovom modifikovanom metodom po Hajovcava-Kacifirexu (1967). IseCci
dobijeni biopsijom jetre fiksirani su u 10% neutralnom formalinu i apsolutnom
alkoholu. Parafinski ise¢ci bojeni su HE-metodom, zatim metodom za glikogen po
Bestu i trihromnom metodom po Masson-Goldneru. Kriotomski iseCci tkiva fik-
sirani su u formalinu i bojeni su Sudan -3 metodom za masti.

Sadrzaj masti u hepatocitima odredivan je stereometrijski, izraCuna-
vanjem volumenske gustine. Sadrzaj glikogena u hepatocitima se ocenjivao se-
mikvantitativno. U slu€ajevima kada je hepatocit u potpunosti ispunjen zrncima
glikogena, takav nalaz je oznacen sa +,+,+. Smanjenje glikogena u hepatoci-
tima za 1/3 do1/2 oznaceno je sa +,+. Smanjenje glikogena u hepatocitima
manje od 1/2 od optimalne koli¢ine oznac¢eno je sa +. Nalaz glikogena u trago-
vima ili njegov potpun nedostatak u hepatocitima oznacen je sa —.
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Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and discussion

Rezultati patohistoloSkog ispitivanja iseCaka jetre ukazuju da kod
zdravih steonih i tek oteljenih krava nisu zapazene masna infiltracija i degenera-
cija hepatocita (<10% masti). Kod krava obolelih od ketoze utvrdeno je za-
mascenije jetre razli¢itog stepena.

Rezultati ispitivanja sadrzaja masti u jetri krava obolelih od ketoze pri-
kazani su u tabeli 1.

Tabela 1. SadrZaj masti u jetri krava obolelih od ketoze (um3/100 um3, %) /
Table 1. Lipid content in liver of ketotic cows (Wm%/100 mm?, %)

Redni broj / _
Cow number

% masti u jetri /
% lipids in liver

25.44123.66|23.98|61.15]144.82(42.56|16. 04 |31. 86 (32. 98 (26. 62 |32. 91

Na osnovu sadrzaja masti u jetri koji je utvrden kod krava obolelih od
ketoze sve ispitivane krave mogu da se svrstaju prema predlogu Gaala [2] u tri
grupe:

1. grupa — krave sa blagim stepenom zamaséenja jetre (od 0 do 20 %
masti),

2. grupa - krave sa srednjim stepenom zamascenja jetre (od 20 do
40 % masti),

3. grupa — krave sa teSkim stepenom zamascenija jetre (viSe od 40 %
masti)

Iz dobijenih rezultata moze da se vidi da je samo kod jedne krave obo-
lele od ketoze utvrden blagi stepen masne infiltracije ¢elija jetre ili 10 posto ispiti-
vanih krava, zatim kod 6 krava srednji stepen masne infiltracije i degeneracije
Celija jetre ili 60 posto ispitivanih krava, a kod tri krave obolele od ketoze (30%
krava) utvrden je tezak stepen zamascenja ¢elija jetre.

Schafer i sar [6] u svom radu su utvrdili nesto nize vrednosti, odnosno
kod 65,4 posto ketoznih krava utvrden je blagi, zatim kod 25,3 posto srednji ste-
pen, a samo kod 9,3 posto tezak stepen zamaScenja jetre. Sli¢ne rezultate su us-
tanovili Gerloff i sar [3], koji su kod 63,5 posto krava utvrdili blagi stepen, a kod
36,5 posto srednji i teSki stepen masne jetre.

Koli¢ina glikogena u jetri procenjivala se semikvantativho mikroskop-
skim pregledom iseCaka jetre bojenih metodom po Bestu.

Rezultati ispitivanja koli¢ine glikogena u jetri prikazani su u tabeli 2.
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Kod Zivotinja koje su bile zdrave glikogen je u potpunosti ispunjavao
hepatocite i jasno se uo€ava u vidu zrnaca — granula crvene boje, ravnomerno ra-
sporedenih u citoplazmi (+,+,+).

Ovakav nalaz je utvrden kod 10 zdravih krava u periodu od 10 do 5
dana pre teljenja ili kod 77 posto ispitivanih krava, dok su kod tri zdrave Zivotinje
(23% krava) utvrdene nesto manje koli€ine glikogena u hepatocitima (+,+).

Kod grupe krava neposredno pre teljenja (4-1. dana a. p.), utvrdena je
kod 43 posto zivotinja (tri krave) potpuna ispunjenost hepatocita glikogenom
(+,+,4+), dok je kod 57 posto Zivotinja (Cetiri krave) utvrdena smanjena koli¢ina
granula glikogena u hepatocitima za 1/3 do1/2 (+,+). Kod zdravih krava posle te-
lienja kod 40 posto ispitivanih krava (Cetiri krave), utvrdene su smanjene koli¢ine
glikogena u hepatocitima (+,+), a kod 60 posto krava (Sest krava) utvrdeno je
smanijivanje glikogena u hepatocitima ispod optimalnog sadrzaja (+).

Kod krava koje su posle teljenja obolele od ketoze, kod 80 posto ispiti-
vanih Zivotinja (osam krava) utvrden je potpun nedostatak glikogena u hepatoci-
tima ili nalaz glikogena u tragovima (-), dok je samo kod dve ispitivane zivotinje
(20% krava) utvrdeno postojanje glikogena u malim koli¢inama (+).

Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora koji su ukazali da
su rezerve glikogena u jetri male kod krava sa blagim i srednjim stepenom
zamaséenija jetre, a kod krava sa teSkim stepenom masne jetre rezerve glikogena
su u potpunosti ispraznjene [4, 5, 7].

Na osnovu nasih rezultata i rezultata drugih autora moze da se kon-
statuje da kod mle¢nih krava obolelih od ketoze na pocetku laktacije, nastaje
znacgajno smanjivanje, pa i nestajanje glikogena u hepatocitima, a da se u isto
vreme znacajno povecavaju broj i koli¢ina masnih kapljica [6, 1].

Zakljuéak / Conclusion

1. PatoloSko-histoloSkim ispitivanjem uzoraka tkiva jetre kod zdravih
steonih i tek oteljenih krava nisu utvrdene masna infiltracija i degeneracija celija je-
tre, a hepatociti su u potpunosti ili delimiéno ispunjeni glikogenom.

2. Kod krava obolelih od ketoze patolosko-histoloSkim ispitivanjima
uzoraka tkiva jetre utvrdene su masna infiltracija i degeneracija hepatocita ra-
zli¢itog stepena.

3. Koli¢ina glikogena u hepatocitima je u negativnoj korelaciji sa ste-
penom masne infiltracije i degeneracije. Pri teSkom stepenu zamaséenja jetre u ci-
toplazmi hepatocita u potpunosti nedostaje glikogen.
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ENGLISH

LIPID AND GLYCOGEN CONTENTS IN LIVER OF HIGH-YIELD DAIRY COWS IN
PERIPARTAL PERIOD

R. Pokovic, H. Samanc

Liver tissue samples were taken by biopsy from Holstein cows in advanced
stages of gravidity and in early lactation for pathological-histological examinations. Lipid
content in hepatocytes was determined using the stereometric method by calculating vol-
ume density, and of glycogen using semi-quantitative microscopic examination of sections
stained according to the method of Best.

Pathological-histological examinations of liver tissue samples in healthy ani-
mals, gravid or peripartal cows did not reveal lipid infiltration or cell degeneration, and he-
patocytes were completely or partly filled with glycogen.

In ketotic cows, pathological-histological examinations of liver tissue samples
showed lipid infiltration and hepatocyte degeneration of different intensity. In only one ke-
totic cow, we determined a slight degree of lipid infiltration, there was a medium degree of
lipid infiltration and degeneration in six cows, and three cows were found to have a grave
form of fatty liver.

The quantity of glycogen in hepatocytes is in negative correlation with the de-
gree of lipid infiltration and degeneration. In severe cases of fatty liver, glycogen is com-
pletely absent from hepatocyte cytoplasm.

Key words: Cow, peripartal period, liver, lipids, glycogen.
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PYCCKUA

COJEPXEHUE NNNnA0B U NMMKOIrEHA B NEYEHU BbICOKO-NMPOAYKTUBHbIX
MOJIO4YHbIX KOPOB B MNEPUMNAPTANIbHOM NEPUOAE

P. xokoBuy, X. LlamaHy,

3 KOpOB XONLITaNH NOpoAbl B BbICOKOW 6EPEMEHOCTU U paHHEN NnakTaumu
6uoncuert 6paHbl 06pa3yUnKM TKaAHEN NMedeHn AJs NaToNoro-rmcToNorMyYeckmx ncnbita-
Hui. CofeprkaHne XXupa B renatoumntax onpefenimpaHo CTEPEOMETPUYECKMM METOLOM
BbICYUTbIBAHMEM OOBEMHON ryCTOTbI, & IMIMKOreHa CEMUKOSIMYECTBEHHO MUKPOCKOMMYeC-
KM OCMOTPOM BbICHEKOB, KpaLleHHbIX Nno becTy.

[MaTonoro-rucToNnorM4ecKum UcnbiTaHneM obpasymMKoB TKaHen y 340POBbIX,
CTellbHbIX N NMALWb OTEeJIeHHbIX KOPOB He yTBep>XAeHbl NOJIHOCTbIO UK HaCTUYHO Ucnos-
HEeHbI TMNKOreHomMm.

Y KopoB, 3a60NEBLINX KETO30M MATONOrO-rMCTONOrMYECKMM UCTbITAHUEM
06pa3ynKOB TKaHEN NeYeHn YTBEPXXAEHA XMPHAs UHUIbTPaUWS U AereHepauus rena-
TOUWTOB, Pa3/IMYHOM UHTEHCMBHOCTMW. TONBKO Y OAHOM KOPOBbI, 3a6011EBLUEN KETO30M YT-
BepXXAeHa MArkas cTeneHb XXUPHOW MHUbTPaUMK, Y LIECTU KOPOB CPEeAHSASA CTEMNEHb
XKMPHON UHUNBbTPaUMM U gereHepauun, a y TPEX KOPoB Tskénasi hopma 3aKMpeHus
KIEeTOK MeyeHu.

KonuyecTBo rivMkoreHa B renatouuMtax B OTpuuaTenbHOW KOppensayum co
CTENeHbIO XXUPHOWN MHUAbTPaUMmn n gereHepauuu. [Npm TKENOM COCTOAHUM 3aXKNPEHNS
B UMTOMNMIa3Me renaTouuToB NOSIHOCTBIO HEA0CTaBaET FINKOrEH.

KntoyeBble cnoBa: KopoBa, nepmnapTaanbM nepuona, ne4eHb, nmnnabl, rNMMKoreH
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UTICAJ RAZNIH CINILACA NA INFEKCIJE MLECNE
ZLEZDE UZROKOVANE BAKTERIJAMA VRSTE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

EFFECT OF DIFFERENT FACTORS ON MAMMARY GLAND
INFECTION WITH STAPHYLOCOCCUS AUREUS BACTERIA

A. Juréevié, A. Pengov™*

Cilj naSeg istraZivackog rada je bio da utvrdimo na koji nacin
odredeni ¢inioci (okolina, leCenje, preventiva i Zivotinja) uti¢u na infek-
ciju vimena izazvanu bakterijom Staphylococcus aureus (S. aureus).

Anketom smo proucili uticaj raznih Cinilaca na ucestalost pojavlji-
vanja infekcije uzrokovane bakterijom S. aureus. Utvrdili smo da su pre-
ventiva, leCenje na osnovu rezultata bakterioloskih ispitivanja i antibio-
grama i eliminisanje negativnih uticaja okoline osnova za smanjenje
ucCestalosti pojavljivanja oboljenja vimena.

Rezultate ankete smo proverili metodom analize varijanse i utvrdili
da uticaj okoline signifikantno odstupa od drugih &inilaca (preventiva,
leCenje i dijagnoza, Zivotinja). Na$i rezultati ukazuju da odgajivad, uz
dobru preventivu i dobro leCenje mastitisa, ¢esto zaboravlja na staju,
odnosno na okolinu u kojoj se zadrZavaju krave. LoSi uslovi u staji
negativno uti¢u na otpornost krava i istovremeno omogucavaju posto-
janje i razmnoZavanje patogenih vrsta bakterija. Pored loSih uslova u
stajama, ne sme da se zaboravi ni preventiva i terapija upale mle¢ne
Zlezde. Na osnovu naSih prethodnih istraZivanja (Pengov i saradnici,
2000), za terapiju upale mle¢ne Zlezde preporucujemo da se koristi
kombinacija amoksicilina i klavulonske kiseline, a kao preventiva upale
mleéne Zlezde da se upotrebi mast za vime.

Klju¢éne reci: mastitis, Staphylococcus aureus

*

Rad primljen za Stampu 20.10. 2003. godine

** Drvet. med. Alen Juréevi¢, ,Lek” d.d., Ljubljana, Slovenija; dr vet. med. Andrej Pengov, pro-
fesor, Institut za mikrobiologiju i parazitologiju, Veterinarski fakultet, Ljubljana, Slovenija
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Uvod / Introduction

Izrazom mastitis oznaava se upala mlecne Zlezde. Mastitis se spo-
radi¢no pojavljuje kod svih vrsta sisara, a sa zdravstvenog i privrednog aspekta
ova bolest je posebno znacajna kod krava, ovaca i koza. Prve zapise o upali
mlec¢ne zlezde kod zivotinja nalazimo u srednjem veku. Pove¢anjem broja Zivoti-
nja i stalnim poveéanjem mle¢nosti povecavali su se i problemi koji su se odnosili
na mastitis tako da smo danas svedoci prave ,poplave” ¢lanaka iz svih krajeva
sveta koji obraduju ovu problematiku [1].

| pored mnogobrojnih istrazivanja, izrade preventivnih programa i
Siroke primene antibiotika u le€enju, upala mle¢ne zlezde je jo$ uvek najozbiljniji i
vrlo skup problem u intenzivnoj proizvodnji mleka. Posle prividnih uspeha iz
Sezdesetih i sedamdesetih godina, ograniCene moguénosti upotrebe antibiotika
jasno su se pokazale upravo kod mastitisa. Naravno, antibiotici i hemoterapeutici
¢e biti neophodni i ubuduce, narocito kod akutnih upala vimena, ali uprkos tome
stru€njaci tragaju za novim i efikasnijim putevima, naro€ito u preventivi oboljenja
vimena [2].

Cilj ovog istrazivanja je bio da se pomoc¢u ankete, posmatranja,
klinickih pregleda i laboratorijskih ispitivanja odredi uticaj pojedinih €inilaca (oko-
lina, leCenje, preventiva i otpornost Zivotinje) na stepen zarazenosti stada bakteri-
jom S. aureus.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Podatke za naSe istrazivanje prikupili smo sa 18 seoskih imanja u
raznim delovima Slovenije. Pri izboru imanja uzimali smo u obzir spremnost odga-
jiva¢a da u€estvuije u istrazivanju. Radi bolje preglednosti i lakSe obrade podataka
imanja smo oznacili brojevima od 1 do 18. Izabrali smo veca stada sa intenzivhom
proizvodnjom, kao i manja stada kod kojih je nacin privredivanja viSe ekstenzivan.
Na velikim imanjima u proseku je bilo 38, a na manjim 10 krava muzara. Krave su
uglavnom bile crno-bele pasmine, a nesto je bilo i svetlolisastih, odnosno ukrste-
nih izmedu svetlolisaste i crno-bele pasmine.

Na pomenutim imanjima pregledali smo 350 krava i uzeli 1282 uzorka
mleka iz pojedinih Cetvrti vimena.

Uzorke mleka smo uzimali tako $to smo najpre obrisali sise suvim pa-
pirnim ubrusom, a zatim dezinfikovali vrhove sise vatom namo¢enom 70%-tnim
etil-alkoholom. Mleko smo izmuzli u sterilne epruvete od 10 ml koje smo stavili u
rashladnu torbu i odvezli u laboratoriju.
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Cinioci koji uticu na stepen zarazenosti krava bakterijom S. aureus

laca kao $to su:
— preventiva,
- le€enje i dijagnoza oboljenja vimena,

talih u pogledu infekcije mle€ne zlezde uzrokovane bakterijom S. aureus.

zatim izra¢unali prose€an broj poena svih krava u staji).

Rezultati rada / Results

Pomocu ankete i posmatranjem zeleli smo da utvrdimo kako pojedini
¢inioci utiCu na zarazenost krava bakterijom S. aureus. Prou€avali smo uticaj Cini-

— okolina,
- Zivotinja.
Zeleli smo da utvrdimo da li neki od navedenih €inilaca odstupa od os-

Svaki od tih ¢inilaca ocenili smo razliCito:
— preventiva, 35 poena;
—le€enje i dijagnoza, 30 poena;

— okolina, 20 poena;

— zivotinja, 15 poena (svaku kravu u staji pojedinaéno smo ocenili, a

Tabela 1. Pregled raspodele poena po pojedinim stajama dobijene obradom ankete |
Table 1. Distribution of factor points in barns according to the questionnaire

Lecenje i Zaraze-
Preventiva / dijagnoza / Okolina / Krave /
v ! nost /
Prevention Treatment and Environment Cows .
i ) Infection
liagnosis
p % p % p % p % %
%taja1 / 315 90 30 100 8,5 42,5 7,2 48 12,5
arn 1
gtaja 2/ 33 94,2 23 76,6 14,5 72,5 7,3 48,6 8,9
arn 2
Staja 3/ 1 28 17 65,6 2,5 12,5 3,2 21,3 57,5
Barn 3
Stajad/ |, 657 30 100 5,75 28,7 6.3 42 0
Barn 4
Staja5/ 225 64,3 14,5 48,3 2 10 6,2 41,3 2,9
Barn §
Staja6/ [ o, 62,8 30 100 1 5 4,2 32,6 40
Barn 6
Staja 7/ 27,5 50 30 100 6,25 31,2 4.4 22 4,2
Barn 7
StaBll 49 | s57 | 20 | ess | 11 55 | 93 | 62 | 63
Barn 8
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nastavak tabele 1. / engleski
LeCenje i Zaraze-
Preventiva / dijagnoza / Okolina / Krave / nost /
Prevention Treatment and Environment Cows Infection
diagnosis
p % p % p % p % %
Staja 9/
Barn 9 30,5 87,1 15,5 51,6 8,25 41,2 3,2 21,3 10
Staja10/
Barn 10 29,5 84,3 20 66,6 19 95 47 31,3 5,3
Staja11/
Barn 11 16,5 471 30 100 6,5 32,5 2,3 15,3 12,5
Stajat12/
Barn 12 8,5 24,2 24,5 81,6 7 35 41 27,3 8,3
Stejats/l 475 | 50 | 245 | 816 6 30 53 | 366 | 42
Barn 13
Staja14/
Barn 14 13 37,1 25,5 85 11 55 4,5 30 26,7
Staja15/
Barn 15 20,5 58,6 30 100 4 20 4,3 28,6 3,8
Staja 16/
Barn 16 18,5 52,9 30 100 15,8 78,7 4.4 29,3 5,1
Staja17/
Barn 17 30,5 87,1 25,5 85 18 90 4,3 28,7 13,3
Staja18/
Barn 18 15,5 42,8 30 100 7 35 4,7 31,3 27,1

p — poeni / p — points; % — udeo | % — percent participation
Statisticka obrada ankete i zapazanja /
Statistical analyses of the questionnaire

Pomodu statistickog programa SPSS (anova — analiza varijanse — sa
jednim ulazom) uporedivali smo medusobni uticaj pojedinih Cinilaca na zaraze-
nost Cetvrti vimena bakterijom S. aureus.
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Tabela 2. Prikaz statistiCke obrade anketnog upitnika pomoc¢u analize varijanse /
Table 2. Statistical analyses of the questionnaire with anova

ANOVA - Analiza varijanse / ANOVA — Variant analysis

. Funkcija
Zbir Sslgebpoe; (_'} Glvani | faktora Signi-
kvadrata / / kvadrat / | analize / | fikacija /
Sum of Dearees Main | Analysis | Signifi-
squares o f%«” ead | Square factor cance
function
Prevent / Varijansa izmedu uzoraka / 8996,604 14 642,615 1,397 494
Preventive Variant between samples
Varijansa unutar uzoraka / 920,205 2 460,102
Variant within samples
Ukupna varijansa / 9916,809 16
Total variant
LeCenje i Varijansa izmedu uzoraka /| 4936,962 14 352,640 4,166 ,210
dijagnoza/ | Variant between samples
Treatment and|Varijansa unutar uzoraka / 169,280 2 84,640
diagnosis Variant within samples
Ukupna varijansa / 5106,242 16
Total variant
Okolina / Varijansa izmedu uzoraka /| 11831,249 14 845,089| 33,324 ,030*
Environment | Variant between samples
Varijansa unutar uzoraka / 50,720 2 25,360
Variant within samples
Ukupna varijansa / 11881,969 16
Total variant
Krava / Varijansa izmedu uzoraka / 1555.046 14 111,089 ,346 ,911
Cow Variant between samples ’
Varijansa unutar uzoraka / 641 295 2 320,613
Variant within samples ’
Ukupna varijansa / 16
Total variant 2196,471

*najvedi uticaj / biggest influence

Diskusija / Discussion

Pomocu ankete i posmatranjem proucavali smo uticaj pojedinih Cini-
laca na stepen zarazenosti Cetvrti vimena uzrokovane bakterijom S. aureus. U
izboru ¢&inilaca bile su nam od pomoci veé poznate Cinjenice o Sirenju bakterije S.
aureus, nacinu ulaska u mleé¢nu zlezdu, patogenezi i na¢inu leCenja mastitisa izaz-
vanog ovom vrstom bakterija.

Cinioce smo svrstali u &etiri sklopa:

— preventiva,

lecenje i dijagnoza,

— okolina,
— Zivotinja.
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Za spreCavanje Sirenja prouzrokovaca kao sto je S. aureus preduzi-
maju se razne mere. U nasem anketnom upitniku uzeli smo u obzir samo one
najvaznije. Takva mera je, na primer, odrzavanje Cisto¢e sisa i vimena izmedu dve
muze. Pri tom, vaznu ulogu ima ¢iS¢enje vimena pre muze. Upotrebom papirnog
ubrusa za jednokratnu upotrebu smanjuje se mogucnost preno$enja prouzroko-
vacta sa zarazenih krava na zdrave. Kod preventive infekcija izazvanih stafiloko-
kama vazna je, takode, i dezinfekcija sisa posle muze, zato $to se time smanjuje
mogucnost ulaska bakterije S. aureus u vime. Prema podacima iz literature, misi¢
za zatvaranje kanala sise na distalnom delu posle muze ostaje otvoren jo$ 20 do
30 minuta, Sto je dovoljno da mikrobi sa koZe sise udu u mle¢nu Zlezdu [4].

Kod preventive, u poslednje vreme se primenjuje metoda prirodnog
le€enja. Na trziStu se nudi viSe preparata koji deluju antipiretiCki, antisepticki i de-
kongestivno. Jedan od njih je Lekaseptal®.

U anketnom upitniku smo spajili dijagnostiku oboljenja vimena i leCe-
nje. Redovnim pra¢enjem broja somatskih ¢elija u zbirnom uzorku mleka (za celu
staju) i kod pojedinih krava na osnovu poveéanog broja ¢elija moze da se po-
sumnja na supklini¢ki oblik mastitisa. Karakteristicno je da kod mastitisa koji iza-
ziva bakterija S. aureus Cak 42 do 78 posto klini¢kih oblika mastitisa prelazi u
supkliniCki oblik $to predstavlja izvor novih infekcija u stadu [5].

Ranim otkrivanjem i le€enjem supklini¢kih oblika mastitisa sprecava
se pojavljivanje njegovih hroni¢nih oblika i dalje Sirenje prouzrokovaca. LoSem us-
pehu le€enja infekcija vimena izazvanih bakterijom S. aureus u velikoj meri dopri-
nosi suviSe kratko vreme terapije. U na$oj studiji nismo uzeli u obzir vreme
leenja, ali smo uzeli u obzir ko je obavljao leCenje. Kod intramamarne aplikacije
antibiotika odgajiva¢ ¢esto ne postuje opStevazeca uputstva za aplikaciju te vrste
lekova. Pri tom, pojavljuje se problem infekcije mle€ne Zlezde izazvane gljivicama
kvasca. Vlasnici koji prema uputstvu veterinara sami leCe mastitis Cesto, ve¢ kod
prvog poboljSanja, prekidaju terapiju i tako izazivaju pojavljivanje hroni¢nih infek-
cija i rezistenciju bakterija na pojedine antibiotike. Uglavhom vazi da je parenteral-
na terapija sama, ili u kombinaciji sa intramamarnom, efikasnija nego sama in-
tramamarna terapija. Prema podacima antibiograma iz prethodnih studija [3], vrlo
uspesna terapija upale mle¢ne zZlezde izazvane bakterijom S. aureus predstavlja
kombinaciju amoksicilina i klavulonske kiseline.

U vaznije Cinioce okoline koji utiCcu na pojavljivanje upale vimena
svrstali smo postupak muze, pravilan rad masine za muzu, naéin ishrane, pros-
tirku u staji, klimatske uslove i opStu negu i brigu oko zivotinja [6]. Pitanja u anketi
odnosila su se na nadin ishrane, prostirku, klimatske uslove i postupak muze.
Negu i ishranu zivotinja svrstali smo u sklop koji se odnosi na otpornost krava.
Povrede vimena i sisa nastale zbog suviSe kratkog boksa za stajanje, nedovoljne
koli¢ine prostirke i reSetkastog poda povecavaju rizik pojavljivanja mastitisa.
Nepovoljna mikroklima u staji, pre svega, povec¢ana vlaznost i visoka temperatura,
uz loSu ventilaciju u letnjim mesecima, stvara povoljne uslove za pojavljivanje i
razmnozavanje mikroorganizama koji izazivaju mastitis. Muza je najvazniji inilac
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koji utie na nastajanje mastitisa izazvanog bakterijom S. aureus. U poredenju sa
sisanjem teleta, i ru€na i masinska muza neuporedivo viSe opterecuju tkivo vi-
mena. Narocito je maSinska muza vrlo Cesto ,kriva” za pojavljivanje mastitisa.
Najc¢eSc¢e opisani nedostaci masinske muze su nepravilne vrednosti potpritiska,
suviSe ubrzano ili usporeno pulsiranje, muza nepripremljenog vimena, muza u
prazno, zaéepljeni mlekovodi i dotrajalost materijala. Sistemi koji izvode regula-
ciju vrednosti potpritiska u skladu sa dotokom mleka i automatski skidaju sisaljke
umanjuju negativne ucinke masine na tkivo vimena za vreme muze i smanjuiju rizik
da nastane upala. Mleko, sredstva za dezinfekciju i ultraljubicasto svetlo oStecuju
povrSine gumenih delova masine, one postaju hrapave, na njima se u veéem
broju zadrzavaju patogene i saprofitne bakterije i zato je vazno da se ti delovi re-
dovno zamenjuju.

MorfoloSke osobine vimena kao $to su:

— oblik vimena,

- duzina sisa,

— oblik sisine papile,

— udaljenost od tla,
takode utiCu na mogucénost nastajanja infekcije.

U anketnom upitniku smo ocenjivali oblik vimena, sisa i sisine papile.

Rizik nastajanja infekcije vimena raste sa staro$¢u krava muzara, §to
se povezuje sa manjom sintezom gamaglobulina i morfolo$kim osobinama osta-
relog vimena.

Statistickom obradoma podataka iz anketnog upitnika utvrdili smo da
svi navedeni Cinioci utiCcu na ucestalost pojavljivanja infekcije mlecne Zlezde
izazvane bakterijom S. aureus. Na osnovu signifikacije moze da se tvrdi sa 5%
rizika (P<0,05) da preventiva relativno malo utie na infekciju izazvanu bakterijom
S. aureus. Takode, na osnovu F funkcije moze da se oceni povezanost leCenja i di-
jagnoze sa infekcijom izazvanom bakterijama S. aureus. F funkcija, u ovom
sluaju, iznosi 4,166, Sto znaci da le€enje i dijagnoza smanjuju rizik nastajanja in-
fekcije izazvane bakterijom S. aureus. Ovo moze da se tvrdi sa 5% rizika (P<
0,05). Povezanost ovog Cinioca sa infekcijom izazvanom bakterijama S. aureus je
veca od uticaja Cinioca preventiva. Od svih obradenih Cinilaca statistiCki najvise
odstupa okolina. F funkcija kod okoline dostize vrednost od 33,324, Sto ukazuje
na veliki uticaj okoline na inficiranje bakterijama S. aureus. U ovom slu€aju, signi-
fikacija je skoro jednaka 0, §to znaci da moZze da se tvrdi sa skoro 1% rizika (P<
0,01) da okolina najviSe uti¢e na inficiranje bakterijama S. aureus. Na osnovu
izracunate F funkcije i signifikacije moze da se potvrdi uz 5% rizika (P< 0,05) da
najmaniji uticaj na inficiranje bakterijama S. aureus ima Cinilac zivotinja.

Odgajivaci posvecéuju premalo paznje okolini u kojoj se nalaze krave.
Izgleda da se ukupan uticaj okoline kao €inioca koji doprinosi ve¢em inficiranju
krava bakterijama S. aureus moze da se sagleda kada je preventiva u stadu
odgovarajuéa i leCenje mastitisa adekvatno. Drugo objasnjenje, koje je verovat-
nije, odnosi se na problem koji se krije u sastavu anketnog upitnika. NaSom anke-
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tom i posmatranjem obuhvatili smo samo egzemplarni uzorak kod koga su po-
daci indikativni, $to znaci da ne vaze za celu teritoriju Slovenije, ve¢ samo za staje
obuhvaéene nasim istrazivanjem. Anketom i posmatranjem smo utvrdili da €inioci
koji utiCu na predispoziciju zivotinje na mastitis (oblik sise, sisine papile, oblik vi-
mena, Cistoca vimena i sise, starost, mlecnost i kondicija) imaju najmanii uticaj na
stepen zarazenosti bakterijom S. aureus. Cinioci koje smo svrstali u sklop preven-
tiva i leCenje i sklop dijagnostika u priblizno istoj meri utiu na infekciju vimena
izazvanu bakterijom S. aureus. Naravno, ovde mora da se uzme u obzir da su svi
¢inioci medusobno povezani.

Daljim istrazivanjem bi morao da se obuhvati veéi broj uzoraka (staja)
iz raznih delova Slovenije. Pri tom, trebalo bi da se uspostavi veza sa veterinarima
koji rade na terenu i da im se daju uzorci anketnog upitnika koje bi oni dalje dis-
tribuirali odgajivacima krava. Ovi upitnici bi se kasnije statistiCki obradili, a do-
bijeni rezultat bi dao jasniju sliku o uticaju pojedinih Cinilaca koji utiC¢u na po-
javljivanje mastitisa.
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ENGLISH

EFFECT OF DIFFERENT FACTORS ON MAMMARY GLAND INFECTION WITH
STAPHYLOCOCCUS AUREUS BACTERIA

A. Juréevié, A. Pengov

The objective of our investigation was to determine how certain factors (the
environment, treatment, prevention, animal) affect udder infection with Staphylococcus au-
reurs (S. aureus) bacteria.

A questionnaire investigated the effect of different factors on the frequency of
infection with S. aureus bacteria. We established that prevention, treatment on the basis of
results of bacteriological examinations and antibiograms, and the elimination of the nega-
tive influence of the environment, form a basis for reducing the frequency of udder infec-
tions.
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We verified the questionannire results with the variant analysis method and es-
tablished that the effect of the environment significantly digresses from the other factors
(prevention, treatment and diagnosis, animal). Our results show that the breeder, with good
prevention and good treatment of mastitis, often disregards the effects of the barn and the
environment in which the cows are maintained. Poor barn conditions have a negative effect
on cow resistance and at the same time enable the existence and multiplication of patho-
genic species of bacteria. In addition to the maintenance conditions, one must not forget
prevention and therapy of mammary gland inflammation, either. On the grounds of our pre-
vious investigations (Pengov et al., 2000), we recommend for the therapy of mammary
gland inflammation the use of a combination of amoxicillin and clavulonic acid, and as pre-
vention of mammary gland inflammation the use of an udder ointment.

Key words: Mastitis, Staphylococcus aureus

PYCCKUA

BJIMSTHUE PA3HbIX AEATENENA HA UHOEKLIMX MOJTOYHOM XENE3bI
BAKTEPUSMWU STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A. IOpuyeBuy, A. lNeHros

Llenb Hawem nccnepoBaTenbCckon paboThl bbina yTBEpAUTbL KOTOPBIM CMo-
co60oM onpefenéHHble feaTeny (OKPECTHOCTb, NIeYeHMe, NPEBEHTMBA, XXMBOTHOE) BNUS-
10T Ha UHdEeKLMIO BIMEHN 6bakTepuen Staphylococcus aureus (S. aureus).

AHKETON Mbl U3Yy4Ynin BIMSIHAE pPasHblX AesiTenen Ha 4YacToTy UHGEKLUn
6akTepuen S. aureus. Mbl yTBEpAUNN, HTO NPEBEHTUBA, JIeHEHMEe Ha OCHOBE pe3ybTaToB
6aKTepI/|OJ'IOFI/|‘-IeCKVIX MCnbITaHUA K aHTMGMOFpaMMbI N annMnHaunm oTpmuaTenbHbIX BJ1N-
SAHWUI OKPECTHOCTM OCHOBA AN YMEHbLUEHNS HYaCcTOTbl 3a001€BaHNS BbIMEHM.

PesynbTartbl aHKeTblI Mbl MPOBEPUIIM METOAOM aHanm3a BapuaHchl U Mbl yT-
BEPAMIIN, YTO BIINSHNE OKPECTHOCTU CUTHUMKAHTHO OTCTynaeT OT APYrux AedATenen
(MpeBeHTMBA, NeYeHne U OuarHos, XXMBOTHOE). Hawm pesynbTaTtbl NoKasbiBakT, HTO
YernoBekK, Pa3BOAALMIA XKUBOTHbBIX, NPW XOPOLLEN NPEBEHTUBE 1 XOPOLUEM JTIEHEHUN Mac-
TWTa, YacTo 3abblBaeT Ha X/1eB TO €CTb Ha OKPECTHOCTb B KOTOPOW 3afep>KMBaloTCst
KOPOBbI. Mnoxwne ycnoBud B Xnese oTpuuaTesnibHO B/IUAKOT Ha CONPOTUBIIAEMOCTb KOpPOB
n oaHoOBpeMeHHO AenarT BO3MOXXHbIM CylleCTBOBaHNEe N pa3MHOXXeHUe NaToreHHbIX BU-
[oB 6akTepuii. Hapsgy ¢ nnoxvmMuy yCcrnoBusiMmn B XfeBax, HeNb3s 3abbiTb HY NMPEBEHTUBY
1 Tepanuio BocnasieHs MOJTIOYHOW XXenesbl. Ha ocHOBEe Halmx npeablayLumx uccnenoBsa-
Hu (MeHroB n coTpyaHuku, 2000), ANs Tepanuu BoCMNaneHnss MOSIOYHON »Kenesbl Mbl
peEKOMeEHZYEM MOJNb30BaTbh KOMOMHALMIO aMOKCULMIIIIMHA U KNaBYy/IOHHOW KUCMOThI, a
KaK NpeBeHTVBa BOCMasieHNsi MOSTIOYHON »ene3bl ynoTpebuTb Masb 4SS BbIMEHM.

KntoueBble cnoea: mactuT, Staphylococcus aureus
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REZIDUE OKSITETRACIKLINA U MLEKU KRAVA POSLE
INTRAUTERINE APLIKACIJE®
OXITETRACYCLINE RESIDUE IN COW MILK AFTER INTRAUTERINE
APPLICATION

V. Vukovié, Nada Dugali¢-Vrndié¢™

U ovom radu je ispitano izlu¢ivanje rezidua oksitetraciklina mle-
kom krava istocno-frizijske rase koje su jednokratno intrauterino treti-
rane. Pri tome, ukupno 10 krava podeljeno je u dve jednake ogledne
grupe, od kojih su krave jedne grupe dobile dozu od 0,5 g/kravi, a
krave druge grupe primile su dozu oksitetraciklina od 1 g/kravi. Ispiti-
vanje prisustva rezidua oksitetraciklina u mleku obavijeno je metodom
Rezazurin testa sa Str. thermophilus-om, kao test mikroorganizmom.
Posle i.u. doze oksitetraciklina od 0,5 g/kravi, prose¢no vreme izluci-
vanja rezidua mlekom tretiranih krava je 46,0 (od 34 do 58) ¢asova, pri
¢emu je koncentracija rezidua oksitetrtaciklina bila od 0,1 do
1,4 mcg/ml mleka, a posle doze od 1 g/kravi, to vreme iznosi 55,6 (34
do 82) ¢asova, pri éemu se koncentracija rezidua oksitetraciklina kre-
tala od 0,1 do 2,2 mcg/ml mleka.

Kljuéne reci: mleko, krave, rezidue, intrauterina aplikacija

Uvod / Introduction

Rezidue antibiotika dospevaju u mleko, najcesce, posle terapije raz-
nih oboljenja muznih krava. Zapaljenje uterusa, uz mastitise, jedno je od najras-
prostranjenijin oboljenja muznih krava, koje podrazumeva antibiotsku terapiju [9,
10, 12], preparate na bazi ekstrakata lekovitog bilja i propolisa [14] i druge. Antibi-
otici iz tetraciklinske grupe Cesto se primenjuju u saniranju zapaljenja uterusa
muznih krava [1]. U mleku tretiranih krava izlu€uju se rezidue antibiotika razli¢ito
dugo i u razli¢itim koncentracijama [4, 5], a u zavisnosti, pre svega, od vrste anti-
biotika, oblika u kome je odredeni antibiotik aplikovan, veli¢ine i.u. doze, intervala
aplikacije, kao i od ,tezine” oboljenja [3]. Takvo mleko se odbacuije, ali iz raznih

*
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** Dr Vujadin Vukovi¢, nauéni saradnik, dr Nada Dugalié-Vrndi¢, nauéni saradnik; Nauéni Insti-
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razloga (neposStovanje karence, neznanje, nemar itd), ipak dospeva do mlekarske
industrije, kao i do potroSaca, izazivajuci veci broj Stetnih efekata u preradi mleka i
na zdravlje ljudi. U literaturi postoji viSe podataka u navodenju karence za izluci-
vanje mlekom rezidua pojedinih antibiotika iz tetraciklinske grupe posle intrauter-
ine aplikacije [2, 6, 17]. Medutim, ti podaci su ¢esto nepodudarni i gotovo pro-
tivreCni. Upravo iz tih razloga, planom ovoga rada je predvideno da se posle jed-
nokratne intrauterine aplikacije oksitetraciklina u dve razli¢ite doze ispita vreme
izlu€ivanja i koncentracija rezidua oksitetraciklina u mleku u funkciji vremena. Za
odredivanje rezidua oksitetraciklina u mleku kori§¢ena je metoda Rezazurin testa
[8], koja je modifikovana radi kvantitativnog dokazivanja [16].

Materijal i metode rada / Materials and methods

Ukupno 10 muznih krava isto¢no-frizijske rase, mle¢nosti od 10 do 25
litara dnevno, podeljeno je u dve jednake grupe i tretirano preparatom ad us vet.,
penusave oblete za uterus, koje sadrze 0,5 g oksitetraciklin hidrohlorida (u daljem
tekstu- oksitetraciklin). Pri tome, ukupno pet krava je dobilo dozu od 0,5 g/zivoti-
nji, a preostalih pet krava je dobilo dozu od 1 g/Zivotinji. Terapija je bila jednok-
ratna intrauterina. Uzorci mleka tretiranih krava uzimani su ruénom muzom u steri-
lisane bocice iz svake Cetvrti vimena i pomeSani u zbirni uzorak. Vreme uzimanja
uzoraka je bilo 10, 22, 34, 46, 58, 70, 82, 94 i 106 Casova posle aplikacije leka, od-
nosno sve do dva uzastopna negativna nalaza na prisustvo rezidua za mleko iste
krave. Posle doze od 0,5 g, uzorci mleka su uzimani najkrace 58 ¢asova, odnosno
najduze 82 Casa posle aplikacije leka, a posle doze od 1g/kravi, uzorci mleka su
uzimani najkrace 58 ¢asova, odnosno najduze 106 Casova posle aplikacije leka.
Do ispitivanja uzorci mleka su ¢uvani u hladnjaku. Ispitivanje prisustva rezidua ok-
sitetraciklina je izvodeno u sterilnim laboratorijskim uslovima metodom Rezazurin
testa sa bakterijom Str. thermophilus, kao test mikroorganizmom. Za izvodenje
testa, iz sterilisane bocCice sa uzorkom, otpipetirano je 10 ml mleka u sterilnu epru-
vetu i zatim pasterizovano 5 minuta na temperaturi od 80 ° C, a zatim rashladeno
do sobne temperature. Zatim je u rashladeno mleko dodat 1 ml vodenog rastvora
rezazurina (0,5 g/l). Dalje je dodat i 1 ml Str. thermophilus-a (18 Casova stara kul-
tura) razredenog obranim sterilnim mlekom u odnosu 1:1. Ovako pripremljen uzo-
rak je promesSan na vibratoru, a zatim inkubisan tokom 2 ¢asa na temperaturi ter-
mostata od 45°C. Sadrzaj epruvete je meSan okretanjem epruvete i to 1 1,5
Casova posle pocetka inkubacije. Posle dvocasovne inkubacije rezultati su Citani
na nacin predviden za kori§¢enu metodu. Bela boja uzorka oznacava negativan
nalaz, azurno-plava ili ruzi¢asta boja oznac¢ava pozitivan nalaz, a prelazna boja,
izmedu boje za negativan i pozitivan nalaz, ozna¢ava sumnijiv nalaz. Prag osetlji-
vosti ove metode za oksitetraciklin je 0,1 mcg/ml (sumnjiv nalaz), odnosno
0,2 mcg/ml mleka (pozitivan nalaz) [15]. Svaki uzorak mleka poreden je sa nega-
tivnom i pozitivnom kontrolom. Negativnu kontrolu je predstavljalo sterilno obrano
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mleko kod koga je prethodno isklju¢eno prisustvo rezidua antibiotika, a pozitivnu
kontrolu je predstavljalo isto obrano mleko kojem je dodata odredena koli¢ina ok-
sitetraciklina. Radi kvantifikacije rezidua oksitetraciklina u mleku, ispitivani uzorci
mleka su razblazivani obranim sterilnim mlekom koje ne sadrzi rezidue antibio-
tika. IzraCunavanje koncentracije oksitetraciklina u ml osnovnog uzorka obavljeno
je koris¢enjem formule X = a x b, gde je (X) — nepoznata koncentracija oksitetra-
ciklina, znak (a) — nivo osetljivosti metode za oksitetraciklin, i znak (b) — maksi-
malno razblazenje ispitivanog uzorka mleka u kome mogu da se dokazu rezidue
oksitetraciklina.

Dobijeni rezultati su grupisani u odgovarajuce serije i statisticki ob-
radeni kori§¢enjem matematicko-statistickih metoda.

Rezultati ispitivanja / Results

1. Rezidue oksitetraciklina u mleku posle jednokratne intrauterine aplikacije
u dozi od 0,5 g/kravi / Oxytetracycline residue in milk following single intrauterine
application of dose of 0.5 g/cow

Ogledi su izvedeni na 5 muznih krava kojima je jednokratno intrau-
terino aplikovan oksitetraciklin u dozi od 0,5 g/Zivotinji, u periodu izmedu dve
muze. Uzorci mleka su uzimani iz svake Cetvrti vimena jedne krave i pomesSani u
zbirni uzorak sve do dva uzastopno negativna nalaza u pogledu prisustva rezidua
oksitetraciklina.

1.1. Vreme izlu¢ivanja rezidua oksitetraciklina mlekom /
Duration of excretion of oxitetracycline residue with milk

Prestanak izluCivanja rezidua oksitetraciklina mlekom tretiranih krava
se odigrao izmedu 34. i 58. ¢asa ogleda, odnosno prosecno 46,0 Casova posle
aplikacije leka (tabela 1).

Tabela 1. Vreme izluéivanja rezidua oksitetraciklina mlekom posle jednokratne intrauterine
doze od 0,5 g/kravi /
Table 1. Duration of excretion of oxitetracycline residue with milk following singer intrauterine appication of
doze of 0.5 gleow

Vreme izluivanja rezidua oksitetraciklina (¢asovi) /
Time of sampling for oxitetracycline residue (hours)

46

46

34

58

46

Xsr = 46,00
SD = 9,80

Broj krave / Cow number

[0 Eol IS LI b
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Posle 34. Casa ogleda rezidue oksitetraciklina nisu mogle da se
dokaZu u mleku jedne krave (krava broj 3). Posle 46. ¢asa ogleda prestalo je
izlu€ivanje rezidua oksitetraciklina mlekom tri krave (krave broj 1, 2i5), a posle 58.
Casa ogleda nisu mogle da se dokazu rezidue oksitetraciklina u mleku ni kod
preostale krave (krava broj 4).

1.2. Koncentracija rezidua oksitetraciklina (mcg/ml mleka) u funkciji vremena /
Oxytetracicline residue concetration (meg/ml milk) as time function
Pocev od 10. ¢asa ogleda, rezidue oksitetraciklina su mogle da se
dokazu u uzorcima mleka svih pet tretiranih krava i to u koncentraciji od 0,4 do
0,8 mcg/ml mleka, odnosno prose¢no 0,6 mcg/ml mleka (tabela 2).

Tabela 2. Koncentracija rezidua oksitetraciklina (mcg/ml) u mleku krava posle jednokratne
intrauterine aplikacije u dozi od 0,5 g/kravi /
Table 2. Oxitetracycline residue concentration (mcg/ml) in cow milk following single intrauterine application
of dose of 0.5 glcow

Rezidue oksitetraciklina (mcg/ml mleka) / Oxitetracycline residue (meg/ml milk)
%;?J I;Z?;]/Zeﬁ Vreme ogleda (Gasovi) / Time of sampling (hours)

10 22 34 46 58 70 82
1. 0,80 1,20 1,40 0,50 - —
2. 0,40 0,70 0,10 - -
3. 0,60 0,95 0,80 0,40 - —
4. 0,50 0,90 1,00 0,60 0,40 — -
5. 0,70 1,00 0,80 0,20 - -

U daljem toku ogleda, u mleku krava broj 1 i 4, povecavao se nivo
rezidua do 34. Casa ogleda, kada je iznosio 1,4, odnosno 1,0 mcg/ml mleka, a za-
tim je ta koncentracija opadala do 46. Casa ogleda (krave broj 1), odnosno do 58.
Casa ogleda u mleku krave broj 5. Posle navedenih vremena u mleku krava broj 1 i
4 nisu mogle da se dokazu rezidue oksitetraciklina. S druge strane, u mleku krava
broj 2, 3i5 povecao se nivo rezidua u 22. asu ogleda, a zatim je koncentracija ok-
sitetraciklina opadala do 34. ¢asa ogleda u mleku krave broj 2, kada je iznosila
0,1 mcg/ml, odnosno sve do 46. ¢asa ogleda u mleku krava broj 3i 5, kada je izno-
sila 0,4, odnosno 0,2 mcg/ml. Rezidue oksitetraciklina nisu mogle da se dokazu u
mleku krava broj 2, 3 i 5, posle navedenih vremena. U toku celog ogleda, koncen-
tracija rezidua oksitetraciklina se kretala od 0,1 do 1,4 mcg/ml mleka.

2. Rezidue oksitetraciklina u mleku posle jednokratne intrauterine aplikacije
u dozi od 1g/kravi / Oxitetracycline residue in milk following single intrauterine
application of dose of 1 g/cow

Ogledi su izvedeni na pet muznih krava kojima je u periodu izmedu
dve muze jednokratno intrauterino aplikovan oksitetraciklin u dozi od 1 g/Zivotiniji.
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Uzorci mleka su uzimani od svih Cetvrti vimena jedne krave kao zbirni uzorak, sve
do dva uzastopno negativna nalaza u pogledu prisustva rezidua oksitetraciklina.

2.1. Vreme izlu¢ivanja rezidua oksitetraciklina mlekom /
Duration of excretion of oxitetracycline residue with milk
Prestanak izluc¢ivanja rezidua oksitetraciklina mlekom se odigrao iz-
medu 34. i 82. ¢asa ogleda, odnosno prose¢no 55,6 ¢asova posle aplikacije leka
(tabela 3).

Tabela 3. Vreme izluéivanja rezidua oksitetraciklina mlekom posle jednokratne intrauterine
aplikacije u dozi od 1 g/kravi |
Table 3. Duration of oxitetracycline residue excretion with milk following single intrauterine application of
dose of 1 glcow

orof v | Cor mumer | e s
1. 46
2 58
3 58
4. 82
5 34
Xsr = 55,60
SD = 17,16

Posle 34. ¢asa ogleda, rezidue oksitetraciklina nisu mogle da se
dokaZu u uzorcima mleka jedne krave (krava broj 5), posle 46. ¢asa ogleda, u
uzorcima mleka jo$ jedne krave (krava broj 1), posle 58. ¢asa ogleda, u uzorcima
mleka jo$ dve krave (krave broj 2 i 3) i posle 82. ¢asa ogleda, rezidue oksitetracik-
lina nisu mogle da se dokazu ni kod jedne krave u ogledu (prestanak izlu¢ivanja
rezidua mlekom krave broj 5).

2.2. Koncentracija rezidua oksitetraciklina u funkciji vremena /
Oxitetracycline residue concentration as time function

U 10. Casu ogleda rezidue oksitetraciklina su mogle da se dokazu u
uzorcima mleka svih krava u ogledu, a koncentracija je bila od 0,60 do
1,80 mcg/ml mleka. U ogledima sa mlekom krava broj 2 i 3, koncentracija rezidua
antibiotika u mililitru mleka rasla je do 34. ¢asa ogleda, kada je bila 1,70, odnosno
1,80 mcg/ml mleka, a zatim je opadala do 58. ¢asa ogleda, kada je bila 0,60, od-
nosno 0,40 mcg/ml mleka. U daljem toku ogleda, rezidue oksitetraciklina nisu mo-
gle da se dokazu u uzorcima mleka krava broj 2 i 3 (tabela 4).
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Tabela 4. Koncentracija rezidua oksitetraciklina (mcg/ml) u mleku krava posle jednokratne
intrauterine aplikacije u dozi od 1 g/kravi |
Table 4. Oxitetracycline residue concentration (mcg/ml) in cow milk following single intrauterine application
of dose of 1 gicow

Rezidue oksitetraciklina (mcg/ml mleka) /

kg;g / Ositetracycline residue (mg/ml milk)
Cow Vreme ogleda (¢asovi) / Time of sampling (hours)

number 1744 22 34 46 58 70 82 94 106
1. 1,80 1,80 1,70 0,90 - -

2 1,30 1,60 1,70 1,20 0,60 - —

3 1,00 1,60 1,80 0,60 0,40 - -

4. 1,80 2,20 1,90 1,00 0,90 0,30 0,10 - -
5 0,60 0,30 0,50 - -

U mleku krave broj 1, koncentracija rezidua oksitetraciklina u 22. ¢asu
ogleda ostala je ista, a kod krave broj 4 u 22. ¢asu ogleda koncentracija rezidua
oksitetraciklina u mleku se poveéala na 2,20 mcg/ml mleka. U mleku krave 1i4, u
daljem toku ogleda, koncentracija rezidua oksitetraciklina u mleku opadala je sve
do 46. ¢asa ogleda u mleku krave broj 1, kada je iznosila 0,90 mcg/ml mleka, od-
nosno sve do 82. ¢asa ogleda u mleku krave broj 4, kada je iznosila 0,10 mcg/ml
mleka. Posle navedenih vremena, u mleku krava broj 1 i 4, rezidue oksitetraciklina
nisu mogle da se dokazu kori§¢enjem metode Rezazurin testa. Dalje, u mleku
krave broj 5, koncentracija rezidua oksitetraciklina se smanjila u 22. ¢asu ogleda,
kada je iznosila 0,30 mcg/ml mleka, zatim se povecala u 34. Casu ogleda, kada je
bila 0,50 mcg/ml mleka. Posle tog vremena, koriS§¢enom metodom nisu mogle da
se dokazu rezidue oksitetraciklina u mleku krave broj 5. U toku celog ogleda, kon-
centracija rezidua oksitetraciklina je bila od 0,1 do 2,2 mcg/ml mleka.

Diskusija / Discussion

Prema obavljenim ispitivanjima i dobijenim nalazima, rezidue ok-
sitetraciklina mogu da se dokazu u mleku svih tretiranih krava i to prose¢no 46,0
(34 —58) Casova posle intrauterine aplikacije u dozi od 0,5 g/kravi, odnosno
prosecno 55,6 (34 — 82) ¢asova posle intrauterine aplikacije u dozi od 1,0 g/kravi.
Ovi nalazi, u principu, nisu u saglasnosti sa rezultatima do kojih su dosli Kaneene i
saradnici [7] koji su dokazali oksitetraciklin u mleku krava 12,5 do 44 ¢asa posle
njegove intrauterine aplikacije u dozi od 3 g/kravi. Isto tako [11], utvrdili su da se
oksitetraciklin, dat intrauterino u dozi od 5 mg/kg telesne mase, moze da dokaze 6
do 12 ¢asova u mleku tretiranih krava. S druge strane, nalazi Gedeka i sar. i Slee i
Brightling [4, 13] priblizni su nasim rezultatima sa dozom oksitetraciklina od
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1 g/kravi. Naime, ovi autori su utvrdili da se oksitetraciklin, dat intrauterino u dozi
od 1 g/kravi, izlu€uje mlekom tokom &etiri, odnosno pet muza. U nasim ogledima
sa dozom od 0,5, odnosno 1 g oksitetraciklina, koji su intrauterino aplikovani
muznim kravama, koncentracija rezidua oksitetraciklina u mleku je rasla do 22.
Casa ogleda, kada je iznosila 0,7- 1,2 mcg/ml, odnosno 0,3 do 2,2 mcg/ml mleka.
Ovi nalazi nisu u saglasnosti sa rezultatima do kojih su do$li Slee i Brightling [13],
koji su posle intrauterine aplikacije oksitetraciklina u dozi od 1g/kravi mogli da
dokazu 0,3 mcg/mli nize koncentracije rezidua oksitetraciklina u mleku. Medutim,
isti autori daju podatke da se rezidue oksitetraciklina izlu€¢uju u mleku intrauterino
tretiranih krava u najveéoj koncentraciji tokom druge muze, kao i u nasim ogle-
dima (22. ¢as ogleda). Suprotno ovim nalazima, Prasad i sar [11] dokazali su da
rezidue oksitetraciklina dostizu najviSu koncentraciju u mleku prve muze, posle in-
trauterine aplikacije ovoga antibiotika.

Zakljuéak / Conclusion

U ovom radu je ispitana resorpcija oksitetraciklina posle intrauterinih
doza od 0,5 i 1 g/kravi i izlu€ivanje rezidua mlekom tretiranih krava. Pri tome,
prac¢eno je vreme izluivanja rezidua oksitetraciklina mlekom tretiranih krava, kao i
koncentracije rezidua oksitetraciklina u mleku svake ogledne krave u kontrolnim
vremenima. Na osnovu obavljenih ispitivanja i dobijenih nalaza, mogu da se iz-
vedu zakljucci:

1. Posle intrauterinih doza od 0,5 i 1 g, rezidue oksitetraciklina se
izlu€uju mlekom svih tretiranih krava i to ve¢ u 10. ¢asu ogleda i, takode, mlekom
svih tretiranih krava tokom 10. 22 i 34. ¢asa ogleda;

2. Rezidue oksitetraciklina se izlu¢uju mlekom prosec¢no 46,0 (34 do
58) ¢asova, posle i.u. doze od 0,5 g/kravi, odnosno prosecno 55,6 (34 do 82)
Casova, posle i.u. doze od 1 g/kravi;

3. Prosecna koncentracija rezidua oksitetraciklina u mleku rasla je do
22. ¢asa ogleda, kada je bila 0,95 (0,7 do 1,2) mcg/ml mleka, posle i.u. doze od
0,5 g/kravi, odnosno prosec¢no 1,5 (0,3 do 2,2) mcg/ml mleka, posle i.u. doze od 1
g/ kravi;

4. U toku celog ogleda, koncentracija rezidua oksitetraciklina se kre-
tala od 0,1 do 1,4 mcg/ml mleka, poslei.u. doze od 0,5 g/kravi, odnosno od 0,1 do
2,2 mcg/ml mleka, posle i.u. doze od 1g/kravi.
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ENGLISH

OXITETRACYCLINE RESIDUE IN COW MILK AFTER INTRAUTERINE APPLICATION
V. Vukovié, Nada Dugali¢-Vrndi¢

The paper examines the excretion of oxitetracycline residue in milk of East
Friesian cows that received a single intrauterine treatment. A total of 10 cows were divided
into two equal experimental groups, and one group was administered a dose of 0.5 g/cow,
and the other group 1 g/cow oxitetracycline. Oxitetracycline residue in milk was determined
using the Rezazurin test method with Str. Thermophilus, as the test microorganism. Follow-
ing the i.u. administration of oxitetracycline in a dose of 0.5 g/cow, the average duration of
the presence of its residue in milk in treated cows was 46.0 (34-58) hours, with oxitetracy-
cline residue concentration ranging from 0.1-1.4 mcg/ml milk. After the dose of 1 g/cow,
this time period was 55.6 (34-82) hours, and the oxitetracycline residue concentration
ranged from 0.1-2.2 mcg/ml milk.

Key words: cow milk, residue, intrauterine application
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PYCCKUA

OCTATKW OKCUTETPALUKITMHA B MOJIOKE KOPOB MOCJIE BHYTPU-
MATOYHOU ANMMINKALIMA

B. BykoBwuy, Haga [lyranu4-BpHan4

B aTon paboTe ncnbiTaHO BblAENeHWEe OCTAaTKOB OKCUTETpauuKivMHa Mo-
NOKOM KOpPOB BOCTOYHO-PPU3MINCKONA NMOpOoAbl, KOTOPbIE OAHOKPATHO BHYTPUMATOYHO
neyexsbl. Mpu aTom, coBokynHo 10 KOpoB pasgeneHo B [Be OAMHAKOBbLbIE OMbITHbIE
rpynnbl, 3 KOTOPbIX OA4Ha rpynna nony4unna goay ot 0,5 r/kopose, a BTopas rpynna gosy
okcuTeTpauymknmHa ot 1 r/kopose. VicnbiTaHne NpUCyTCTBMSA OCTATKOB OKCUTETpauumK-
nMHa B MOJIOKE COBepLUEeHO MeToaoMm PesasypuH Tecta ¢ Str. thermophilus-om, kak TecT
MUKpoopraHmamom. lMocne B.M. [03bl okcuTeTpauuknuHa ot 0,5 r/kopoBe, cpegHee
BpEMS BblAENEHUS OCTAaTKOB MOJIOKOM JIeHEeHHbIX KOpoB 46,0 (34 po 58) yacos, Npu 4ém
KOHLIEHTpaumMsa oCcTaTKOB OKCUTEeTpaumKnuHa asuranacs ot 0,1 go 1,4 myr (Mn Monoka, a
nocne fo3bl OT 1r/kopoBe, 3TO Bpemsi cocTaBnseT (B cymme) 55,6 (34 po 82) yvaca, npu
4éM KOHLEHTpaumsa OCTaTKOB OKcuUTeTpaumknuHa gsuranacs ot 0,1 fo 2,2 Mur/mn Mo-
noka.

KntoyeBble crioBa: MOToKa KOpOB, OCTaTKU, BHYTPUMATO4HO Nne4eHble
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ISPITIVANJE DVE ORALNE REHIDRACIONE SOLUCIJE U
TRETMANU PRASADI SA AKUTNIM GASTROENTERITISOM"
INVESTIGATIONS OF TWO ORAL REHYDRATION SOLUTIONS IN
TREATMENT OF PIGLETS WITH ACUTE GASTROENTERITIS

Tamara Vukavié, R. Dosen, Jasna Li¢ina"*

Osnovni poremecaj kod akutnog gastroenteritisa jeste pore-
mecaj transportovanja vode i elektrolita, razlicitog stepena. Cilj ispiti-
vanja bio je da se oceni efikasnost dve oralne rehidracione solucije
(ORS) u tretmanu akutnog gastroenteritisa kod prasadi na sisi.

Pedeset prasadi, 20 sa akutnim gastroenteritisom i 30 zdravih
kontrola u uzrastu od deset dana, odabrano je metodom slu¢ajnog
izbora pri pojavi proliva, za jedan od dva ORS tretmana (ORS-1 i ORS-
2). Prasad koja imaju proliv dobila su probiotik per os prvoga dana i
antibiotik parenteralno, do prestanka proliva. Sva prasad su kliniCki
pracena od 1. do 6. dana ispitivanja. Uzorci fecesa za bakteriolosku
kulturu uzorkovani su prvog dana.

Klini¢ki znaci hidracije bili su bolji, kao i razlika u telesnoj masi
prasadi koja su imala proliv pod ORS-2 tretmanom koja je bila signifi-
kantno veca (p=0,036) u poredenju sa razlikom kod prasadi pod ORS-
1 tremanom. Sva prasad koja su imala proliv, Sestog dana su imala nor-
malno formiran feces. E. coli je izolovana iz fecesa 48 prasadi.

Prasad sa akutnim gastroenteritisom tretirana ORS, koja ima visi
osmolaritet i sadrzi umesto citrata, bikarbonate u vec¢oj koncentraciji,
uz manje kalijuma, vise natrijuma i vise hlora, imala su bolje stanje hi-
dracije, uz signifikantno veéu razliku u telesnoj masi, a njihova kon-
trolna grupa nesignifikantno, u odnosu na prasad tretiranu oralnom re-
hidracionom solucijom drugacijeg sastava.

Kljucne reci: prasad na sisi, akutni gastroenteritis, proliv

*  Rad primljen za $tampu 28. 11. 2003. godine

** Dr Tamara Vukavi¢, profesor, Institut za zdravstvenu zastitu dece i omladine, Novi Sad; mr
Radoslav Dosen, istraziva¢ saradnik, dr vet. med. Jasna Licina, istraziva¢ pripravnik, Naucni
institut za veterinarstvo ,,Novi Sad”, Novi Sad
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Uvod / Introduction

Akutni gastroenteritis je Cest uzrok uginuca prasadi na sisi i moze da
prouzrokuje velike ekonomske gubitke na farmama, narocito u periodu odgoja
prasadi pre zaluenja [1, 2, 3, 4]. U okviru ukupnog mortaliteta prasadi pre
zalu€enja, koji iznosi 15 do 20 posto, akutni gastroenteritis je najéesc¢i uzrok ugi-
nuéa [1, 5, 6].

Poremecaj transportovanja vode i elektrolita u gastrointestinalnom
traktu ¢ini patoloSko-fizioloSku osnovu akutnog gastroenteritisa. Ovaj poremecaj
moze da bude razli€itog intenziteta, od blagog do teSkog, a nekada i sa fatalnim
ishodom. Zbog toga je logi¢no da osnov tretmana akutnog gastroenteritisa bude
nadoknada vode i elektrolita, bez obzira da li je neka druga terapija ukljuc¢ena ili
ne. Cilj ovog ispitivanja bio je da se proceni efikasnost dva preparata za oralnu
rehidraciju (ORS) u tretmanu akutnog gastroenteritisa kod prasadi na sisi.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Ispitivanjem je obuhvaéeno ukupno 50 prasadi-meleza (landras x ve-
lika bela svinja), u uzrastu od deset dana. Oprasilo ih je 8 zdravih krmaca (pet
prvopraskinja, tri viSepraskinje), bez indukcije praSenja. U ogled su uklju¢ena
prasad prvopraskinja, zato $to se akutni gastroenteritis mnogo ¢eS$ce javlja kod
njihove prasadi nego kod prasadi starijin krmaca. Prasad prvopraskinja su kod
rodenja manje telesne mase i sporije napreduju nego prasad starijih krmaca.
Posle prasenja, krmacama je aplikovan oksitetraciklin i.m radi prevencije postpar-
talnih infekcija. Metodom slu¢ajnog izbora odabirana su prasad na sisi koja su
uklju€ena u ispitivanje dve oralne rehidracione solucije koje se koriste za rehidra-
ciju dece sa akutnim prolivom (tabela 1). Za svaku ORS, formirana je po jedna ek-
sperimentalna grupa (prasad na sisi sa prolivom): ORS-1 i ORS-2 i po jedna kon-
trolna grupa (prasad na sisi bez proliva): ORS-1K i ORS-2K. Sva prasad su obe
ORS pila slobodno po volji, bez ograni€enja, tokom celog trajanja ispitivanja.

Prvog dana sva prasad su primila i po jednu tabletu probiotika (Lacto-
bacillus Reuteri, per 0s). Osim ovoga, prasad sa prolivom (eksperimentalne grupe
ORS-1 i ORS-2) leCena su i antibioticima (kombinacija cefalosporin-neomicin-
penicilin, kao rutinska terapija na farmi na kojoj je ispitivanje obavljeno), sve do
prestanka proliva.

Ispitivanje je planirano tako da se svako prase individualno prati od
pocetka (dan 1) do kraja ogleda (dan 6). Svakodnevno je obavljen klini¢ki pre-
gled, sa posebnim osvrtom na registrovanje izgleda fecesa i stepen dehidracije
kod prasadi koja imaju proliv (procena boje koze, tonusa koZe i o¢nih jabucica,
suvoca dlake, pospanost, nestabilan hod i nesposobnost ustajanja). Prasadi je iz-
merena telesna masa prvog i Sestog dana ispitivanja. Feces za bakterioloski pre-
gled uzorkovan je prvog dana samo od prasadi koja imaju proliv.
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Tabela 1. Sastav dve ORS koje se koriste u tretmanu akutnog gastroenteritisa
Table 1. Composition of two ORS used in treatment of acute gastroenteritis

ORS - 1 ORS -2
Natrijum (mmol/L) / Sodium (mmol/L) 60 65
Kalijum mmol/L) / Potassium (mmol/L) 25 20
Hlor (mmol/L) / Chlorine (mmol/L) 55 60
Glikoza (mmol/L) / Glucose (mmol/L) 111 111
Citrat (mmol/L) / Citrate (mmol/L) 10 -
Bikarbonati (mmol/L) / Bicarbonates (mmol/L) - 25
Osmolaritet (mOsm/L) / Osmolarity (mOsmy/L) 261 281

StatistiCcka analiza je radena koris¢enjem t-testa i ekzaktnog testa
verovatnoce po Fisheru.

Rezultati ispitivanja / Results

Prvog dana ispitivanja nije ustanovljena bitna razlika u telesnoj masi
izmedu prasadi u grupi ORS-1 i ORS-2 (p=0,14), ORS-1K i ORS-2K (p=0,618),
ORS-1i ORS-1K (p-0,22), ORS-2 i ORS-2K (p-0.818). Prosecan prirast u telesnoj
masi prasadi od prvog do Sestog dana bilo je znacajan u obe eksperimentalne i
obe kontrolne grupe. Medutim, kod dva praseta iz ORS-1 i dva praseta iz ORS-1K
grupe, doslo je do pada u telesnoj masi (-0,19 i -0,72 kg; -0,41 i -0,49, po re-
dosledu navodenja).

Sestog dana ispitivanja nije nadena signifikantna razlika u telesnoj
masi izmedu prasadi u ORS-1 i ORS-1K (p=0,095), ORS-2 i ORS-2K (p—0,199) ili
ORS-1K i ORS-2K (p-0,199). Ali tada, na kraju ispitivanja, prasad iz grupe ORS-2
imala su znac¢ajno vec¢u telesnu masu nego prasad iz grupe ORS-1 (p=0,036) (ta-
bela 2). Klini¢ki podaci o konzistenciji fecesa, tonusu koze i bulbusa prikazani su u
tabeli 3.

éestog dana ispitivanja, u grupi ORS-1, dva praseta su pokazala
znake dehidracije u odsustvu proliva — kod dva praseta je konstatovan smanjen
turgor koze, a kod jednog od njih i tonus bulbusa, uz smanjenje telesne mase.
Druga dva praseta u istoj grupi imala su nestabilan hod, a jedno prase je bilo po-
spano. Ukupan broj bakterija/g fecesa uzetog od sisancadi koja su imala proliv,
kretao se od 0,12 do 5,00'? (X+SD, 2,39+1,82'2; medijana 3,1'?). E. coli je bila
prisutna u 48 od 50 uzoraka fecesa. Drugi sojevi, navedeni po redosledu ucesta-
losti, bili su: Staphylococcus sp, Enterococcus sp, Enterobacter sp. i Bacillus sp;
Proteus mirabilis, Corynebacterium sp; E. coli heamolytica i Clostridium sp. Poten-
cijalno patogeniji sojevi (Staphylococcus sp, Corynebacterium sp. i E. coli heamo-
lytica) izolovani su iz fecesa prasadi eksperimentalne grupe koja su tretirana sa
ORS-2.
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Tabela 2. Telesna masa (kg) na poCetku i na kraju ispitivanja u eksperimentalnim (ORS-1,
ORS-2) i kontrolnim (ORS-1K, ORS-2K) grupama na ORS tretmanu, X=SD (rasponi),
medijana i p (*) vrednosti
Table 2. Body mass (kg) at beginning and end of investigations in experimental (ORS-1, ORS-2) and con-

trol (ORS-1K, ORS-2K) groups on ORS treatment, X+ SD (ranges), median and p(*) values

Grupa / Napredovanje / Progress
Group Dan 1/ Day 1 Dan 6/ Doy 6 dan 1-6 / Day 1-6
ORS-1 2.53+0.61 *" 2.99+0.77 *1 0.47+0.58
(n=10) (1.85-3.90) (1.43-4.00) (-0.72-1.36)
- 2.39 2.95 0.59
ORS-1K 2.80+0.39 *2 3.52+0.78 *2 0.75+0.65
(n=19) (2.10-3.70) (1.71-5.00) (- 0.49-2.00)
2.75 3.65 0.70
ORS-2 2.84+0.51*3 3.74x0.55 *3 0.90+0.56
(n=10) (2.05-3.62) (3.12-4.76) (0.12-1.86)
- 2.95 3.49 0.88
ORS-2K 2.89+0.51*4 3.82:x0.46 *4 0.93+0.39
(n=11) (2.30-3.70) (2.84-4.44) (0.37-1.82)
- 2.90 3.85 0.93

*10.015, *2 6.29E-05, *30.0003 ** 7.22E-06

Tabela 3. Klini¢ki pregled prasadi sa akutnim gastroenteritisom (n=20) i kontrola (n=30),
pre i posle tretmana sa ORS /
Table 3. Clinical picture of piglets with acute gastroenteritis (n=20) and controls (n=30), before and after
treatment with ORS

Grupe/ Groups
Simptomi / ORS-1 ORS-1K ORS-2 ORS-2K
Sympt
yimproms dan1./|dan6./|dan1./|dan6./|dan1./|dan6./|dan1./|dan 6./
dayl | day6 | dayl | day6 | dayl | day6 | day1 | day 6
normalan /
normal - 10 19 19 - 10 11 1
kasast /
Feces / b 2 - - - 7 - - -
Faeces L
tec¢an /
liquid 8 - B - 3 - B -
normalan /
Tonus rormal 5 8 10 10 3 10 10 10
koze / ~
Skin tonus snizen / 5 2 _ _ 7 _ _ _
lower
normalan /
Tonus orma] 7 9 19 19 10 10 11 11
bulbusa / -
Eye tonus | snizen/ 3 1 _ _ _ _ _ _
lower
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Diskusija / Discussion

Osnovna razlika u sastavu dva preparata za oralnu rehidraciju ko-
ri§¢ena u tretmanu sisan¢adi sa akutnim gastroenteritsom, bila je ve¢a osmolal-
nost (281:261 mOsmol/L) i veci alkalni sadrzaj (bikarbonat 25 mmol/L) ORS-2.
Cak i ako se veci nivo bikarbonata koriguje za veéi sadrzaj u hloru, ORS-2 jo$ uvek
ima dvostruko veci sadrzaj alkalija od ORS-1.

Odnos glikoza:natrijum u oba rastvora ORS-1 (1,85) i ORS-2 (1,71) u
okviru je preporu¢enog odnosa za optimalnu apsorpciju natrijuma i vode [7] u
iznosu 1,5 do 2. Sadrzaj glikoze od 111 mmol/L, ne samo da je dobar dodatni iz-
vor energije tokom akutnog oboljenja, nego omogucuje i poboljSanu apsorpciju
vode i olak§8anu apsorpciju natrijuma [8, 9]. lako je, teoretski, ve¢a osmolarnost
ORS-2 mogla daizazove izvesno povla¢enje vode u crevni lumen, verovatno da to
nije bio slucaj, jer je napredovanje prasadi sa akutnim gastroenteritisom u ek-
sperimentalnoj ORS-2 grupi bilo bolje nego u eksperimentalnoj grupi ORS-1.
Prasad u okviru kontrolne grupe ORS-2K takode su bolje napredovala, iako ne
znacajno. Odnos broja fecesa te€ne i kaSaste konzistencije u dve eksperimen-
talne grupe (8:2 u ORS-1 i 3:7 u ORS-2) bio je obrnut, na Stetu ORS-1. | telesna
masa prasadi u toj grupi bila je manja, iako ne znacajno. Ovo ukazuje na negati-
van uticaj pocCetno loSijeg statusa prasadi iz ORS-1 grupe na njihov kasniji klinic¢ki
status (znaci dehidracije kod dva praseta, sa gubitkom telesne mase kod jednog
praseta, Sestog dana ispitivanja). Znatno bolje napredovanje prasadi u grupi
ORS-2 moglo bi se pripisati njihovom povoljnijem statusu prvog dana ispitivanja.
Medutim, napredovanje prasadi u kontrolnoj grupi kojoj se davao ORS-2
(0,93+0,39 kg) bilo je takode bolje nego napredovanje prasadi u kontrolnoj grupi
prasadi koja su dobijala ORS-1 (0,75+0,65 kg), iako ne znacajno (tabela 2).
Takode, potencijalno viSe patogeni sojevi (Staphylococcus sp, Corynebacterium
sp. i E. coli heamolytica), koji su mogli da izazovu ozbiljniji tok proliva, iskultivisani
su samo iz fecesa prasadi koja su primala ORS-2. Sve ovo upucéuje na moguénost
da je faktor koji je doprineo razlici u napredovanju izmedu dve eksperimentalne
(signifikantna) i kontrolne grupe (nesignifikantna), drugadiji sastav oralne rehidra-
cione solucije koje su koriS¢ene, a ne razlike u pocetnom klinickom statusu
prasadi, ukljucujuéi ¢ak i ,tezinu” proliva. ORS-2 sadrzi viSe bikarbonata koji su
mogli da ucine crevni sadrzaj alkalnijim, $to favorizuje veci rast patogenih bak-
terija. Isto tako, ORS-2 ima viSi osmolalitet koji je mogao da dovede do izvesnog
povlagenja vode iz cirkulacije u crevni lumen, sa konsekutivninim smanjenjem
konzistencije fecesa. Sa druge strane, viSe hlora u ORS-2 moglo je da ima negati-
van uticaj na rast bakterija. Da li je ovo poslednje imalo pozitivni uticaj i na vece
razlike u telesnoj masi u eksperimentalnoj i kontrolnoj grupi prasadi koja su po-
jena ORS-2 (tabela 2), zahteva verifikaciju u ispitivanju ve¢eg obima. Bakterije
izolovane iz fecesa prasadi sa akutnim gastroenteritisom bile su uglavhom poten-
cijalno patogeni sojevi (E. coli, Staphylococcus sp.), mada takode i potencijalno
nepatogeni sojevi (Enterococcus sp. i Enterobacter sp.). Hemoloti¢na E. coli i
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Clostridium sp. izolovane su iz po jednog fecesa. Kada se ovi rezultati uporede sa
rezultatima dobijenim pri izbijanju proliva kod novorodene prasadi u jednom ra-
nijem ispitivanju [10], vidi se da je ukupan broj bakterija u fecesu prasadi iz tog is-
pitivanja bio mnogo veci nego kod prasadi stare 10 dana u okviru ovog ispitivanja,
u kome je samo iz jednog uzorka fecesa izolovan potencijalno patogeni soj Clos-
tridium sp.

Zakljuéak / Conclusion

1. Na osnovu klini¢kih pokazatelja dehidracije, prasad eksperimen-
talne grupe sa akutnim gastroenteritisom, koja su pojena ORS koja ima vis$i osmo-
lalitet i sadrzi, umesto citrata, bikarbonate u vi§oj koncentraciji, uz manje kalijuma,
viSe natrijuma i viSe hlora, u 6. danu su imala bolju hidraciju od prasadi pojene
drugom solucijom.

2. Osim toga, prasad iz iste grupe, imala su signifikantno vecu, a nji-
hove kontrole nesignifikantno vecu razliku u telesnoj masi na kraju ispitivanja, u
odnosu na prasad tretiranu ORS, drugacijeg sastava.

Moguca povoljna uloga male razlike u koncentraciji hlora predmet je
daljeg ispitivanja.

Istrazivanja su deo projekta 4331 koje finansira MNTR.
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF TWO ORAL REHYDRATION SOLUTIONS IN TREATMENT OF
PIGLETS WITH ACUTE GASTROENTERITIS

Tamara Vukavi¢, R. Dosen, Jasna Lic¢ina

The basic disorder in acute gastroenteritis is the disrupted transport of water
and electrolytes, to a different degree. The objective of these investigations was to evaluate
the efficacy of two oral rehydration solutions (ORS) in the treatment of acute gastroenteritis
in suckling piglets. Fifty piglets, 20 with acute gastroenteritis and 30 healthy controls aged
10 days were chosen at random upon the incidence of diarrhea, for one of two ORS treat-
ments (ORS-1 and ORS-2). The piglets with diarrhea were administered a probiotic per os
on the first day and an antibiotic parenterally, until the diarrhea disappeared. All the piglets
were followed clinically from days 1-6 of the investigations. Faeces samples were taken for
bacteriological culture on the first day. Clinical signs of hydration were better, as well as the
difference in body mass of piglets with diarrhea under the ORS-2 treatment, which was sig-
nificantly higher (p=0.036) in comparison with the difference in piglets under the ORS-1
treatment. All piglets with diarrhea had normally formed faeces on the sixth day. Escheri-
chia coli was isolated from faeces of 48 piglets. Piglets with acute gastroenteritis, treated
with ORS with a higher osmolarity and which contained instead of citrate, bicarbonates in
higher concentrations, with less potassium, more sodium and more chlorine, had a better
state of hydration, with a significantly bigger difference in body mass, and the results of
their control group were not significantly different against those of piglets treated with ORS
of a different composition.

Key words: Suckling piglets, acute gastroenteritis, diarrhea.

PYCCKUA

UCMNbITAHUE ABYX OPAJIbHbIX PETMAPALUOHHbIX COJIIOLMIA B IEYEHUU
MOPOCAT C OCTPbIM TACTPOSHTEPUTOM

Tamapa Bykasuu, P. [loweH, ficHa JInumHa

OCHOBHOE pacCTpPOMCTBO Yy OCTPOro racTo3HTEpUTa, TpaHcnopTa BOAbl U
3NEeKTpoONuTa, pasnmMyHon cteneHun. Llenb mcnbitaHns 6bina oueHUTb 3PheKTUBHOCTb
OBYX OpasibHHbIX pernapaumoHHbix contouui (OPC) B neveHun ocTporo racTpoaHTepuTa
y NOPOCSIT Ha NOACOCeE.

MaTbaecaT nopocaT, 20 ¢ OCTPbIM racTPOIHTEPUTOM U 30 340POBbIX, KOH-
TpoNb Bo3pacTa AecATb AHel, 0TobpaHO MEeTOAOM CrlyHanHoro Bbibopa npu SBfeHUU
noHoca, ansa ogHoro 3 Asyx OPC neueHua (OPC-1 n OPC-2). NopocaTta ¢ NOHOCOM
nony41nu nNpobuoTUK per 0S MepBOro AHA U aHTUOMOTMK MapaHTepanbHO, OO0 Mpek-
paLlleHnsi noHoca. Bce nopocATa KnMHu4eckn criexxeHsl oT 1-6 gHewn nenbitaduda. Obpa-
34MKM NOMETA A5 6AKTEPMOSIONMYECKON KYNbTYpbl 06pa34yMKoBaHbl MEPBOro AHS.

KnuHnyeckune 3Haku rmgpaumm 6biny nyyile, CroBHO M pasHuua B Macce
Tena nopocsaT ¢ noHocom nog OPC-2 neyeHnem, koTopas bbina CUrHUMKaHTHO 605bLue
(p=0,036) B cpaBHeHUn ¢ pasHuuen y nopocat nog OPC-1 neyeHnem. Bce nopocsaTa ¢
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MOHOCOM, LLIECTOro AHA UMeNM HopMaribHO (hopMMPOBaHHbIN NOMET. E. coli nsonnposaHa
13 noméTta 48 nopocsrT.

MopocaTa ¢ oCTpbIM racTposHTEpUTOM, nedveHHole ¢ OPC, umetowas Bbl-
CLUMI OCMOPAaNUTET U COAEPXXMUT BMECTO LMTPATOB, b1kapboHaTbl B 60bLIEN KOHLEHTpa-
Unn, ¢ MeHblle Kanus, 66nblie HaTpus 1 66nblie xnopa, Menu 6onee xopolwee co-
CTOSIHME TuApauunm, ¢ CUrHUUKAHTHO OONbLUEN pas3HuMUen B Macce Tena, a MX KOH-
TpOnbHas rpynna HecurHucpakaHTHO, B OTHOLIEHUN MOPOCAT, neyeHHble ¢ OPC gpyroro
cocTasa.

Kntouesble cnosa: nopocsaTa Ha nogcoce, OCprIVI raCTpO3HTEpPUT, MNOHOC
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INCIDENCE OF EPULIDES IN THE DOG - A
RETROSPECTIVE HISTOPATHOLOGICAL STUDY’
UCESTALOST EPULIDA KOD PASA - RETROSPEKTIVNA

HISTOPATOLOSKA ISTRAZIVANJA

I. Dinev, 1. Borissov, D. Dimov"*

The retrospective histopathological study of 468 samples of tu-
mour material obtained from dogs, referred to the Faculty of Veterinary
Medicine, Trakia University, Stara Zagora during the period 1991-2000
showed that 29 specimens (6.19%) were epulides.

According to their histogenesis, the lesions were classified in two
primary groups: reactive lesions — 37.94% and peripheral odontogenic
tumours — 62.06%. Epulides were most commonly encountered in
males (68.96%) compared to females (31.04%). The average age of af-
fected dogs was 4 years for both genders. In 18 cases (62.06%), the le-
sions were mandibular whereas in 11 (37.94%) — maxillar. The highest
predilection to epulides was observed in German Shepherds —
27.58%.

Key words: dogs, epulides, incidence
Introduction / Uvod

Epulides are among the most frequently encountered oral pathologi-
cal lesions in the dog [1, 9, 11]. The term epulis means a non-specific growth of
the gingiva. This is a clinical term that participates in diagnoses only accompanied
by an adjective - for instance, giant cell epulis, acantomatous epulis etc. [5]. The
same author divides epulides into two principal classes: reactive lesions and pe-
ripheral odontogenic tumours. The first group includes the fibrous epulis, the pyo-
genic granuloma, the giant cell epulis and reactive exostoses. The second group
of neoplasms comprises the fibromatous epulis (odontogenic fibroma), the acan-
tomatous epulis and the calcifying epithelial odontogenic tumour [4]. In some
studies, the reactive lesions are said to be predominant while in others — odonto-

* Rad primljen za $tampu 17.2. 2004. godine

** Assoc. prof. lvan Dinev, Dept. of General and Clincial Pathology, |. Borissov, Faculty of Veteri-
nary Medicine, Trakia University, Stara Zagora; D. Dimov, Faculty of Veterinary Medicine, Uni-
versity of Forestry, Sofia, Bulgaria
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genic tumours are reported to be more prevalent [3, 1, 11, 12]. The reports by
some authors show a higher incidence of epulides originating from the maxillar
gingiva whereas those of others — from the mandibula [3, 7, 12]. The average age
with the highest risk of the onset of epulides is between 6 and 8-9 years [6, 11]. In
a study on 189 dogs with epulides, Toshida et al. (1999) observed a higher predis-
position in Scotland Shepherds and Tzvetkov [11] —in German Shepherds. Other
authors have not observed any breed-related predisposition [3, 9]. Neoplasms
are more commonly encountered in male dogs [11, 12].

The histogenesis, the development and the prognosis of epulides
could be most commonly determined using morphological criteria [13]. The aim
of the present study was to determine the type of lesions, clinically determined as
epulides via histopathological methods as well as their incidence depending on
the breed, gender and age of the host with regard to the application of results as
prognostic criteria in the diagnostics of tumours.

Material and methods / Materjjal i metode rada

The studies were performed within the period 1991-2000 at the Faculty
of Veterinary Medicine, Trakia University — Stara Zagora. A total of 468 samples
from spontaneous tumour growths were obtained by excision or biopsy. Speci-
mens for the histological study were fixed in 10% neutral formaldehyde and proc-
essed using the routine histological technique. Cross-sections were stained with
haematoxylin/eosin (H/E).

Results / Rezultati ispitivanja

From all 468 samples, 65" (13.88%) originated from the oropharyngeal
region. Twenty-nine (44.61%) of them or 6.19% of the total number of tumours
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Graph 1. Incidence fo oral neoplasms in the dog for the period 1991-2000.
Grafikon 1. Pojava oralnih neoplazmi kod pasa u periodu od 1991 do 2000. godine

*  The cases of oral papillomatosis are not included because of the specifics of its etiogenesis.
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were determined as epulides. In eighteen cases (62.06%) the lesions were local-
ized to the mandibular and in eleven (37.94%) — to the maxillar gingiva.

Table 1 presents the incidence of epulides depending on the breed,
gender and age of hosts. The highest percentage of affected dogs was that of
German Shepherds — 27.58%. Then followed Collies, Irish Setters (13.8% each)
and Bologneses, Boxers and mixed-breed animals (10.34% each). The incidence
of epulides in Dogues (6.9%), Dachshunds and Drathaars (3.44%), that are
among the commonly encountered breeds in our country, was relatively low.

Table 1. Incidence of epulides in the dog depending on the breed, gender and age of
the host /
Tabela 1. Pojava epulida kod pasa u zavisnosti od rase, roda i starosti domacina

Average Gender / Rod
Breed / age, yrs / Male / Zenski Female / muski Total / Ukupno
Rasa Prosecna
starost, god. n % n % n %
1. German
Shepherd / 4.5 5 17.24 3 10.34 8 27.58
Nemacki ovéar
2. Collie /
Koli 5 4 13.80 - - 4 13.80
3. Irish Setter /
Trski seter 6.5 2 6.90 2 6.90 4 13.80
4. Boxer /
Bokser 3 2 6.90 1 3.44 3 10.34
5. Dogue /
Doga 6 2 6.90 - - 2 6.90
6. Bolognese /
Bolonezer 4.5 2 6.90 1 3.44 3 10.34
7. Dachshund /
Daksund 2 - - 1 3.44 1 3.44
8. Drathaar /
Dratar 1 1 3.44 - - 1 3.44
9. Mixed-breed /
Mesanac 3.5 2 6.90 1 3.44 3 10.34
Total / Ukupno 4 20 68.96 9 31.04 29 100

Epulides were more frequent among male dogs — 68.96% vs 31.04%
in females. The average age of affected dogs in both genders was 4 years.

Macroscopically, the lesions appeared as irregular masses with a di-
ameter from 1-2 to 8-10 cm in all cases. The cutting surface was thick. In some
cases, the surface was ulcerated.
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Table 2. Incidence of epulides in the dog depending on the histological diagnosis /
Tabela 2. Pojava epulida kod pasa u zavisnosti od histoloske djjagnoze

Epulides / Epulide

Reactive lesions / n o Peripheral odontogenic tumours / n %
Reaktivne lezjje ° Periferni odontogeni tumori °
Fibrous epulis / ; ;

. . . 4 13.8 Fibromatous epulis 8 27.58
Fibrozni epulls (odontogenic fibroma) /

Fibromatozni epulis

Giant cell epulis / !
Epulis dzinovskih celja 6 207 (odontogeni fibrom)

Pyogenic granuloma/ Acantomatous epulis /

Piogeni’ granulom ! 3.44 Akantomatozni epulis 10 34.48

Total / Ukupno 11 37.94 Total / Ukupno 18 62.06

The incidence of epulides depending on the histological diagnosis is
shown in Table 2. Lesions determined as peripheral odontogenic tumours were
prevalent (62.06%) whereas those determined as reactive lesions were less
present 37.94%. The parenchyma of the most commonly encountered tumour —
the acantomatous epulis, consisted of islets and bands of epithelial cells, embed-
ded by a connective tissue stroma. The basal cells of the parenchyma were with a
pallisade-like arrangement, sometimes with a vacuolated cytoplasm. An inverse
polarity was also observed (Fig. 1).

Figure 1. Acantomatous epulis in a 4-year-old Boxer. HIE, x 300
Slika 1. Akantomatozni epulis kod cetvorogodisnjeg boksera. H/E, x 300

The structure of odontogenic tumours with the next frequency (in de-
scending order) — fibromatous epulides (odontogenic fibromas) was from a pri-
mary cellular type. The parenchyma consisted of fibroblast cells and remnants of
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odontogenic epithelium and was characterized with a high degree of vacuoliza-
tion (Fig. 2).

Figure 2. Fibromatous epulis in a 6-year-old German Shepherd, H/E, x 240
Slika 2. Fibromatozni epulis kod Sestogodisnjeg nemackog ovéara. H/E, x 240

Reactive lesions were determined according to the respective histo-
logical features. The parenchyma of the most widespread type, that of the giant
cell epulis, consisted of intensely vacuolated fibroblast tissue with multinuclear gi-
ant cells within. The parenchyma of the other lesions from this group - fibrous
epulis and pyogenic granuloma, showed a focal fibrous hyperplasia in the former
and a marked granulation tissue with endothelial proliferation in the latter type, re-
spectively.

Discussion / Diskusija

The results of our studies confirmed the high incidence of epulides
among oral pathological lesions in dogs [1, 4, 12, 8]. Nearly half of the oral tumour
growths, we observed during the period of the study, were from this neoplastic
type (44.61%) [14]. In this respect, our results are similar to those of authors sup-
porting the thesis that epulides are among the commonest oral neoplasms [15,
11]. The highest prevalence of epulides in German Shepherds, observed by us, is
comparable to the incidence reported by Tzvetkov [11]. Probably, this frequency
is due to the wide-ranging distribution of this breed in the region [7, 12].

Our studies evidenced that the average age of the onset of epulides
was 4 years. During the last decade, there is a tendency towards the appearance
of tumour formations in a younger age compared to other periods [1, 10, 6, 7].
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The prevalence of epulides among male individuals is similar to that,
stated by others [7, 11, 12]. As to the localization (on the maxillar or the mandibu-
lar gingiva), we could hardly establish any predisposition because of the contra-
dictory data [3, 6, 7, 2, 12].

The results of our histopathological studies, according to the criteria of
Gardner [5], evidenced a dominating prevalence of peripheral odontogenic tu-
mours (acantomatous and fibromatous epulis) — 62.06% vs the reactive lesions (fi-
brous epulis, giant cell epulis and pyogenic granuloma) — 37.94%. These data
correlated with the data of Reichart et al. [9], Hoffman and Gaengler, [7]; Yoshida
etal., [12] but not with those reported by Tzvetkov [11] who affirmed that giant cell
epulides were the commonest.

The analysis of our results confirmed the primary importance of histo-
logical investigation for the confirmation of the diagnosis and for the prognosis of
lesions, determined as epulides.
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SRPSKI

UCESTALOST EPULIDA KOD PASA - RETROSPEKTIVNA HISTOPATOLOSKA
ISPITIVANJA

I. Dinev, |. Borissov, D. Dimov

Retrospektivna histopatoloska ispitivanja uradena su na 468 uzoraka materi-
jala tumora dobijenih od pasa, predatih Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u
Trakiji, Stara Zagora, u perioda od 1991 do 2000, i dobijeni rezultati su ukazali na epulide u
29 uzoraka (6,19%).

Prema svojoj histogenezi, lezije su podeljene u dve osnovne grupe : reaktivne
lezije — 37,94%, i periferni odontogeni tumori — 62,06 posto. Epulide su najées¢e us-
tanovljene kod muzjaka (68,96%) u poredenju sa zenkama (31,04%). Prosecna starost
zarazenih pasa bila je 4 godine, za oba pola. U 18 slucajeva (62,06%), lezije su bile na man-
dibuli, dok su u 11 slucajeva (37,94%) one bile na maksili. Najjaca sklonost ka epulidama
uocena je kod nemackih ovéara — 27,58 posto.

Klju€ne redi: psi, epulide, ucestalost

PYCCKUA

YACTOTA 3nynnaoB Y COBAK - PETPOCIMEKTUBHbBIE
F’MCTOMATOJIOrMYECKUE UCCITIEAOBAHUA

WU. AvHes, WU. Bopuccos, [1. Alumos

PeTpocnekTrBHbIE rMCTONATONOrMYECKUE UCCNeaoBaHnsa caenaHbl Ha 468
06pasynKoB MaTepuana onyxosneu, noslydeHHbIX M3 cobak, nepefaHHbix PakynbTeTy
BeTepuHapHou MeauumHbl YHuBepcuTeTa B Tpakun, Ctapa 3aropa, B nepuoge ot 1991-
2000, n nony4YeHHble pedynbTaTbl Nokasanu anynuasl B 29 o6pa3ymkos (6,19%).

CornacHo cBoemy rmcToreHesy, NoBpeXXAeHUs pasferieHbl B ABE OCHOBHbIE
rpynnbl: peakTuBHble noBpexaeHns — 37,94%, n nepudepnyeckne ogoHTOreHHbIe ony-
xonu — 62,06%. 3Anynuapl Yaile BCEro yCTaHOBIIEHbI y camuoB (68,96%) B cpaBeHHWUM C
camkamm (31,04%). CpegHsasa cTapocTb 3apaXkE€HHbIX cobak bbina 4 roga Ans oba nona. B
18 cnyyaes (62,06%), noBpexaeHnsa 6b1n Ha MaHambyne, noka B 11 cnyyaes (37,94 %)
OHM ObINn Ha Makcune. Camas cunbHasi CKIIOHHOCTb K 3MnynMaaM 3amedeHa y HeMeLKmx
oBYapoK — 27,58%.

KntoueBble cnoea: cobaku, anynugpl, 4actota
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INFEKTIVNI PERITONITIS MACAKA (FIP) U NASEM
SEKCIONOM MATERIJALU®
FELINE INFECTIOUS PERITONITIS (FIP) IN OUR SECTION
MATERIAL

Sanja Aleksié-Kovacevié, D. Marinkovi¢**

Infektivni peritonitis macaka (FIP) dijagnostikovan je u nasem sek-
cionom materijalu kod 23 macke, 19 persijskih i 4 domace, oba pola,
uzrasta izmedu 5 meseci i 8 godina. Vecinu inficirane populacije Cinile
su Zivotinje mlade od 20 meseci. Makroskopski nalaz bio je kod vecine
macaka granulomatoznog karaktera, a kod 7 Zivotinja uoéena je veca
koli¢ina zlatno-Zutog Zelatinoznog eksudata u trbusnoj duplji, Sto od-
govara eksudativnoj formi FIP-a. Granulomi su bili smesteni u vecini
slucajeva u zidu abdomena, jetri, slezini, omentumu i serozi creva, a
histoloska grada odlikovala se fibrinoidno-nekroti¢nim centrima, sa
mnogobrojnim limfocitima, monocitima, angioblastima i fibroblastima.
Imunohistohemijski, antigeni corona-virusa macaka (FCV) eksprimirani
su u citoplazmi makrofaga, rede u plazma ¢elijama u granulomima, a
ponekad i u nekrotizovanim oblastima.

Kljucne reci: macka, infektivni peritonitis macaka (FIP), patohistologija
Uvod / Introduction

Infektivni peritonitis macaka (FIP), uzrokovan je corona-virusom koji je
veoma srodan virusu transmisivnog gastroenteritisa svinja, corona-virusu pasa i
corona-virusu kod ljudi [7]. U novije vreme, FIP se sve CeSce dijagnostikuje u
nasem sekcionom materijalu, uglavnom kod persijskih i nesto rede kod domacih
macaka, oba pola [2]. Vecinu inficirane populacije ¢ine macke mlade od 20 me-
seci. Makroskopski i histopatoloski nalaz kod spontanog i eksperimentalnog in-
fektivnog peritonitisa do sada se opisivao u mnogobrojnim izvestajima u dve
forme, eksudativnoj i proliferativnoj. Promene su, u oba slu¢aja, uglavhom lokali-
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zovane u trbus$noj duplji, mada nije redak nalaz granuloma i na pleuri. U eksuda-
tivnoj formi dominira nalaz zlatno-zutog eksudata sa naslagama fibrina na perito-
neumu, dok u proliferativnoj formi granulome naj¢e$¢e nalazimo na serozi creva,
u jetri, omentumu i slezini. HistoloSka grada granuloma bojenih hematoksilin-
eozinom, uglavnom je prepoznatljiva, mada se imunohistohemijskim metodama
precizno potvrduje prisustvo i lokalizacija virusnih antigena (FCV) [5].

Materijal i metode rada / Materials and methods

Makroskopskim i mikroskopskim analizama obuhvaéeni su organi 23
macke, oba pola, uzrasta od 5 meseci do 8 godina. U materijalu obdukovanom na
Katedri za patoloSku morfologiju Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu na-
lazilo se 19 persijskih i 4 domace macke. Kod svih zZivotinja, na osnovu patoana-
tomskog nalaza, a u nekim slu¢ajevima i na osnovu prethodnih serolo$kih ispiti-
vanja, postavljena je sumnja na infektivni peritonitis.

Uzorci jetre, slezine, bubrega, mezenterijalnih limfnih &vorova, mezen-
terijuma i pluéa, fiksirani su u 10% neutralnom formalinu, a posle uobi¢ajene auto-
matske procedure napravljeni su parafinski blokovi. Ise¢ci debljine 5 mikrometara
bojeni su hematoksilin-eozinom (HE). U slu¢ajevima u kojima prethodno nije
uradeno seroloSko dokazivanje antitela na korona-virusne antigene (FCV), tkivni
ise€ci su ispitani imunohistohemijskom metodom peroksidaza-anti-peroksidaza
(PAP).

Serolo$ka identifikacija antitela na FCV antigene, uradena je pre-
thodno na uzorcima krvi, komercijalnim kit testovima. U imunohistohemijskim me-
todama upotrebljena su anti-korona-virus antitela (FCV3-70), proizvedena na
misu. U cilju otkrivanja virusnih antigena maskiranih zbog fiksiranja u formalinu,
tkiva su prethodno tretirana komercijalnim rastvorom za demaskiranje antigena.
Inkubacija ise€¢aka normalnim serumom pacova sluzila je kao negativna kontrola.

Rezultati ispitivanja / Results

U nasem sekcionom materijalu, infektivni peritonitis macaka (FIP)
dijagnostikovan je kod 23 Zivotinje, u uzrastu izmedu 5 meseci i 8 godina.Vecéina
pozitivnih macaka bile su mlade od 20 meseci. Pozitivha reakcija na FCV doka-
zana je kod 19 persijskih i 4 domace macke, odnosno kod 13 Zenki i 10 muzjaka.
Prateci klini¢ki izvestaji bili su razli€iti, mada je u vecini slu€ajeva FIP bio suspek-
tan, i na obdukciji Cesto pracen i drugim nalazima. U vecini slu€ajeva je zapazen
na obdukciji fibrinozni i / ili granulomatozni peritonitis (slika 1).

Kod 7 macaka trbusna duplja je bila ispunjena zlatno-zutim pihtijastim
eksudatom, §to odgovara eksudativnoj formi bolesti (slika 2).
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Slika 1. Granulomatozna forma FIP-a / Slika 2. Eksudativna forma FIP-a /
Figure 1. Granulomatous form of FIP Figure 2. Exudative of FIP

Kod ostalih, zapazeni su granulomi veli¢ine 1 do 2 mm smesteni u ab-
dominalnom zidu, omentumu i serozi creva, rede u jetri, bubrezima i slezini. Neke
zivotinje imale su enteritis, nekroti¢ni limfadenitis mezenterijalnih limfnih &vorova i
hiperplaziju slezine, a kod dve macke dijagnostikovan je fibrinozno-granuloma-
tozni pleuritis.

Patohistolo$ki izgled granuloma u zidu abdomena, jetri, slezini, omen-
tumu, serozi creva i bubrezima nije se sustinski razlikovao. Granulomi su bili
gradeni od fibinoidno-nekroticnog centra, okruzenog uglavnom limfocitima i
monocitima, umnozenim angioblastima i fibroblastima (slika 3).

Slika 3. Histoloska grada granuloma kod FIP-a, HE /
Figure 8. Histological structure of granuloma in FIP-a, He
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U slezinii mezenterijalnim limfnim &vorovima dominirao je nalaz foliku-
larne hiperplazije, mada su neki limfni évorovi bili nekrotizovani.

Imunohistohemijskom metodom PAP, corona-virusni antigeni doka-
zani su u citoplazmi makrofaga i rede u nekroti¢nim oblastima. Granulomi u jetri
sadrzavali su pozitivne plazma ¢elije koje su eksprimirale manju koli¢inu FCV anti-
gena. Negativne kontrole nisu pokazivale pozitivhu reakciju.

Diskusija / Discussion

U ispitanom materijalu FIP je dijagnostikovan kod 23 macke, oba pola,
u vecini sluéajeva kod sasvim mladih zivotinja, a dominantno kod persijskih
macaka, Sto je slicno nalazima kod drugih autora [12]. Proliferativna forma
pra¢ena nalazom granuloma na serozama razli€itih organa, a pretezno lokali-
zovanih u abdomenu predstavljala je naj€eséi nalaz kod FIP pozitivnih macaka u
nasem sekcionom materijalu. Granulomi su najéeSc¢e bili smesteni na serozi
creva, mezenterijumu, u jetri, omentumu i slezini, a u nekoliko slu¢ajeva i subpleu-
ralno. Distribucija i histoloSka struktura granuloma, koja se uglavnom odlikuje fi-
brinoidno-nekroti¢nim centrom, limfocitno-monocitnim infiltratom, angioblastima
i fibroblastima , u skladu je sa opisima drugih autora [5,11]. Kod Zivotinja sa eksu-
dativnom formom FIP-a, pored velike koli¢ine zlatno-Zutog eksudata Zelatinozne
konzistencije, smestenog u trbusnoj duplji, u nekim slu€ajevima se opisani sa-
drzaj nalazi i u perikardu.

lako je makroskopski i histoloSki nalaz kod veéine FIP pozitivnih
macaka tipi¢an, u nekim slu€ajevima kombinovan je sa dominantnim promenama
na bubrezima i jetri koje ne mogu da se dovedu u direktnu vezu sa FIP-om [9].
NajceSce prate¢e nalaze predstavljale su promene na bubrezima u vidu poli-
cisticnih bubrega (PKD), a kod istih Zivotinja nisu bile retke promene u jetri, sa
morfoloskim znacima limfocitnog holangitisa i bilijarne ciroze, koje su do sada
opisivane kod pasa i macaka [3].

Uz ovo, istovremena infekcija korona virusima (FCV) i retrovirusima
(FeLV), kod macaka, opisana je u velikom broju radova [1, 6, 10]. Koinfekcija FIP i
FelV, zapaZena je kod nekoliko Zivotinja, u ispitanoj populaciji i to kod macaka sa
izrazenim enteritisima i promenama na mezenterijalnim limfnim &vorovima.

Otuda, imunohistohemijska identifikacija FCV antigena predstavlja
specifi¢an dokaz infektivhog peritonitisa macaka.

Cinjenica da su ovi antigeni eksprimirani uglavnhom u makrofagama,
indikator je virusne replikacije u ovim ¢elijama. Takode perivaskularni i perigranu-
lomski infiltrati sastavljeni od B limfocita i plazma ¢elija, kao i pozitivna reakcija u B
limfocitima i plazma ¢elijama u eksudatu, upuéuju na FIPV specifi¢ni imunski
odgovor koji se razvija i pre nego $to granulomi postanu morfolo$ki prepoznatljivi

[8].

Rad je finansiralo MNTR kroz projekat 1659
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ENGLISH

FELINE INFECTIOUS PERITONITIS (FIP) IN OUR SECTION MATERIAL
Sanja Aleksi¢-Kovacevi¢, D. Marinkovié¢

Feline infectious peritonitis (FIP) has been diagnozed in our section material in
23 cats, 19 Persian and 4 domestic, of both sexes, aged between 5 months and 8 years.
The majority of the infected population were animals under 20 months of age. The macro-
scopic finding in most cats was of granulomatous character, and large quantities of golden-
yellow gelatinous exudate were observed in the stomach cavity of 7 animals, correspond-
ing to the exudative form of FIP. Granulomas were in most cases located in the abdomen
wall, liver, spleen, omentum and serous membrane of intestines, and the histological struc-
ture was characterized by fibrinoid-necrotic centers, with numerous lymphocytes, mono-
cytes, angioblasts and fibroblasts. Immunohistochemically, feline corona virus (FCV) anti-
gens were exprimed in the cytoplasm of macrophages, more rarely in plasma cells in
granulomas, and sometimes in necrotized areas.

Key words: cat, feline infectious peritonitis (FIP), pathohistology
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PYCCKUA

WH®EKLUMOHHbIA NEPUTOHUT KOLIEK (MMNK) B HALLEM CEKLIMUOHHOM
MATEPWUAIE

CaHA Anekcuy-KoBayesuy, [l. MapuHkoBu4

MHGeKUMOHHBIM NepuToHnT Kowek (MIMK) anarHocTMpoBaH B HELUEM CeK-
LUMOHHOM MaTepuane y 23 kouwek, 19 nepcuackmx n 4 gomawHmx, oba nona, cTapocTu
cpeau 5 mecsaues 1 8 neT. BONbLNMHCTBO MHOULMPOBAHHON NOMNYALMM COCTABNSAIOT XMB-
OTHble Monoxe 20 mecsueB. Makpockonuyeckne pesynbTaTthl Obln y 60MbLUMHCTBA
KOLLEK rpaHysioMaTO3HOr XapakTepa, a y 7 XXMBOTHbIX 3amMme4eHo 60sbliee KOMYecTBO
30J10TO->XKENTOr0 XXeNaTUHO3HOro 3KccyAaTta B OPIOLLHOM MNOMOCTU, YTO OTBEYaeT 3KCCY-
paTtusHomn cpopme UMK. MpaHynombl 661111 noMeLleHbl B 60MbLUMHCTBE Cly4aeB B CTEHKE
abfomeHa, neveHn, cene3éHke, OMEHTYME 1 CEPO3€E KULLIOK, a TMCTONIOTMYECKUA MaTe-
pvan oTnn4aeTcs GUOPUHONAHO-HEKPOTUHECKMMI LIEHTPAMU, C YACTIEHHBIMWU NMMdoLn-
Tamu, MoHoLMTaMK, aHrmobnactamm n pmbpobnactamu. VIMMyHOrMCTOXMMUYECKNE, aH-
TUreHbl KOpoHaBupycoB KoLlek (KBK) akcnpumypoBaHbl B LMTONNasMe makpodara, pexxe
B NfasmMa KJeTkax B rpaHysioMax, a MHora u B HEKPOTU30BaHHbIX 061acTsX.

KrntoyeBble crnoBa: Kowka, MHPEeKUMOHHbIA NepuToHUT Kowek (UMNK), naTtornctonorus
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SEASONAL VARIATION OF THE PLEROCERCOID LIGULA
INTESTINALIS (L.) OBSERVED IN ROACH (RUTILUS
RUTILUS, L) FROM THE YENICE IRRIGATION POND,

CANAKKALE, TURKEY®

PROMENE U PRISUSTVU PLEROCERKOIDA GLISTE Ligula intestinalis
(L) U ZAVISNOSTI OD GODISNJEG DOBA KOD CRVENPERKE (Rutilus

rutilus, L) IZ JENIS JEZERA ZA NAVODNJAVANJE KOD GRADA

CANAKKALE, TURSKA
M. C. Oguz, M. Oguz Oztiirk, H. Giire"

This study was carried out at the Yenice Irrigation Pond between
October 1999 and October 2000. For this study 368 roach (Rutilus ruti-
lus) were examined and 37 parasites and 93 Ligula intestinalis were
found in the abdominal cavity of the host (prevalence 10.1%, mean in-
tensity 2.51 specimens/fish). Based on season, the highest number of
infected fish occurred during summer (33.3%, 4 parasite/fish), and
during the other season the mean intensity of infection was relatively
low (prevalence 3.3%, 1specimens/fish). On the other hand, the para-
site species was determined especially on small and medium host fish
sizes (2.17-100%). Basic criteria for the assessment of the parasite
species of host fish were the general parameters related to parasite
populations, which are prevalence, mean intensity, seasonal variation,
and relationship between host size and infection.

Key words: Plerocercoid, Ligula, seasonal variation, roach, Rutilus

Introduction / Uvod

It has been accepted among fisheries scientists world-wide that the

plerocercoid of ligula intestinalis can cause major damage to cyprinid [9]. The
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plerocercoids develop and mature in the body cavity of minnows, suckers and
other fishes causing compression on gonadal tissue [8]. An important aspect of
the damage caused by Ligula intestinalis to fish is its effect on reproduction. The
size of gonads of even slightly infected fish is always smaller than in uninfected
ones [2], limiting the reproductive capacity of the host.

The studied Yenice Irrigation Pond, contains numerous fish species in-
cluding common carp, Cyprinus carpio; roach, Rutilus rutilus and Barbus species.
It is of major economic importance to the area not only for the aquatic products
and irrigation, but also of commercial importance since the fish represent a signifi-
cant source of profit for the fishermen. This is one reason to select Rutilus rutilus
for the present study due to its economic value and as it is a known host for Ligula
sp. This study aims to enable us to grasp the parasite fauna of the fish, as well as
the geographical properties of the lake. Naturally, it would be valuable to currently
determine the parasite fauna of the fish for its future evaluations.

Material and methods / Materijal i metode rada

Yenice Irrigation Pond, situated near Canakkale (39°, 27"-40°-42" N-
25°,40"-27°-30" E-consists of two peninsula). The Pond covers 3333 hectares (ha)
and varies in depth to a maximum of 23 m. Rutilus rutilus were collected each
month with 100 m. long gill-nets with 18-22 mm mesh. The nets were set in strate-
gic places in the Yenice Irrigation Pond at sunset and removed at dawn. The fish
specimens were placed in plastic aerated tanks filled with water from the Yenice
Pond and transported immediately to the laboratory at Canakkale University. Each
fish was killed in a humane way, classified according to genus and species, and
then weighed, measured and evaluated for state of health after which each was
dissected by standards methods [12].

The plerocercoids for Ligula sp. were observed and collected primar-
ily from the abdominal region of each fish. The plerocercoids were removed,
washed and relaxed in cold water, and then fixed in 70% ethyl alcohol. The plero-
cercoids were stained and keyed to genus and species [3].

Results / Rezultati ispitivanja

Figure 1 correlates with water temperature (°C) and sampling dates.
Figures 2 and 3 show a graphical representation of the fluctuation of infected fish
during the 12-month time period and host fish size with the mean number of in-
fected fish and numbers of plerocercoids per fish.

The parasite species, L. intestinalis infected the body cavity of host
fish with a prevalence of 10.1% and mean intensity of 2.51 specimens/fish. Al-
though noticed in all surveys, this species generally had a lower prevalence and
mean intensity in infected fish (Fig. 2, 3). When seasonally viewed, it was ob-
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served that the rate of infection increased steadily from winter toward summer and
autumn except spring. In line with this result, the maximum density of this parasite
occurred in July, with 10 specimens per fish. During winter and autumn, the differ-
ence between mean number of parasites and the number of parasites collected
from host fish was more dramatic than the rate of parasite infection. Toward the
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end of autumn, however, the infection rate starts to decline, and parasites disap-
pear in spring (Fig. 2).

If the relationship between the intensity of infection by the parasite
and the size of the host fish is assessed, it is evident that the parasite occurred
more on smaller fish than on larger ones (Fig. 3). On the other hand, the highest
mean intensity (3.6 parasites) was recorded on medium fish samples (except the
last group). And then, as the fish became larger, infection by the parasite de-
creased steadily, and infection never occurred in fish larger than 13 cm. However,
both infection and mean intensity per fish peaked on the biggest fish sampled
(100%, 10 specimens one fish) (Fig. 3).
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Figure 3. Occurrence (broken line) and mean density (solid line) of L. intestinalis for R.
rutilus from Yenice Irrigation Pond in relation to size and groups of fish /
Slika 3. Utestalost (isprekidana linjja) i srednja gustina (puna linjja) za L. intestinalis kod R. rutilus iz
Jenis jezera za navodnjavanje u odnosu na velicinu I grupe riba

Discussion / Diskusija

The primary objective of the present study was not only to study the
prevalence of Ligula intestinalis in roach but to note the seasonal variation in the
number of infected fish and parasite load. Figure 2, 3 represent results of the study
showing numbers and the number of plerocercoids per infected fish. For this re-
search, the average fish size for ligulosis infection was 11.5 cm (Fig. 1). It was dis-
covered by a number of researchers that there was a significant relation between
the number of Ligula infections and the size of the fish. They attribute the exis-
tence of Ligula infections in varying numbers to the content and amount of the
host food. In the present study as well, fish infected with Ligula intestinalis were
identified on small and medium size host fish during summer and autumn. In a
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similar vein, Marcogliese & Esch [11] pointed out that the intensity of infection by
the present species increased in May-June, decreased in August-September,
and again increased in September-October. Likewise, Dence [5] reported that the
rate of infection by Ligula had a decreasing trend on age 3+ A. brama. Hartley [7]
found that the number of Ligula in young fish was high due to the fact that the co-
pepods were the main part of the fish’s diet. He also found that the low infection
level in old fish varies in parallel with the decrease in their feeding on copepods.
Dubinina [6] states that the other factor effecting the growth of Ligula is the quality
of water and points out that hot, rough and shallow waters are the most favorable
medium for Ligula.

On the other hand, Ligula had a considerable pathogenic effect on
host fish. Cantoray and Ozcan [4], recorded the occurrence of a high infection
rate by Ligula on L. cephalus, C. capoeta and B. plebejus in Lake Cip and the
dam Lake of Keban. Moreover, Taylor & Hoole [13] reported that, in Ligula-
infected fish, some organs such as gonads and liver are deformed by shrinking. It
is known that, as indicated by Bauer [1], death of Ligula-infected host fish is not
beyond possibility, it may occur. Kosheva [10] stressed the Ligula can cause a de-
crease in the growth rate of freshwater fish in Russia, and that it may even cause
serious damage and mortalities. Hartley [7] who carried out a similar study attrib-
utes the reasons for high ligulosis infection is high in freshwater fish to the fact that
copepods are a major part of the host diet, thus the infection in older fish is low
due to their feeding preference. Similarly, in the present study, the parasite can
cause damage to the host fish specimens especially by compression and atrophy
of vital organs including the gonads in the coelomic cavity of the infected fish.
Also, there occurs a thinning of the tissue of the body cavity. Stomachs were swol-
len and the surface of the liver was reddish. The necropsy of fish, found dead on
the study site, showed that infection with Ligula was seriously high, suggesting
that mortality of fish could be attributed to this parasite.

As a result, the data of the present study emphasize the world-wide
distribution of L. intestinalis and the effect of plerocercoid on fish in Turkey. It is be-
yond the scope of this paper to postulate on how useful parasites may be in the fu-
ture, in helping understand the fish and fisheries in the study area. These are the
first results published on the possible hosts and parasite effects on a seasonal ba-
sis for the ichthyofauna in the present study area.
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SRPSKI

PROMENE U PRISUSTVU PLEROCERKOIDA GLISTE Ligula intestinalis (L.) U
ZAVISNOSTI OD GODISNJEG DOBA KOD CRVENPERKE (Rutilus rutilus, L.) 1Z
JENIS JEZERA ZA NAVODNJAVANJE KOD GRADA GANAKKALE, TURSKA

Kemal Oguz, Oguz Ozturk, Hajati Gure

Ispitivanja su obavljena kod Jenis jezera za navodnjavanje izmedu oktobra
1999. i oktobra 2000. godine. Ispitano je 368 crvenperki (Rutilus rutilus) i pronadeno je 37
parazita i 93 gliste Ligula intestinalis u trbusnoj duplji domacina (zastupljenost 10,0%,
srednji intenzitet 2,51 uzoraka/ribi). U zavisnosti od godisnjeg doba, najvedi broj zarazenih
riba pojavio se u toku leta (33,3%, 4 parazita/ribi), a tokom drugih godi$njih doba srednji in-
tenzitet infekcije bio je relativno nizak (zastupljenost 3,3%, 1 uzorak/ribi). Sa druge strane,
ove vrste parazita posebno su ustanovljene kod malih i srednjih riba domacina (2,17-
100%). Osnovni kriterijumi za procenu vrsta parazita kod riba domacina bili su opsti para-
metri u vezi sa populacijama parazita, kao $to su zastupljenost, srednji intenzitet, promene
po godisnjim dobima, i odnos izmedu veli¢ine domacina i infekcije.

Klju¢ne reci: plerocerkoide, Ligula, godiSnja doba, crvenperka, Rutilus
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PYCCKUN

M3MEHEHWUA B NPUCYTCBUU NMJIEPOLLEPKONAOS MNUCTA Ligula intestinalis (L.)
B 3ABUCMMOCTHU OT BPEMEHM FrOJA Y KPACHONEPKM (Rutilus rutilus, L.) U3
EHNC O3EPA A4J11 OPOLLEHUA Y TOPOOA KAHAKAIE, TYPLUA

Keman Ory3, Ory3s O3typk, Xajatu Nype

VcnbiTanus coBepLueHbl y EHUC 03epa Ansi opoLieHns cpeam okTsabps 1999 n
okTA6psa 2000 roga. NcnbitaHo 368 kpacHonepok (Rutilus rutilus) v nsobpaxeHo 37 napa-
3uToB 1 93 rnucTa Ligula intestinalis B 6PIOLLHON NOMOCTW X035AMHA (MPeACTaBUTENIbHOCTb
10,0%, cpedHAsa MHTEeHCMBHOCTL 2,51 obpasunka (pubbl). B 3aBUCMMOCTN OT BpeMeHn
roga, HambosnbLUee YMCOo 3apaKEHHbIX pblb NosABUNOCL B TedeHue neta (33,3%, 4 napa-
3uta / pbibbl). C Apyrom CTOPWHbI, 3TOT BUA NapasuToB OTAENIbHO YCTAHOBMEH Yy Ma-
NEHbKUX 1 cpefHux pblb xo3amHa (2,17-100%). OCHOBHOM KpuTepui A451s1 OLLEHKU BUAOB
napasnToB Yy pblb X0351MHa Obinn 06LLMe napaMeTpbl B CBA3M C NONYNALMSAMN NapasmTos,
KaK npefcTaBMTEeNbHOCTb, CPEAHAS MHTEHCUBHOCTb, M3MEHEHNS MO BPeMeHaM roga, u
OTHOLUEHWE CPeAn BeNMNYMHbI X03AnHa N MHpeKLmK.

KntoueBble cneoa: nnepouepkonabl, Ligula, BpemeHa roga, kpacHonepka, Rutilus
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COMPARISON OF SOME BLOOD PARAMETERS, SERUM
VITAMIN E AND MINERAL CONCENTRATIONS OF

ARABIAN AND ENGLISH THOROUGHBRED RACE HORSES’

POREDENJE NEKIH PARAMETARA U KRVI, SERUMSKIH
KONCENTRACIJA VITAMINA E 1 MINERALA KOD ARAPSKIH 1

ENGLESKIH CISTOKRVNIH TRKACKIH KONJA
T. Bilal, E. Ercag, G. Demirel, T. Bilal*

*

The aim of this study was to determine some blood parameters,
serum vitamin E and mineral concentrations of Arabian and English
thoroughbred racehorses fed the same diets. The diet was formulated
to provide 2.31 Mcal DE/kg, and 10.96% crude protein. Total protein,
lactate, calcium, phosphorus, potassium, copper, cobalt and zinc
were determined in serum obtained from 40 Arabian and 40 English
healthy racing thoroughbred horses aged 2-3. The copper, cobalt and
zinc concentrations were determined by atomic absorption, vitamin E
by HPLC and the other biochemical parameters by a spectrophotome-
ter. Mean values were 6.77 and 6.86 g/dl for total protein, 1.88 and 2.16
mg/dl for lactate, 13.18 and 12.80 mg/dl for calcium, 4.35 and 4.39
mmol/l for phosphorus, 2.64 and 3.14 mmol/l for potassium, 129 and
166 ug/dl for copper, 36 and 44 ug/dl for cobalt and, 160 and 58 ug/dl
for zinc in Arabian and English horses, respectively, and Mean serum
vitamin E levels were 2.65 and 2.81 ug/mi, respectively. This study did
not demonstrate a significant effect of breed on serum total protein,
lactate, calcium, phosphorus, copper, cobalt and vitamin E. However,
breed may have an effect on potassium and zinc concentration in Ara-
bian and English thoroughbred racehorses (p<0.05).

Keywords: Horse, vitamin E, serum, minerals, Arabian, English
Thoroughbred
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Introduction / Uvod

All minerals play crucial roles in the physiological response to exer-
cise, in energy metabolism and in tissue conservation during an exercise period
[14]. Racehorses have needs for minerals as well as other nutrients in order to
perform their task. Copper is particularly interesting for orthopaedic diseases in
young horses. Zinc is also involved as a co-factor in many enzyme systems [9].

In cattle [6] and sheep [23], breed differences in ability to store copper
were reported. This difference attributed to multiple genes causing maternal dif-
ference in copper absorption, retention or both. Unfortunately, there is limited in-
formation on mineral concentrations in the serum concerning horse breeds fed
same diets. Grace et al. [7] reported differences in tissue copper concentration in
horses that could not be explained by variation in dietary content possibly being
due to the breed factor. Obviously, there is a need to establish reference values re-
lated to the breed.

Biochemical values are related to diet, sex, environmental agents and
age and these parameters are used in diagnosis of diseases and assess the nutri-
tional status of horses [2]. The establishment of reference values for biochemical
parameters concerning breed could also be useful to assess nutritional status of
horses and diagnosis of diseases. In addition, the effect of dietary vitamin E on se-
rum vitamin E level and breed differences will also be determined.

This paper presents results of some blood parameters and vitamin E
and mineral element analysis of serum collected from Arabian and English horses
fed same diets.

Materials and methods / Materijal i metode rada

Animals and Diets | Zivotinje i ishrana

Forty Arabian and forty English thoroughbred racehorses (age from 2
to 3 years with an average initial weight of 415 kg, range 400 to 430; SE= 0.91)
were used in this study. The diet was formulated to meet nutrient requirement for
racehorses [16] and consisted of 63% grass hay and 37% mixed grain concen-
trate. Sample of feeds were analysed for dry matter (DM) and organic matter (OM)
[1], and nitrogen (Kjeltec 1035 analyser, Tecafor). The vitamin E content of the diet
was 98.5 IU/kg DM. This level was around the NRC, recommendation [16]. Trace-
mineralised salt (Equi-Choice, Wilson Enterprises, Disputanta, VA, Table 1) and
water were available ad libitum. Housing and feeding were similar for all horses.
Diet ingredients and analysed chemical composition of diet is presented in Table
1.
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Table 1. Diet ingredients and analysed chemical composition (concentrate + forage) /
Tabela 1. Sastojci hrane i analizirani hemijski sastav (koncentrat + silaza)

Formula, % as fed / Formula, procenat_davanog
Grass hay / Seno 63
Ground barley / Mleveni jecam 20
Ground corn / Mleveni kukuruz 10
Molasses / Melasa 5
Dicalciumphosphate / Dikalcijumfostat 0.5
Salt/ So 0.5
Vitamin Premix2 / Premiks vitamina 0.25
Ground limestone / Stocna kreda 0.75
Analysis, DM basis / Analiza na _bazi SM

DM, % /| SM, % 88,4
DE, Mcal/kg / DE, Mkal/kg 2.31
CP%/CP, % 10.96
Ca, %/ Ca % 0.65
P%/P, % 0.62
Cu, mg/kg / Cu, mglkg 5.54
Zn, mg/kg / Zn, mgkg 27.95
Co, mg/kg / Co, mg/kg 0.11
Vit E, IU/kg / Vit B, IUkg 98.5

" Trace-mineralised salt was provided free choice. It contained (%) Ca, 7-9; P, 8; Mg, 1; S,1; Zn, 5; Fe, 3;
Cu, 12; Mn, 1; Co, 002; Na, 13.65; Cl, 21.35; Se, 001 /
So sa mineralima u tragovima je davana u neogranicenim kolicinama. Sadrzavala je (%) Ca, 7-9; P, 8; Mg, 1;
S1; Zn, &; Fe, 3: Cu, 12; Mn, 1; Co, 002; Na, 13.65; CI, 21.35; Se, 001

2 The premix provided the following 1 kg of diet: vitamin A, 1,380,000 IU, vitamin D3, 258,000 IU,
vitamin E, 26,455 IU; riboflavin, 701 mg; niacin,3,009 mg; folic acid, 66 mg; thiamine mononitrate,
1,521 mg; d-biotin, 42mg; pB-caroten, 3,527mg. /
Premiks je obezbedivao u 1 kg obroka: vitamina A, 1,380.000 IU; vitamina D3 258,000 IU; vitamina E,
26,455 IU;: riboflavina, 701 mg; niacina, 3,009 mg; folne kiseline, 66 mg, tiamin mononitrata, 1,521 mg,
d-biotina, 42 mg; beta-karotena, 3,627 mg

Sampling | Uzorkovanje

At the end of the 4-week trial period, blood was collected from the
jugular vein into evacuated collection tubes at rest in the horsebox. The blood
sample was centrifuged and serum was then withdrawn and stored at —20°C until
analyses could be performed.

Analytical procedures | Analiticka procedura

Total protein (total protein liquicolor), lactate (lactate-PAP-Merieuix),
calcium (calcium liquicolor), phosphorus (phosphorus liquirapid), and potassium
(potassium liquirapid ) analyses were performed using the commercial kits (Hu-
man Geselscharf fur Biochemica und Diagnostica mbH).
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Serum copper, cobalt and zinc analysis were done according to Elmer
[4] using atomic absorption (model 2380, Perkin-Elmer Cooperation). Feed analy-
ses of copper, cobalt and zinc were performed according to Osborn and Voogt
[18].

Serum samples were analyzed for a-tocopherol using HPLC with a
fluorescence detector according to the method of Hidiroglou [15]. All samples
were analyzed in duplicate.

Statistical analysis | Statisticka analiza
Results are presented as means with their standard errors (Table 2).
All data were compared by means of Student’s t test by using SPSS [19] program.

Results / Rezultati ispitivanja

Mean serum concentrations of total protein, lactate, calcium, phos-
phorus, potassium, copper, cobalt, zinc and vitamin E are presented in Table 2.
Total protein values were similar in both Arabian and English horses. Lactate con-
centrations were higher in English horses but the difference was not significant.
Similarly, serum concentrations of calcium and phosphorus and vitamin E were
not statistically different between two breeds.

Table 2. Plasma total protein, lactate, calcium, phosphate, potassium, copper, cobalt and
zinc levels of Arabian and English thoroughbred horses /
Tabela 2. Plazma nivoi ukupnih proteina, laktata, kalcjjuma, fosfata, kaljjuma, bakra, kobalta i cinka kod
arapskih i engleskih cistokrvnih konja

Arabian / Arapski English / Engleski

(n=40) (n=40)

X+ SE X+ SE
Total protein / Ukupni proteini (g/1) 67.7 £1.60 68.6 + 1.50
Lactate / Jaktat (mmol/l) 0.209 £ 0.109 0.239 £ 0.013
Calcium / kalejjum (mmol/l) 3.288 + 0.095 3.194 +0.052
Phosphate / fostat (mmol/l) 1.404 + 0.005 1.417 £0.035
Potassium / kaljjum (mmol/l) 2.64 +0.61 3.14 £ 0.752
Copper / bakar (umol/l) 2.030 +0.126 2.613 +0.220
Cobalt / kobalt (umol/l) 6.109 + 0.509 7.467 + 0.339
Zinc / cink (umol/l) 24.480 + 0.4592 8.874 + 0.499
Vitamin E / Vitamin E (ug/ml) 2.65+0.72 2.81+0.57

@ Values for each mineral with superscripts are different (p<0.001 ) /
Vrednosti za sve minerale sa indeksom su razli¢ite (p10,001)

Potassium concentrations of serum in two breeds were different and
this difference was statistically significant (p<0.05). Mean values for potassium

138



Vet. glasnik 58 (1 - 2) 135 - 143 (2004) T. Bilal et al.: Comparison of some blood
parameters, serum vitamin E and mineral concentrations of Arabian and English ...

were 2.64 and 3.14 mmol/l for Arabian and English horses, respectively. The mean
copper and cobalt concentrations of serum from both breeds were not found to
be significantly different whereas zinc concentrations of Arabian horses were
higher than those for English horses. Mean values were 160 and 58 ug/dl for Ara-
bian and English horses, respectively, and the difference was statistically signifi-
cant (p<0.05) (Table 2).

Discussion / Diskusija

All proteins and proteids in blood serum are called ,total protein
value”. Acute phase proteins can be affected by disease states such as acute in-
flammatory disease burnt, blood losses, trauma. It was reported that in the case of
chronic inflammatory diseases, nephritic syndrome, chronic hepatopathy like
liver cirrhosis, chronic enteropathy, malign tumour and dehydration this value
could be changed [12]. In the study of Kraft [15] this value was reported between
55-75 g/l and 5.5-7.5 g/dl, respectively. Orsini and Divers [17] found the value be-
tween 5.2-7.9 g/dl. Harris [9] measured this value at 58.2 + 3.4 g/l before the race,
71.8 £ 8.36 g/l at speed of 12 m/min and 70.3 + 9.36 g/I at the end of the race. Ty-
ler-McGowen et al. [21] divided horses into two groups. The first group was con-
trol and the other one was a highly training (exercised) group. They measured the
total protein value at 1, 15 and 32 weeks and they found the values 68.0 + 1.0 g/I
and 63.0 £ 2.0 g/land 69.0 + 2.2 g/l in control group and 68.0 + 0.8 g/I, 63 £ 1.2
and 67.0 £ 1.2 g/l in exercised group, respectively. Heigl [12] reported this value
between 5.8-8.0 g/dl. Our results support any of these reports discussed above
and proved those horses, which were used in this study, had no sign of pathologi-
cal disorders and our results could also prove that breed might not have an effect
on total protein value.

Serum lactate concentration increases depending on exercise and
has an effect on race performance and during the exercise, as a result of glycoly-
sis, breaked down glucose glycogen into lactic acid; large quantities of energy
can be supplied. If the oxygen supply of the body is not enough, two pyruvat ions,
which are the last product of glycolytic reaction, and hydrogen ions are reacted to
produce lactic acid [22]. According to our observations values related to breed in
serum lactate concentrations were not reported previously and our results sho-
wed that breed might not have an effect on serum lactate concentrations. It might
be useful to indicate here reported lactate concentrations previously; Kraft [15] re-
ported a maximum lactate concentration in horses of 9 mg/dl (0.999 mmol/l), Ors-
ini and Divers [17] between 10-16 mg/dl. Harris and Snow [10] indicated that arte-
rial lactate concentration ranged between 0.1-2.4 mg/dl| (0.208-0.266 mmol /I) ve-
nous lactate concentrations between 1.0-1.36 mg/dl (0.111-0.150 mmol/l). Evans
and Lorraine [5] used two different methods in their work and they observed that
blood lactate concentration between 1.5 + 0 mmol/l and 11.3 £ 9.6 mmol/l, and
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plasma lactate concentration was between 3.3 + 1.7 mmol/l and 20.7 + 6.6
mmol/l depending on effort in exercise band.

Calcium is a component of bone and teeth and also plays an impor-
tant role in muscle contraction, coagulation, enzyme and cellular defence system
and secretion of some hormones. Total calcium concentration was found between
8.0-13.6 mg/dI by Kraft [15]. This value was around 11.2-13.6 mg/dl in the study of
Orsini and Divers [17]. Haclechner [8] reported that calcium concentration in
horses was between 2.5-3.3 mmol/l (10.0-13.22 mg/dl). In our case, this value was
around 13.18 £ 0.32 mg/dl (3.28 £ 0.08 mmol/l) in Arabian horses and 12.80 +
0.21 mg/dl (3.19 = 0.05 mmol/l) in English horses as in normal range and no
breed difference was found in calcium concentration in serum.

Levels of phosphorus, which is a component of bone and teeth and in-
volved in most of the reactions in the body as a source of energy and also the main
component of nucleic acids, important as a buffer in blood and cell and the main
element of enzyme and proteins, were between 2.5-4.5 mg/dl in horses in the
study of Kraft [15], between 3.61-5.6 mg/dl in the study of Orsini and Divers [17].
Haclechner [8] reported that the value of phosphorus concentration ranged be-
tween 2.2-6.6 mg/dl (0.71-2.13 mmol/l) in 95% of the horses and he claimed those
numbers need to be taken as reference numbers. Our results are similar with
those of these researchers and as discussed previously, no reported values are
available for horse breeds for phosphorus concentration in serum.

Potassium is the main element of intracellular fluid, and plays a role in
providing membrane potential, regulation of acid-alkali balance and enzyme acti-
vation. The values reported by Kraft [15] were 2.5-4.5 mmol/l (9.77-17.59 mg/dl).
Orsini and Divers [17] and Haclechner [8] reported the values 2.4-4.7 mmol/l
(9.38-18.38 mg/dl) and 2.2-4.8 mmol/l (8.60-18.77 mg/dl), respectively. In the
study of Harris and Snow [10] effects of excessive exercise were observed. Dur-
ing the exercise, plasma potassium concentration was relatively increased, and at
the end of the exercise this value reached a peak. Potassium concentration in
some horses was around 10 mmol/l. In another work by these authors [11] in
warming period, potassium concentration returned to the normal range. In our
work, potassium concentration in Arabian horses was 2.64 + 0.61 mmol/l, and in
English horses 3.14 £ 0.75 mmol/l. This difference was statistically significant
(p<0.05).

The results of the present study suggest that breed has no effect on
serum vitamin E level since similar values were observed in both English and Ara-
bian horses (Table 2).

After an examination of blood samples from Arabian and English
horses it was found that Arabian horses had a higher mean value of zinc than Eng-
lish horses (Table 2). No significant breed-related difference was observed in
plasma cobalt and copper levels (Table 2). Despite no data being available on
breed differences in trace element content of the body or plasma of horses, some
researchers attribute the differences in results to the genotype of horses. For ex-
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ample, when draught cross Quarter horses or Quarter horse yearlings were fed di-
ets containing 7.6 to 15.1 mg copper/kg DM, 22.5 to 52.7 mg manganese/kg DM
and 25 to 52.2 zinc mg/kg DM [3], the increase of trace element intake caused no
significant differences in copper, manganese and zinc concentrations in liver, kid-
ney and plasma. Grace et al. [7] also concluded that the reported differences in
the trace element content of the body between the various horse studies and their
study with horses do not appear to be related to varying cobalt, manganese, iron
and zinc intakes and could be explained by genotypic differences. However,
genotypic differences reported in most cases and also in trace element concen-
trations. For example, Scottish Blackface ewes were less efficient in absorbing
copper than Welsh Mountain ewes [23]. In our work, we did not observe differ-
ences in absorbing copper and cobalt in horses but differences were observed in
absorbing zinc (Table 2), and therefore English horses had lower serum zinc con-
centration when both breeds are fed diets of identical zinc concentrations. On the
other hand, Stark et al. [20] reported differences in zinc concentration between
horses and they attributed this difference in zinc plasma levels to the location of
housing. Our observations do not agree with this explanation since the same
housing system and feed was used in our study.

We only tested some biochemical parameters, macro, and some trace
elements and just one vitamin as far as possible. But, the results emphasize the
need to establish reference values related to the breed for whole biochemical pa-
rameters and minerals.
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SRPSKI

POREDENJE NEKIH PARAMETARA U KRVI, SERUMSKIH KONCENTRACIJA
VITAMINA E | MINERALA KOD ARAPSKIH | ENGLESKIH CISTOKRVNIH TRKACKIH
KONJA

T. Bilal, E. Ercag, G. Demirel, T. Bilal

Cilj ovog rada bio je da se odrede neki parametri u krvi i serumske koncentra-
cije vitamina E i minerala u arapskim i engleskim ¢istokrvnim trkackim konjima hranjenim
istom hranom. Ishrana je odredena tako da obezbedi 2,31 Mcal DE/kg i 10,96% sirovih pro-
teina. Ukupni proteini, laktat, kalcijum, fosfor, kalijum, bakar, kobalt i cink su odredivani u
serumu dobijenom iz 40 arapskih i 40 engleskih zdravih istokrvnih trkackih konja starih 2-3
godine. Koncentracije bakra, kobalta i cinka su odredivane atomskom apsorpcijom, vita-
min E putem HPLC, a ostali biohemijski parametri koriste¢i spektrofotometar. Srednje vred-
nosti bile su 6,77 i 6,86 g/dl za ukupne proteine, 1,88 i 2,16 mg/dI za laktat, 13,18 i 12,80
mg/dl za kalcijum, 4,35 i 4,39 mmol/l za fosfor, 2,64 i 3,14 mmol/l za kalijum, 129 166 ug/dl
za bakar, 36 i 44 ug/dl za kobalt, i 160 i 58 ug/dl za cink kod arapskih i kod engleskih konja,
a srednje vrednosti serumskih nivoa vitamina E bile su 2,65 i 2,81 ug/ml. Ova istrazivanja
nisu pokazala znacajni uticaj rase na serumske vrednosti ukupnih proteina, laktata, kalci-
juma, fosfora, bakra, kobalta i vitamina E. Medutim, rasa bi mogla da ima uticaja na kon-
centracije kalijuma i cinka kod arapskih i engleskih Cistokrvnih trkackih konja (p<0.05).

Kljucne reci: konj, vitamin E, serum, minerali, arapski, engleski Cistokrvni trkacki konji
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PYCCKUA

CPABHEHUE HEKOTOPbIX MAPAMETPOB B KPOBU, CbIBOPOTOYHbIX KOH-
LUEHTPALUUAX BUTAMUHA E U MUHEPAJIOB B APABCKUX U AHTTIMUCKUX
YUCTOKPOBHbIX BErOBbIX JIOWWALEN

T. Bilal, E. Ercag, G. Demirel, T. Bilal

Llenb aton paboTbl 6bina onpefeniTb HEKOTOPbIE MapameTpbl B KPOBU U
CbIBOPOTOYHOM KOHLEHTpauun ButamMmmHa E n MuHepanoB B apabCKux 1 aHrIMACKMX Yuc-
TOKPOBHbIX 6€roBbIX foLWafen, KOPMIIEHHbIX TakMM e KopMoM. KopmneHve onpefe-
NeHo Tak, 4To obecneymnTb 2,31 Mkan JOE/kr n 10,96% cbipbix NpoTenHoB. COBOKYMHbIE
NpOTeuHbI, NakTaT, Kanbummn, occop, Kanun, Meab, KobanbT U UMHK OnpeaenbiBaHbl B
CbIBOPOTKE, MOy4eHHoM u3 40 apabckux 1 40 aHrNMMMCKNX 340POBbIX YACTOKPOBHbIX 6e-
roebix nowagen num 2-3 roga. KoHuyeHTpauun meaum, kobanbTa v LUUHKa onpeaenbiBaHbl
aTomHon abcopbument, ButamuH E nytém XIJIL, a octanbHblie 6uoxnMmyeckue napame-
Tpbl, NoNb3ys cnektpodoTomeTp. CpefHne ctommocTu 6binu, 6,77 n 6,86 r/gn gnsa co-
BOKYMHbIX NpoTenHoB, 1,88 1 2,16 mr/an ans nakrtarta, 13,18 n 12,80 mr/an ans kanbuus,
4,35 n 4,39 mmon/n gnsa ¢goccopa, 2,64 n 3,14 mmon/n gna kanus, 1,29 n 1,66 mr/gn ansa
meawn, 36 n 44 mr/gn gns kobanbTa, 1 160 1 58 Mr/gn ANs UMHKa y apabCKuX Uy aHrnn-
NCKUX nowaaen, a cpegHne CTOMMOCTU CbiIBOPOTOYHbIX YPOBHEN BUTamMuHa E 6b1nm 2,65 1
2,81 mr/mn. 3Tn nccnefoBaHns He Nokasanu 3Ha4YMTeNbHOoe BNNSHWE NOPOAbl Ha CbIBO-
POTOYHbIE CTOMMOCTW COBOKYMHbIX MPOTEMHOB, flakTarta, kanbuus, ocdopa, meaun, Ko-
6anbTa u BuTamuHa E. Mexxagy Tem, nopoga 6bl MOrna uMeTb BMAHWSA HA KOHLEHTpaLum
Kanus v UuHKa y apabCKux 1 aHrIMACKUX YMCTOKPOBHBIX 6eroBbix fiowaaen (p<0.05).

KntoueBsble cnosa: nowajib, BUTaAMUH E, CbIBOPOTKa, MUHeparbl, apaﬁCKVIVI, AHMNINACKUA,
HYNCTOKPOBHbI 6erosbl noma,qeﬁ
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COMPARISON OF ENDOSCOPIC, ULTRASOUND AND
MICROBIOLOGICAL EXAMINATIONS IN DIAGNOSIS OF
REPRODUCTIVE DISORDERS IN MARES®
UPOREDIVANJE ENDOSKOPSKE, ULTRAZVUCNE I MIKROBIOLOSKE
DIJAGNOSTIKE POREMECAJA U PLODNOSTI KOD KOBILA

M. Kosec, J. Mrkun, I. Klobuéar, V. Kadunc-Kos™*

Endoscopyc examinations were performed on 37 mares of differ-
ent breeds. All examined mares had reproductive problems. During the
examination, the following pathological changes were found: inflam-
mation of endometrium in 19 cases (64.9%), uterus adhesions in 4
cases (10.8%), exudate in uterus lumen in 13 cases (32.4%), thin fibrin
exudate in 8 cases (21.6%) and lymphatic cysts in 12 cases (32.4%). In
one case adhesions in the cervical wall were found, and in one case
there was hair encapsulated in the cervical mucus as a consequence
of fetotomy. These changes were found in 2.7% of cases.

Key words: bacteriology, endoscopy, infertility, mare, ultrasound

Introduction / Uvod

Endoscopy of the uterus is one of the diagnostic methods used for di-
agnosis of fertility disorders in mares. Different terms for the method mentioned
above can be found in literature: endoscopy [3], hysteroscopy [6, 7, 5], fi-
broscopy [4] and videoendoscopy [21]. Modern endoscopic equipment enables
a precise examination of the uterus from its cervix to the uterine horns. The picture
of the uterus cavity can be observed directly, it can be photographed or trans-
ferred to the screen by camera [2, 1] i.e. videoendoscopy. Following dilatation us-
ing physiological solution or gas (CO,), changes in the endometrium can be iden-
tified such as endometrial cysts, adhesions, accumulated fluid, abscesses, neo-
plasia, scars (cicatrices), foreign bodies, changes in the colour of mucus (anemia,
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hyperemia), mild inflammatory changes, which cannot be identified by other diag-
nostic methods. The modern endoscopes permit site specific biopsy, aspiration of
uterine content, curettage for bacteriological, cytological or histological examina-
tion and small surgical procedures [5, 9].

An endosope can also be used for the treatment of the uterus (flushing
of the uterus or application of drugs), as well as for surgical procedures on the en-
dometry such as removal of lymphatic cysts and neoplasms [8]. An endoscope
can also be successfully used in the examination of the development of the fetus
and placental membranes, as well as in early twin pregnancies of mares when we
want to eliminate one embryo.

Materials and methods / Materijal i metode rada

The following endoscopic equipment was used for the endoscopic ex-
amination of the uterus:

Fibroscope (colonoscope) Olympus, type 301/I/M,

Insuflation unit Olympus, type A 4075-78,

Light source Olympus, type CLK-4,

Instruments Olympus, type FG-25 SX,

Video Printer Sony, type UP-1800 EPM,

Videocamera Storz, type 20211001.

In the present study 78 endoscopic examinations were performed.
Out of 37 mares of different breeds and ages, 9 mares had reproductive problems,
16 mares did not remain pregnant during the season, and 12 mares were infertile
for one year or more.

An endoscopic examination was performed in all mares beside the gy-
naecological examination (vaginal and rectal ultrasonographic examination) and
next to diagnostic examinations (bacteriological, cytological). Before the exami-
nation mares should be restrained in stocks, the tail should be wrapped and the
perineal area washed and disinfected.

Results and discussion / Rezultati i diskusija

In 8 mares (32%) the secretion from the uterus was determined by
vaginal examination. In 18 mares (48.6%) accumulation of fluid in the uterus and in
12 mares (32.4%) endometrial cysts were determined by ultrasound examination.
Out of 22 mares (59.6%), whose vaginal culture was found to be bacteriological
positive, in 13 cases hemolytic Streptococcus spp., in 7 cases Taylorella equigeni-
talis, and in two cases Staphilococus aureus and Yersinia entercollica, respec-
tively, were isolated.

By the use of endoscopy, in all 37 examined mares one or more patho-
logical changes in the uterus were determined. Uterine adhesion was identified in
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4 (10.8%) of the examined mares. Colour changes of the endometrium were ob-
served in 25 mares (67.6%) in 21 mares (64.9%) hyperemia as a consequence of
inflammation was determined, and in 2 mares (5.4%) anemia in some parts of the
endometrium was identified, resulting from previous injuries. In 13 mares (35.1%)
an increased fluid accumulation with inflammatory products in the uterus was
found. Lymphatic cysts were identified in 12 mares (32.4%). In 8 cases (21.6%),
that had retained fetal membranes, thin fibrin exudate was found using endo-
scopic examination. In one case adhesions in the cervical wall were found, and in
one case there was hair encapsulated in the cervical mucus as an outcome of fe-
totomy. These changes were identified in 2.7% of examined mares.

Table 1. Comparison of endoscopic, ultrasound and bacteriological results
Tabela 1. Uporedni rezultati endokospke, ultrazvucne i bakterioloske djjagnostike

Changes in the uterus / Endoscopy / Ultrasound / Bacteriology /
Promene na uterusu [Endoskopske Ultrazvucne Bakterioloske
Hyperamia /
Hiperemija 21 18 10
Anemia / 5 _ _
Anemija
Adhesions / 4 _ _
Adhezija
Accumulated fluid or exudate / 13 11 8
Akumulirana tecnost ili eksudat
Endometrial cysts / 12 12 _
Endometrijalne ciste
Fibrin /
Fibrin 8 6 4

Hair in the cervix /
Diaka u cerviksu

In addition to being a diagnostic tool, endoscopy can also be used for
therapy of the uterus such as removing contents from the uterus, flushing of the
uterus and application of drugs into the uterus. Endoscopic minor surgical inter-
ventions in the uterus (removal of cysts) can also be performed.

Due to poor prognosis based on the results of uterus examination us-
ing endoscopy in 7 mares infertility therapy was not performed; in 4 mares highly
developed uterine adhesions were identified, in 2 mares cicatrices after damaged
endometrium, and in 1 mare a great number of endometrial cysts was found. The
remaining 30 mares were treated. In 10 mares the majority of endometrial cysts
were surgically removed using endoscopic technique, and in 13 mares endome-
tritis was treated. According to the data obtained so far, 18 mares became preg-
nant after treatment, 7 mares obviously did not remain pregnant, and for remain-
ing 12 mares the results are not known yet.
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Although the number of examinations by the use of endoscopy in the
period of two years was not high, the changes established in our cases are similar
to the results of other authors [7, 5, 4].

From the results of our examinations it can be concluded that the
causes of infertility, unable to be determined by other methods, were diagnosed
using endoscopy in 15 (40.5%) of the examined mares. A proper diagnosis using
endoscopy as well as a more objective prognosis was achieved in 19 (51.4%) of
the examined mares.

Zakljucak / Conclusion

The endoscopic examination of the uterus was helpful in determining
the cause of infertility in mares. It proved to be the most reliable method in com-
parison to ultrasound and microbiological examinations. Despite the findings
mentioned above, we could conclude that practitioners should use all available
tests and techniques and should not rely on only one. From our experience the
endoscope proved to be a very useful instrument also for treatment and small sur-
gical procedures i.e. flushing, removal of endometrial cysts, application of drugs,
etc.
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ENGLISH

UPOREDIVANJE ENDOSKOPSKE, ULTRAZVUCNE | MIKROBIOLOSKE
DIJAGNOSTIKE POREMECAJA U PLODNOSTI KOD KOBILA

M. Kosec, J. Mrkun, I. Klobuéar, V. Kadunc-Kos

Primenom videoendoskopije pregledali smo 37 kobila razli¢itih pasmina i
uzrasta. Sve pregledane kobile su imale poremecaje u plodnosti. Prilikom pregleda utvrdili
smo patolosSke promene kao §to su: upala sluznice materice u 19 slu¢ajeva ili u 64,9%, ad-
hezija materice u 4 slucaja ili u 10,8%, te¢nost sa ugruscima gnoja u Supljini materice u 13
slu¢ajeva ili u 35,1%, tanke fibrinske naslage u 8 slu¢ajeva ili u 21,6% i limfati¢ne ciste u 12
slu¢ajeva ili u 32,4% pregledanih kobila. U jednom slu¢aju utvrdili smo adhezije u zidu cer-
viksa, a u jednom slu€aju dlake prirasle na sluznicu cerviksa, Sto je bila posledica fetoto-
mije obavljene pre. Te promene su bile utvrdene u 2,7% pregledanih zivotinja.

Klju¢ne reci: kobile, neplodnost, dijagnostika, mikrobiologija, endoskopija, ultrazvuk

PYCCKUA

CPABHUBAHUE 3H,ELOCKOI'IVI'-IECKOI7I, YNIbTPA3BYKOBOM U
MUKPOBUOJTIOTMYECKOU AUATHOCTUKU NMOMEX B NNOAOBUTOCTU
Y KOBbIN

M. Koceu, N. MpkyH, U. Knobyuap, B. KagyHu-Koc

YnoTtpebneHnem BUAEO3HAOCKOMNMN Mbl OCMOTPEnn 37 KOoObIN pasnnyHbIX
nopog n Bo3pacTta. Bce ocMOTpeHHble KOObIfbl MMenu noMexy B nnogosutocTu. Mpu oc-
MOTpa Mbl YCTAHOBUNW criefylolmne naTonorm4eckne N3MeHeHns: BocnareHne crnmnsunc-
Ton 06onoykM MaTkn B 19 npumepos unu B 64,9%, agresvio Matku B 4 npumepaunu B
10,8%, XXNAKOCTb € CrycTKamu rHosi B monocTtn Matku B 13 npumepos nnu 35,1%, TOHKne
(hrnbpuHOBbLIE HAcnoeHust B 8 npumepoB unun B 21,6% 1 numdaTnyeckon Kuctol B 12
npumepos unu 32,4% OCMOTPEHHbLIX KOObIN. B 04HOM criyyae Mbl yCTaHOBUIN aAare3um B
CTEHKM LepBMKCa, a B OAHOM Cry4ae LIepCTU NpMpacnn Ha CriM3ncTyto 060M104Ky Lep-
BMKCA, YTO ObINI0 NOCNEeACTBMEM A0 BbINOMHEHHOW (heTOTOMUU. TN M3MEMEHNS ObINun yC-
TaHOBJIEHbI B 2,7 % OCMOTPEHHbIX XXUBOTHbIX.

KntoueBble croBa: Kobbina, NoLoBUTOCT, AUArHOCTMKA, MUKPOOWOSIOMUSI, HOCKOMNMS,
yNbTpasBykK
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MONITORING THE OCCURRENCE OF PATENS FORAMEN
OVALE IN FATTENING SWINE BREEDS — CONTINUATION®
PRACENJE POJAVE FORAMEN OVALE PATENS KOD JOS NEKIH
RASA TOVNIH SVINJA

L’. Bajan, F. Jencik, A. Tesfaye, J. Jr. Buleca, A. Bugarsky,
J. Jr. Skalka, J. Ivi¢iak™

The occurrence of foramen ovale patens (FOP) was investigated
in 96 hearts taken from the Slovak meat-type (SM), 38 hearts from York-
shire (YO), 51 hearts from Slovak meat-type x Yorkshire (SM x YO), 43
hearts from Pietrain x Yorkshire (PN x YO) and 45 hearts from Pietrain x
Slovak meat-type (PN x SM) breeds. The investigation was done at the
Station for Research and Meat Quality Evaluation.

We determined the presence of FOP only in the hearts collected
from SM in 7 cases, which is 13.7% of the occurrence, and in the PN x
SM in 4 cases (11.2%). We did not observe any occurrence of FOP in
the other investigated breeds. All of the investigated positive cases of
FOP were in the male breeds of the SM. In the cross breeds of PN x SM
two positive cases of FOP were found in both sexes.

As far as the size of the FOP is concerned, there have been docu-
mented 2 mm diameter in four cases and 3 mm in three cases in the SM
breeds. On the other hand, in the PN x SM cross breeds, neither case
had more than 2 mm in size.

After camparing these results with our previous work, we decided
further to investigate the occurrence of these heart defects at the line
level of each meat breed.

Key words: swine, fattening, foramen ovale patens, breed line
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Introduction / Uvod

When we speak about the heart morphology defect, FOP, it will be bet-
ter to characterize it at three levels: constant occurrence in some pig breeds and
its absence in other breeds, the decrease of the utility of the meat breeds and the
correction of a hereditary transmitted defect by means of breed line improvement
[4]. Jelinek [5] warned against the occurrence of this heart defect in Slovakia half
a century ago. These characteristics have a negative impact on the economy of
pork productions [6] and this was confirmed in other research results [3, 2, 1].

It is a pity that there has been no interest in this problem because no
information source is available, even though the first warning work was published
abroad [7].

In Slovakia, where this work has been done, only a few researchers fo-
cused on the question of FOP in the pig [6, 4].

From its prospective acute importance and being a topical problem
which affects the health, production and economy, we devoted more time to this
problem in meat breeds. We focused on the study of the transmission of this heart
defect from breed to breed and the possibilities of decreasing or completely elimi-
nating the occurrence of FOP from meat breed pigs.

Materials and methods / Materijal i metode rada

The investigation was done at the Station for Research and Meat Qual-
ity Evaluation, which has its own slaughtering house. We looked into the hearts to
find the presence of FOP after collecting them from the slaughtered pigs based on
the constant method [2]. At the same time we also examined the size of the open-
ings in all positive cases.

All documents of the fattening procedure at the station were available.

Our investigation was done on the following breeds.

 Slovak meat-type (SM),

* Yorkshire (YO),

* Slovak meat-type x Yorkshire (SM x YO),

* Pietrain x Yorkshire (PN x YO),

* Pietrain x Slovak meat-type (PN x SM).

Results / Rezultati

The collected data of the results of the investigation are presentet in
Table 1 and 2.

From the 96 examined pig hearts in the SM, 7 cases were positive
(13.7% of the total investigated animals). All seven defects were only in the female
breeds. There were not any positive cases in 38 investigated hearts of the YO
breed, 51 hearts from the SM x YO, and 43 hearts from PN x YO, but 4 cases in 45
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hearts from PN x SM breeds (11.2% of the total examined animals) were positive.
The positive cases found were 2 in the female and 2 in the male (Table 1).

Table 1. The occurrence of foramen ovale patens in the observed breeds of swine
Tabela 1. Pojava foramen ovale patens u posmatranim rasama svinja

Number of ex-

% of positive
cases of the

Number of
positive cases

amined pigs | Total number i
Total number | according to | - of positive total according to
Breeds / of examined sex / ) examined / sex/
reeds igs / SeRI cases/ P y Broj pozitivnih
pigs Broj ispitanih rocenda L
Rasa Uk broi o) ispitant Ukupan broj Hvmih slucajeva u
el 00 | svinja u zavis= | pogitiynih pozithm! zavisnosti od
ispitanih svinja | posti od pola shudgeva svija od '
ukupnog broja poia
- 9 Ispitivanih o )
SM/
slovacka mesnata 9% 50 46 ’ 137 0 !
YO/
Jorksi 38 20 18 0 0 0 0
Smx YO/
slovacka mesnata x 51 25 26 0 0 0 0
Jorksir
PN x YO/
pletren x jorksir 43 20 23 0 0 0 0
PN x SM/
pletren x slovacka 45 25 20 4 11.2 2 2
mesnata

Table 2. The size of foramen ovale patens in the observed breeds of swine /

Tabela 2. Velicina foramen ovale patens u posmatranim rasama svinja

Total amount Size of the foramen / Velicina foramena
of positive . (. } (.
Breed / cases | 2 mm diameter / precnik 2 mm | 3 mm diameter / precnik 8 mm
Rasa Ukup;m bgoj Amount / Percent Amount / percent
pozidiv. Broj % Broj %
slucajeva
SM/
slovacka mesnata ’ 4 571 3 42.9
YO/
Jorksir 0 0 0 0 0
SMx YO/
slovacka mesnata x 0 0 0 0 0
Jorksir
PNxYO/ 0 0 0 0 0
pietren x jorksir
PN x SM /
pletren x slovcka 4 4 100 0 0
mesnata
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As far as the size of the openings are concerned (Table 2) in the SM, 4
cases from the seven positive ones were 2 mm in diameter (57.1%) and three
cases were 3 mm (42.9%). In the cross breeds PN x SM all four positive cases
were only 2 mm wide.

Discussion / Diskusija

Due to the lack of reference sources on this problem we are able to
compare the obtained results with our previous works on the FOP in different meat
breed pigs. The results obtained from newly examined breeds are presented only
as information and are evaluated as base values for further investigations.

Comparing the occurrence of FOP in SM, which showed 13.7% posi-
tive in this work, while the positive occurrence in the data of previous work, was
only 3.3% [1], it is easy to observe the big rise of this heart defect. It is interesting
that all positive cases were found in male pigs only.

As far as YO breed is concerned, 2.7% occurrence of FOP [1] was re-
gistered in the previous work, but in this work all these breeds were negative.

The other breeds: SM x YO, PN x YO and PN x SM were not examined
because there were no positive cases presented in the previous work [1] and this
was confirmed in the work of Gabri$ et al. [4], too. It is necessary to follow and ob-
serve the lines of the crossed breeds. This can be seen in the results of the cross
breeds of PN x SM, where we found 2% occurrence of FOP with 2 mm in diameter.
Here, each breed used to cross might play the role to transform this heart defect.

The topic of the occurrence of FOP in meat breed pigs cannot be
closed, but, on the contrary, it needs deep and wide research mainly at the level of
lines of the commonly used breeds.
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SRPSKI

PRACENJE POJAVE FORAMEN OVALE PATENS KOD JOS NEKIH RASA TOVNIH
SVINJA

L'. Bajan, F. Jenéik, A. Tesfaye, J. Jr. Buleca, A. Bugarsky, J. Jr Skalka, J. lvié¢iak

U stanici za istrazivanje i procenu kvaliteta mesa ispitivali smo prisustvo fora-
men ovale patens kod pojedinih rasa tovnih svinja. Ispitano je 96 srca od rase svinja
slova¢ka mesnata (SM), 38 srca rase svinja jorksir (YO), 51 srce rase svinja slova¢ka mes-
nata x jorkSir (SM x YO), 43 srca rase pietren x jorksSir (PN x YO) i 45 srca svinja rase pietren
x slovacka mesnata (PN x SM).

Foramen ovale patens smo otkrili samo kod rase svinja slovacka mesnata
(SM) u 7 slucajeva, Sto predstavlja 13,7 posto i kod rase pietren x slovacka mesnata (PN x
SM) u 4 slu¢aja (11,2 %).

Kod ostalih ispitanih rasa svinja, prisustvo foramen ovale patens nismo usta-
novili. Svi pozitivni sluCajevi rase svinja slovacka mesnata zabelezeni su kod muskog pola.
Kod svinja rase pietren x slovacka mesnata dva pozitivna slu¢aja su bila kod muskog i dva
kod Zenskog pola.

Sto se tice veliine foramen ovale patens, kod rase svinja slovacka mesnata
bila je u Cetiri slu¢aja 2 mm i u tri slu¢aja 3 mm. Kod rase svinja pietren x slovacka mesnata,
ni u jednom slucaju precnik nije bio veci od 2 milimetra.

Uporedujuci ove postignute rezultate sa rezultatima nasih ranijih ispitivanja,
zakljucili smo da je neophodno praéenje prisustva ove sréane mane na nivou linija pojedi-
nih rasa tovnih svinja.

Klju€ne reci: svinje, tov, foramen ovale patens, rase, linija.

PYCCKUA

CNEXKA SABJIEHUSA FORAMEN OVALE PATENS Y E_I.I.I,E HEKOTOPbBIX NOPOA
OTKOPMOYHbIX CBUHEU

L'. Bajan, F. Jenéik, A. Tesfaye, J. Jr. Buleca, A. Bugarsky, J. Jr Skalka, J. lvié¢iak

Ha cTaHumm oTkopma 1 y6OMNHOM CTOMMOCTM Mbl UCMbITbIBANW NpUcyTCBue fo-
ramen ovale patens y OTAeNbHbIX NOPOA OTKOPMIIEHHBIX CBUHEN. BbIfo UcnbiTaHHbIX 96
cepgey u3 nopogbl Crosaukas macuctaa (CM), 38 cepaeu nopogpl Yorkshire (YO), 51
ceppgua nopogbl Cnosaukasa macuctasa (CM) x Yorkshire (YO), 51 cepaua nopogbl Crio-
Baukas macuctas x Yorkshire (CM x YO), 43 cepaua nopogbl Pitrain x Yorkshire (PN x YO) n
45 ceppueB cBuHen nopoApl Pietrain x Cnosaukas macuctas (PN x CM).

Foramen ovale patens mMbl OTKpbINM TOMbKO y Nopoabl Crnosalkas msicucTas
(CM y 7 cny4aes, 4TO npeacTtasnsaet cobon 13,7% wn y nopofpbl Pietrain x CnosaLkas
msacuctasn (PN x CM) y 4 cnyyaes (11,2%).

Y ocTanbHbIX UCMbITAHHBIX MOPOA, NPUCYTCTBME foramen ovale patens Mbl He
3anucanu. Bce nonoxuteneHble cnydam nopoabl CrioBavkasi Macmuctas Obinin 3anucaHbl
y Myxckoro nona. Y nopogbl Pietrain x CnoBaukasi MacucTtas ABa MOJIOXUTENbHbIX
cny4as 6bInn y My>KCKOro 1 [iBa Y »KEHCKOro rnona.
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YT0 KacaeTcsa Benu4uHbl foramen ovale patens, y nopogpl Cnosavkas Macu-
cTas bbina B YeTbIpéx cny4aeB 2 MM 1 B Tpéx cnyyaes 3 Mm. Y nopogpl Pietrain x Cro-
BaLKasi MACUCTas, HU B O4HOM Cry4ae agnameTp He Obin 60MbLue 2 MMm.

CpaBHuBas 3Tn AOCTUrHYTble pe3yrnbTaTbl C pe3ynbTataMmu Hawux 6onee
PaHHUX MCMbITAHUN, Mbl CAENanun BbIBOA, YTO HEOOX0AMMa CreXKKa NpUcyTCTBUSA 9TOro
CepAe4yHOro nopoKa Ha ypoBHEe NMHWUIN OTAENbHbIX OTKOPMO4YHbIX CBUHEN.

KntoyeBble cnosa: CBUHbY, OTKOpM, foramen ovale patens, nopoAbl, MMHUA
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NEKI POKAZATELJI KVALITETA MESA VINOGRADARSKOG
PUZA (Helix pomatia)*
SOME QUALITY PARAMETERS OF LAND SNAIL MEAT (Helix pomatia)

S. Tojagié, 7. Kevresan, Marija Jokanovié*™

S obzirom na tradiciju sakupljanja vinogradarskog puZa (Helix po-
matia) sa nasih prostora, radi izvoza, koja je ,narusena” drustvenim
kontrolisanjem ovih aktivnosti, sto bitno umanjuje mogucnost razvoja
ove atraktivne delatnosti, u poslednje vreme se pokazala velika zainte-
resovanost ka formiranju prostora — farmi, za uzgoj i tov ove Zivotinje. Iz
tih razloga nametnula se potreba sistemati¢nosti u ispitivanju mo-
gucnosti razvoja ove delatnosti u duZzem vremenskom periodu i na
sirim prostorima. Pocetak istraZivanja, istina samo sa aspekta nutritiv-
nih i zdravstveno bezbednih pokazatelja kvaliteta jestivog dela, rezulti-
rao je podacima prikazanim u ovom radu. Praceni su osnovni hemijski
sastav i sadrZaj nekih elemenata i organohlornih insekticida kao nemi-
novnost ljudskom Zivijenju i okruZenju.

Kljucne reci: meso vinogradarskog puZza, osnovni hemijski sastay,
elementi, organohlorni insekticidi

Uvod / Introduction

Meso vinogradarskog puza (Helix pomatia) od davnina se koristi u
ljudskoj ishrani. Istina, viSe na prostorima izvan nasSe zemlje, mada se taj region
od uvek smatrao kvalitetnim donatorom ove sirovine. Kako se izlovljavanje radi
otkupa i plasmana, iz poznatih razloga, sve vise stavlja pod kontrolu, mnogobrojni
su pokus$aji da se ova zivotinja, uslovno rec¢eno, uzgaja u uslovima farme. U novije
vreme sve je viSe pokusaja ovakvog nacina proizvodnje. Pogotovo zato Sto se
permanentno otvaraju moguénosti izvoza. U ekspanzionom periodu formiranja
farmi za uzgoj ne biraju se nacini pribavljanja priplodnih jedinki. Uglavhom se to
obavljaizlovljavanjem i sakupljanjem iz regiona bliskih novooformljenom prostoru
za uzgoj i tov. To ponekad mogu da budu i prostori blizu naseljenih, pa i kon-
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** Dr Slobodan Tojagié, Zarko Kevre$an, Marija Jokanovié, Tehnolo$ki fakultet, Univerzitet u
Novom Sadu, Novi Sad
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taminisanih mesta. Stoga je potrebno da se permanentno obavljaju ispitivanja os-
novnog hemijskog kvaliteta i eventualnog sadrzaja kontaminenata mesa puza,
kao i nejestivih delova koji mogu da se upotrebljavaju za ishranu stoke.

Kako se prema dostupnim podacima meso vinogradarskog puza ne
razlikuje bitno od kvaliteta mesa stoke za klanje, a u odnosu na masu zive jedinke
krece se u koli€ini od 42 do 30 posto [1, 9], Sto verovatno zavisi od velikog broja
uzroka, ipak je vredno paznje da se ispitivanja obavljaju permanentno.

Ovim radom su obuhvacena ispitivanja obavljena na mesu jedinki vi-
nogradarskog puza sakupljenih iz uzeg regiona Novog Sada, preciznije iz okruze-
nja nove industrijske zone, odnosno prostora u krugu fabrike ,Novkabel”.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Za ispitivanja koristili su se uzorci odmah posle sakupljanja i prispec¢a
u laboratoriju. Odvajanje stopala, odnosno jestivog dela obavljeno je mehanicki,
odsecanjem posle toplotne obrade u kipuéoj vodi u trajanju od 3 minuta. Dobijeni
uzorci su zamrznuti u uslovima zamrzivaca koji se koristi i u domacinstvima. Pre
ispitivanja uzorci su se vadili i odmrzavali na sobnoj temperaturi (18-20°C tokom
15 Casova).
Tako dobijeni uzorci mehanicki su usitnjeni i homogenizovani na
uobic¢ajen nacin, posle ¢ega su odredeni osnovni pokazatelji kvaliteta.
U laboratorijskim uslovima su obavljena ispitivanja osnovnog hemij-
skog sastava odredivanjem sadrzaja:
¢ suve materije — suSenjem pri 105°C do konstantne mase (JUS ISO
1442, 1998),

¢ pepela — zarenjem do konstantne mase (JUS ISO 936, 1999),

e ukupnih proteina — modifikovanom metodom po Kjeldahlu (JUS
ISO 937, 1992),

* masti — metodom po Soxhletu (JUS ISO 1444, 1998),

* glikogena (Rede, Raheli¢, 1975).

Za odredivanje sadrzaja metala uzorak je pripreman metodom suvog
spaljivanja [2], posle Cega su ocCitavanja obavljena na instrumentu Varian Spec-
trAA 10.

S obzirom da su uzorci sakupljani nasumce, bez kontrole prostora na
kome su nadeni, obavljeno je i ispitivanje sadrzaja organohlornih insekticida [2].

Rezultati i diskusija / Results and discussion

Podaci iz literature o0 osnovnom hemijskom sastavu mesa vinogradar-
skog puza koji potice sa nasih, prostora relativno su oskudni, pa se, s obzirom na
dosadasnju praksu sakupljanja iz prirode radi izvoza i nagle i veoma velike ek-
spanzije interesa za uzgojem ove zivotinje u kontrolisanim uslovima, namece
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potreba sistematskog pristupa i prac¢enja podataka u duzem vremenskom perio-
du i na veéim prostranstvima.

Rezultati prikazani u ovom radu samo su jedan mali, tek pocetni deo
sistematskog pristupa istrazivatkom radu u ovoj oblasti.

U tabeli 1 prikazani su dobijeni rezultati ispitivanja osnovnog hemij-
skog sastava mesa vinogradarskog puza:

Tabela 1. Osnovni hemijski sastav
Table 1. Basic chemical composition

Sadrzaj, % / Content, %

Suva materija / Mast / Proteini / Pepeo / Glikogen /
Dry matter Fat Proteins Ash Glycogen
16,52 0,38 11,88 1,14 2,86

Dobijeni rezultati znatno se razlikuju, odnosno sadrzaj proteina i masti
je znatno nizi nego $to pokazuju dostupni podaci iz literature (sadrzaj proteina
11,88 posto prema 16,30 posto, sadrzaj masti, 38 posto prema 0,38 posto).
Objasnjenje je verovatno u €injenici da su uzorci sakupljani u periodu godine (kraj
maja, pocetak juna) kada je zivotinja jo$ ,izmorena” zimskim prezivljavanjem, a i
¢injenicom da je prostor odabran nasumice, bez dodatnih koli¢ina hrane.

Tabela 2. SadrZaj nekih elemenata
Table 2. Contents of certain elements

Element /
Element Ca Mg Fe Cu Pb Cd As
mg/100g | 230,89 40,72 1,28 15,99 0,006 0,027 0,002

Prema podacima dobijenim istrazivanjima objavljenim u ovom radu
prikazanim u tabeli 2 sadrzaj nekih elemenata u mesu vinogradarskog puza kre¢e
se u granicama dozvoljenog za ovu vrstu sirovine. Na osnovu ovoga moze da se
pretpostavi da i u blizem okruzenju veéih gradskih naselja nema relevantne opas-
nosti uticaja negativnih ekoloskih faktora na kvalitet.

Takode, pra¢enjem sadrzaja organohlornih insekticida u mesu vino-
gradarskog puza doslo se do podataka da u ovom slu¢aju, odnosno sakup-
ljanjem u prirodnim uslovima i okruZenju gradske sredine nije bilo negativnih uti-
caja (tabela 3).
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Tabela 3. SadrZaj organohlornih insekticida
Table 3. Cotnent of organochlorine insecticides

Organohlorni insekticid / Sadrzaj mg/kg /
Organochlorine insecticide Content mglkg
Alfa HCH / Alpha HCH nn
Beta HCH / Beta HCH nn
Lindan / Lindane nn
Heptahlor / Hepatachlorine nn
Aldrin / Aldrin nn
Heptahlor epoksid / Heptachlorien epoxide nn
Endosulfan | / Endosulphane I nn
Dieldrin / Dieldrine nn
4,4 DDE nn
Endosulfan Il / Endosulphane II nn
4,4 DDD nn
Endosulfan sulfat / Endosulphane sulphate nn
4,4 DDT nn
Endrin aldehid / Endrine aldehyde nn

nn - nije nadeno, odnosno sadrzaj je ispod granice detekcije /
nn — not found, content below detection level

Zakljuéak / Conclusion

Istrazivanja, kao pocetna faza dugoro€nijeg rada na ovom problemu
ukazala su u sluc¢ajevima osnovnog hemijskog sastava znatna odstupanija od po-
dataka prikazanih u dostupnoj literaturi. Sigurno je da biim se u uslovima intenziv-
nog uzgoja i tova ove vrednosti znatno pribliZile, a moguée da bi bile i vise.

Isto tako, rezultati ispitivanja sadrzaja nekih elemenata i organohlornih
insekticida potvrdili su Cinjenicu da blizina relativno velikih ljudskih naselja nije
bitno uticala na kvalitet potencijalne sirovine za dalju preradu, odnosno zdravst-
venu bezbednost po ljudski organizam.
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SOME QUALITY PARAMETERS OF LAND SNAIL MEAT (Helix pomatia)
S. Tojagié, Z. Kevresan, M. Jokanovié

Considering the tradition in our regions to collect land snails (Helix pomatia)
for export, which is ,disrupted” by social control resulting in limited possibilities to develop
this attractive activity, there is a great interest lately for land snail breeding and fattening at
farms. For this reason it is necessary to investigate systematically the possibilities to de-
velop this activity in a longer period and in larger areas. The first investigations, although
covering only nutritive and health safety aspects of the edible parts yielded the results pre-
sented in this work. Chemical composition, the content of some elements and organochlo-
rine insecticides were followed as unavoidable in human living and environment.

Key words: land snail meat, chemical composition, elements, organochlorine insecticides

PYCCKUN

HEKOTOPbIE MOKA3ATE/IN MACA BUHOIPAZIHOWN YJIUTKMU (Helix pomatia)
C. Tosiruu, X. KespelwaH, Mapus EkaHoBuu

YuntbiBas Ha Tpaguuuio cobmpaHusa BUHOrpagHom ynutku (Helix pomatia) ¢
HalUMX NPOCTOPOB pPaAu BbiBO3a, HapyLUEHHasi O6LECTBEHHBIM KOHTPOMPOBAHMEM STUX
aKTMBHOCTEN, YTO CYLLECTBEHHO YMEHbLUAET BO3MOXHOCTb Pas3BUTUS 3TON aTTpaKTuB-
HOW AeATeNbHOCTY, B MOCNefHee BpeMs nokasarncsi 60bLUION MHTepeC K (hopMmMpoBaHnm
npocTtopa - hepm, A BblpalMBaHUS 1 OTKOPMa 3TOr0 XXMBOTHOro. Ha aTux ocHoBaHMsAX
HaBsi3anacb Hy>Ja CUCTEMaTUYHOCTU B UCMbITaHNM BO3MOXXHOCTU Pa3BUTUS 3TOW fes-
TenbHOCTU B 60N1ee A0NroM nepuoae u Ha 6osnee WMPOKKX npocTopax. Havano uccne-
AoBaHuA, NpaBga TONIbKO B aCNekTe nuTtaTesibHbIX U 34paBOOXpPaHUTENTHO 6e30nacHbIX
nokasartenen KadecTBa CbefOOHOM 4acTu ABMANOCH Pe3y/nbTaToOM AaHHbIMKU, MOKa-
3aHHbIMK B 3TON paboTe. Crne)xxeH OCHOBHOW XUMUYECKUIA COCTaB M COAEP>KaHNe HeKo-
TOPbIX 3MIEMEHTOB W OPraHOXSIOPUCTBLIX MHCEKTULMAOB Kak HEMUHYEMOCTb JIOLCKOMY
6bITUIO U OKPY>KEHUIO.

KntoyeBble cnosa: MSiCcO, BUHOrPaAHOW YMTKM, OCHOBHOW XMMWUYECKUIN COCTAaB,
3/1IEMEHTbI, OPraHOXJIOPUCTbIE NHCEKTULMAPI
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NEPLODNOST PRIPLODNOG BIKA U TEHNOLOGIJI
OSEMENJAVANJA®
INFERTILIY OF THE BREEDING BULL IN INSEMINATION
TECHNOLOGY

M. R. Predojevié, M. Marinkovié, M. Jovi¢in, I. Prka*

I pored strogog izbora priplodnih bikova, posebno za program
VO, njihova poremecena plodnost, neplodnost ipak je neminovnost u
praksi. Ovo tim pre Sto je seme bika inace oznac¢eno kao razlog neus-
pele plodnosti krava u programu VO. Zbog toga seme moZe da bude i
vektor Sirenja reproduktivnih specifi¢nih infekcija - IBR, IPV, BVD, Cam-
pylobacter-Vibrio fetus, Brucelloses, Tuberculloses, Leptospirosis ifili
nespecificne — miksinfekcije — C. pyogenes, Pseudomonas aureus,
Streptococcus heamo., Staphylococcus pyogenes, Proteus spp., My-
coplasma, koje inace remete plodnost goveda.

Vitalnost — %, pokretljivost, kao i penetraciona moc¢, imunoloska
svojstva spermatozoida, takode imaju veliku ulogu u neuspelom op-
lodavanju goveda.

Zbog toga je potrebna stalna strucna briga, zato sto samo zdravi
priplodni bikovi — VO centri omogucavaju sigurnu transmisiju genet-
skog unapredenja goveda, tj. proizvodnje mleka i mesa za sve brojniju
populaciju ljudi u svetu.

Kljucne reci: multipna etiopatogeneza, organska oboljenja,
neplodnost bikova

Uvod / Introduction

Bez obzira na nivo slozenosti grade organizama Zivoga sveta, njihova
plodnost u razmnozavaniju je bioloski funkcija koja obezbeduje produZavanje Zive
materije u vremenu i prostoru. Ako je tako a jeste, onda je jalovost poremecaj

*

Rad primljen za Stampu 26. 9. 2003. godine

** Dr Mirko R. Predojevié, SVC, Beograd-Krnja¢a; dr Miroslav Marinkovi¢, SVC, Velika Plana; dr
Milovan Jovi¢in, Nau¢ni institut za veterinarstvo, Novi Sad; Igor Prka, SVC, Beograd, Krnjaca

163



Vet. glasnik 58 (1 - 2) 163 - 170 (2004) M. R. Predojevi¢ i sar: Neplodnost priplodnog
bika u tehnologiji osemenjavanja

plodnosti domacih Zivotinja ozbiljan problem, koliko bioloSki (medicinski), toliko
i ekonomski, posebno kod onih najkorisnijih Zivotinja u gajenju — goveda.

U tehnologiji osemenjavanja goveda, klju¢ni znaaj svakako ima sper-
ma-seme priplodnog bika. A plodnost, tj. oplodna mo¢ bika je veoma osetljiv po-
kazatelj opSteg zdravlja, a moze da bude poremecena idiopatskim oboljenjima,
lociranim u bilo kom delu organizma koja kao posledicu uzrokuju simptomatske
funkcionalne poremecaje (CeSée se odnosi na krave). Ali, ne treba zaobici ni ispiti-
vanje reproduktivne sposobnosti priplodnog bika, posebno ne one koje su u pro-
gramu osemenjavanija, buduci da su kljuéne za uspeh osemenjavanja, odnosno
oplodavanje krava. Najzad, i neplodnost (jalovost) ozbiljno usporava opSte genet-
sko poboljSanje populacije goveda.

Ispitivanje priplodnih bikova treba usmeriti ka njihovom op$tem zdrav-
lju i/ili pogodnosti za rasplodavanje — osemenjavanje. Pri tom treba da se koriste
kriterijumi procene:

— opSte zdravlje (,slobodni” od negenitalnih poremecaja koji bi uticali
na opste zdravlje i reproduktivne sposobnosti),

— nasledni status (,slobodni” od naslednih mana predaka, progeni ili
fenotipski za doti¢nu Zivotinju,

— polno zdravlje (,slobodan” od genitalnih infekcija),

—libido, sposobnost za priplod,

— oplodna sposobnost (oplodna mo¢ sperme u oplodavanju Zenske
jajne ¢elije).

Etiopatogeneza / Etiopatogenesis

Reproducija je inaCe uslovljena ve¢im brojem isprepletanih, Cesto
medusobno zavisnih &inilaca, bilo organske ili objektivne prirode. Otuda je i sama
etiopatogeneza poremecene plodnosti bikova svakako multipleksne prirode. Iza-
zivana nizom ¢&inilaca, bilo tkivnih sistemaiili ¢elijskim (morfo-patolo$kih) oboljen;ji-
ma u organizmu, remeteci tako normalne procese ili tokove reprodukcije, u
nasem slucaju, goveda.

Faktori poremeéene plodnosti / Factors of fertility disorders

Kongenitalne/hromozomske aberacije (u pojedinim slu¢ajevima)/
Congenital chromosomal aberrations in specific cases):

Pre svakog izbora priplodnih bikova obavezno je da se obrati paznja
na kongenitalne (malformacije) anomalije, pre svega, na skrotumu mladih bikova,
i to: na asimetriju testisa (skrotuma), hipoplaziju testisa bilo da je ona (uni ili bi) la-
teralna, jer to svakako kasnije ima za posedicu poremecaje u rasplodavanju, od-
nosno na spermo-patoloski profil priplodnog bika, ¢ime se doti¢na mana prenosi
na potomke. Pritom, svakako ne sme da se zaobide ocligledan kriptorhizam koji se
javlja kod svih domadih Zivotinja muzjaka, zbog ¢ega se inaCe preporucuje hro-
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mozomska analiza bilo krvi i/ili sperme odabranih mladih bikova za program ose-
menjavanja [5].

Zbog hromozomske aberacije vazno je da se eliminiSu oni priplodni
bikovi optereceni kariogramskim, ali i oni autosomalnim aberacijama, jer u oba
slu€aja one se prenose na potomke ili uzrokuju poremecaje plodnosti, tj. sterilitet
u reprodukciji goveda [3, 6].

Naravno, pri odabiranju mladih bikova treba da se obrati paznja na
anomalije i devijacije u razvoju prepucijma (phymosis), pa i penisa, jer to postize
Sirenje najcesS¢e nespecificnih infekcija tokom njihovog koriS¢enja, naravno i
putem osemenjavanja. Prisustvo antitela u serumu krvi bika (posledica proboja
barijere krv-testisa), skoro redovno izaziva aglutinaciju i/ili imobilizaciju spermato-
zoida, §to ima kao posledicu smanjenu plodnost kod osemenjenih krava [10]. IgM
antitela (bilo lokalna — cervikalna sekrecija ili u cirkulaciji u krvi) snazno reaguju u
zoni akrozoma ili repa spermatozoida, izazivajuci aglutinacione rozete u formi,
»glave naspram glave ili repa prema repu” [10].

a) glave prema glavama / b) repovi prema repovima /
a) head to head b) tail to tail

Slika 1. Tipi¢an oblik aglutinacije spermatozoida
Figure 1. Typical form of agglutination of spermatozoa

Takode i Zumance u razredivacu sperme moze da uzrokuje imu-
noloske reakcije, Sto uti¢e na plodnost u osemenjavanju goveda [7]. Naravno,
ova pojava se javlja u laboratorijskom ispitivanju, ali i u praksi veStatkog oseme-
njavanja — klinic¢ki.

Repro-fizioloski | Repro physiological

| repro-fizioloSke smetnje mogu da Cine ozbiljne probleme, posebno
kod visoko-genetski priplodnih bikova. To se, pre svega, odnosi na insuficijen-
ciju libida tokom koris¢enja, odnosno njihovog izbora. Tim pre, jer je libido meri-
lo njihove polne sposobnosti. Ukoliko polni prohtev mladog bika (libido) prilikom
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njihovog odabiranja traje vremenski nesto duZe od 10 minuta, onda je to znak nje-
govog slabog ispoljavanja libida. Inace, u proceni libida bika postoje ove grada-
cije; odli¢an ako je <0.5 min; dobar ako je <5 min; ako je >10 minuta ne zadovo-
liava, odnosno vecéi (>10 min) potpuno nezadovoljava. Dakle, bikovi se iskljuCuju iz
daljeg koriS¢enja [13]. Odrasli bikovi ne bi trebalo da ispoljavaju sezonske ili peri-
odi¢ne promene libida. Mada se i to u praksi desava kod nekih priplodnih bikova
tokom kori§éenja.

Spermatoloski | Spermatological

Narodita paznja treba da se obrati na izlu¢enu spermu priplodnih biko-
va koja bi se koristila u programu za osemenjavanje i to, pre svega, na; sperma-
toloski i mikrobiolo$ki (sanitarni) kvalitet:

a) bakteriolo$ki,

b) virusoloski,

c) parazitolo$ki,

d) imunoloski.

Doza semena koja bi svakako uzrokovala poremecenu (smanjenu)
plodnost krava u osemenjavanju svakako sadrzi: povecan broj mrtvih (> 45%),
odnosno smanjen broj (>) vitalnih (pokretljivih) spermatozoida, bez obzira na
umece same inseminacije krava. Drugim rec¢ima, uspeh osemenjavanja, tj. plod-
nost krava u mnogome zavisi od njenog spermatolo$kog, pa i sanitarnog kvaliteta
doze semena.

Ali ne treba zanemarivati ni njen sanitarni sadrzaj (profil doze sperme)
koji moze i te kako da uti¢e na smanjenu (o)plodnost, ukoliko sperma potice od
bikova inficiranih virusima (IBR/IPV/BVD), Leptospirae, Campylobacter-Vibrio fe-
tus, [14, 1, 4] ali i onih obolelih od uslovno patogenih miks-bakterijska infekcija,
(na primer, vesiculitis et ampullitis seu adenitis) [2, 8, 12].

Tabela 1. Zapaljenjski proces akcesornih polnih Zlezda priplodnih bikova
Table 1. Inflammatory process in accessory sex glands of breeding bulls

Uzroci infekcije Diiagnoza /

(mikroorganizmi) / lj)zbg oses Klini¢ki simptomi / Clinical symptoms
Cause of infection (. r ectumg/n mortem) (hod/hromost / gait/limping / Il. iliofemoralis)*
(microorganisms) p- p-

C. pyogenes Vesiculitis duplex + nateceni / swollen
Pseudomonas aer. Ampullitis duplex + nateceni / swollen
Streptococcus hemo. | Vesiculitis uni/bilat. + nateGeni / swollen
Staphylococcus pyog. | Ampulitis uni/bilat. — —
Mycoplasma Ampulitis uni/bilat + -
Proteus spp. Vesiculitis — adenitis + ?

* primetan / opipljivi per rectum
* yisible / palpable per rectum
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Preventiva / Prevention

Selekcija u izboru mladih bikova, posebno za program osemenja-
vanja, pored osnovne namene, odabiranje po precima (proizvodno), konstitu-
cijski, fenotipski, treba da ima preventivnu meru u izbegavanju kongenitalnih
mana, polne hromozomske aberacije, ili autosomalnih. Inace, neposredno pred
koris¢enje bika u osemenjavanju, potrebno da se ispita valjanost sperme — vital-
nost, kao i njena pogodnost za duboko zamrzavanje. Tokom odabiranja mladih
bikova za program v.o. kori$¢enja, sasvim je opravdano prac¢enje epizootioloskog
stanja i zdravstvene kontrole samih grla (tabela 2).

Tabela 2. Profilaksa i epizootioloski prikaz infektivnih oboljenja priplodnih bikova, pre i
tokom koriséenja
Table 2. Prophylaxis and epizootiological presentation of infectious diseases in breeding bulls, before and
during use

Labor:

Laboratorijske pretrage uzoraka oboljenja (metode)* /
nati sease (methods)*

pre koridéenja / before use

tokom kori$¢enja /

U zapatu slobodniod /
In breeding stock — free

during use
u zapatu ili pre karantina . periodi¢no u
(30 danai pre) / u karantinu kori§¢enju

in breeding stock or before
quarantine

(day 30 and earlier)

(u toku 30 dana) /
In quarantine
(within 30 days)

(2 x godisnje) /
periodically in use
(twice annually)

Tuberkuloza /

tuberukuloza
(tuberkulin test) /

bruceloza (serum-
aglutinacija, RVK) /

tuberkuloza
(tuberkulin test) /

fluorosensantitel. test / kulturelno /
EBL (serologically neg. immunodifiission)
fluorosensantibody test / culture

Tuberculoses . brucellosis (serum- tuberculosis
tuberculoses (tuberculin test) agelutination, RVK) (tuberculin test)
IBR/IPV/IPB
bruceloza (serumneutralizacija, |bruceloza
Bruceloza / (serumaglutinacija, RVK) / | ELISA-test) / (serumaglutinacija) /
Brucellosis brucellosis IBR/IPV/IPB brucellosis
(serumagglutination, RVK) | (serumneutralization, (serumagglutination,
ELISA-test)
IBR/IPV/IPB (serumneutra- | leptospiroza EBL (agar-gel imuno-
IBR/IPV/IPB lizacija, ELISA-test) / (mikroaglutinacija) / | difuzija / ELISA-test) /
IBR/IPV/IPB IBR/IPV/IPB (serumneutrali- | leptospirosis EBL (agargel immunodi-
ation, KLISA-test) (micro. ] { -
IBR/IPV/IPB (agar-
EBL (seroloski neg. imunodifuzija) Campylobacter fetus | imunodifuzija) / ELISA

(serum neutralizacija /
ELISA) | (serum neu-
tralization / ELISA)

test/

IBR/IPV/IPB
(agar-immunodifussion) /
FLISA test

BVD/MD  (fluorosensanti-
tel-test / imunoperoksida-
sa-test) /| BVD/MD (fluoro-
sensantibody-test / imunoper-
oxidase-test)

Trichomonas fetus
(mikroskopski, kultu-
relno iz vest. vagine) /
(microscopically, culture,
from art. vagina)

leptospiroza (mikroa-
glutacioni test) /
leptospirosis
(microagglutination test)

Campylobacter fetus
fluorosensantitel-test
iz vestaCke vagine /
(fluorosensantibody-
test/culture from art.

vagina)
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Tek posle ovih obavljenih testova i redovne kontrole, ukoliko se po-
kazu dobri, prestoji njihovo intenzivno iskori§¢avanje u programu osemenjavanja.

Tokom njihovog kori§éenja, ishrana priplodnih bikova ima odgova-
rajuéu ulogu u proizvodnji sperme i oplodne sposobnosti. Svakako da se uticaj
ishrane na plodnost vise prou¢avao kod krava, nego kod bikova u programu ose-
menjavanja. Medutim, zna se da pothranjenost u mladih bici¢a koci razvoj njiho-
vog polnog oubli¢avanja i proizvodnju sperme. Deficitarnost proteina viS§e pogada
mlade bikove, nego starije [Braden et al.,1974], posto viSe utiCe na odrazavanije
njihovog libida, nego na optimalnu proizvodnju sperme. Po svemu sudedi, defici-
tarnost u vitaminima (A, D, E), pa ¢ak i nekih od vitamina B komleksa, imaju
vazniju ulogu u oplodnoj moéii proizvodnju sperme bika. Sto se ti¢e pomanjkanja
minerala u ishrani priplodnih bikova, deficitarnost joda je uzrok njegovog smanje-
nog libida i lo$ijeg kvaliteta sperme. Dok dodaci hrani obogacenih bakrom, kobal-
tom, cinkom i magnezijumom znacajno poboljSavaju proizvodnju sperme, $to re-
dovno prati pobolj$anje plodnosti goveda, u celini. Medutim, fito- estrogeni u ka-
bastoj hrani mogu da maju Stetan uticaj na akcesorne polne Zlezde ili kod krava
koje su na paSi mogu da utiCu na cervikalnu sekreciju, pa time ometaju trans-
portovanje spermatozoida u genitalnom traktu, odnosno na plodnost bika i krave
[9].

Stajska higijena i higijena priplodnog bika /
Stall hygiene and hygiene of breeding bull

Higijena priplodnog bika se podrazumeva, takode i njegov smesta;.
InacCe, higijena bika i te kako moze da uti¢e na sanitarni profil doze semena. O
tome ve¢ postoje medunarodna usvojena pravila o sanitarnom higijenskom kvali-
tetu doze semena za osemenjavanje krava. Dok, aljkava primena osemenjavanja
samo moze da doprinese loSem uspehu oplodenja, posto vlasnici krava stalno
sumnjaju u ispravnost semena bika (tj. oplodnu sposobnost doze semena).

Zakljuéak / Conclusion

Ma koliko neplodnost krava privlaci ve¢u paznju stru¢njaka, neplod-
nost bika ,prosto” ne zanima mnogo terenske veterinare. Oni, pa i vlasnici krava,
s pravom ocekuju kvalitetnu dozu semena (spermatoloski i visoko genetski
vrednu). Uostalom, to je obaveza svakog savrenenog centra. Dakle, neplodnost
priplodnih bikova, to je ve¢ briga onih koji rade u Centru za reprodukciju goveda.

U ovom, struéno-revijalnom pregledu o etiopatogenezi neplodnosti
bika, taksativno je izlozena njena ukupna slozenost koja je prisutna u praksi
osemenjavanja, ne ulazedi pri tom posve detaljnije u nju. Ve¢ kao androlog speci-
jalista ukazujem na njen znacdaj i ulogu koju moze da ima za Citavu tehnologiju
osemenjavanja goveda. Otuda se uloga bika u osemenjavanju smatra klju¢nom,
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jer se od njega ocekuje, pre svega, plodnost i genetsko poboljsanje u populaciji
goveda koja se osemenjavaju.

| pored toga ostaju mnogobrojna pitanja i dileme.

Pre svega, zna li se sve o njenoj (spermi) oplodnoj moc¢i, kao i kvali-
tetu. Sta pokretljivost spermatozoida zaista znadi, oplodnu mo¢ ili...? Da li je nji-
hova pokretljivost u korelaciji sa oplodenjem? Zasto sperma nekih bikova ima
razli¢itu oplodnu moc¢? Neki bikovi imaju snaznu oplodnu mo¢, €ak i pri ra-
zredenju 10 x 10° , dok drugi relativno nisku, a razredenju i od 20 do 25 x 108, a
obe su ocenjivane istom metodom. Da li mrtvi spermatozoidi u dozi semena utiCu
na plodnost i/ili embrionalnu smrt kod krava? Da li zaista vlasnici krava dobijaju
onaj kvalitet semena Sto im se kataloski nudi?!? Da li spermatoloski kvalitet
sperme odgovara stepenu plodnosti krava? | na kraju, da li se plodnost krava
pouzdano evidentira u praksi marvenih (veterinskih) lekara.
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ENGLISH

BREEDING BULL INFERTILITY IN INSEMINATION TECHNOLOGY

M. R. Predojevi¢, M. Marinkovié¢, M. Jovi¢in, I. Prka

In spite of very strict breeding bull selection, especialy for A.l programes, their
infertility is a very serius problem in everyday practice. Especially bull semen has been
marked as the main factor for unsatisfied cow fertility in the A.l.programme. The reason
could be the bull semen which really may play as the spreading factor of the specific or
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non-specific reproductive infective disoders — IBR, IPV, BVD, Campylobacter-Vibrio fetus,
brucellosis, leptospirosis, tuberculosis and other reproductive diseases.

Secondarily, the percentage of vitality, motility, penetration abilities, and im-
monological properties of bull spermatozoa also have an important role in unsuccessful
bovine fecundation. That is, why it is necessary to secure professional health care for
breedig bull in Al centres, becase only healthy bulls can ensure good bovine genetic trans-
mission and progress in cattle production for today's growing population.

Key words: multiple etiopathogenesis, organic diseases, bull infertility

PYCCKUU

HEMNOAOBUTOCTb MNJIEMEHHOIO BbIKA B TEXHOJIOI'MN OCEMEHEHUA
M. Mpegoesuny, M. MapuHkosuy, M. HoeuuuH, U. Mpka

M Bo3ne cTpororo Bblbopa nieMeHHbIX ObIKOB, OTAEMNbHO ANA Nporpammbl
N.0., nx HapyLlueHHasa NIoA0BUTOCTb, HEMNNOAOBUTOCTb BCE TaKy HEMUHYEMOCTb B MNpak-
THKe. JTO TeM Npexae, 4To ceMs Hblka MHa4e 0603HA4EHO Kak NpuyrHa HeycrneLom no-
AoBUTOCTM KOpOoB B nporpamme .0. BcneacTeue WTOro OHO-CeMst MOXKET ObiTb 1 BEKTOP
paclvpeHmns penpoayKTUBHbIX cneundudeckux nHdekuyni — BB, UIMNB, BBL, Campylo-
bacter-vibrio fetus, brucellosis, tuberculosis, leptospirosis n-nnv Hecneynnyeckne-mnKe-
nHdekuun — C. pyogenes, Pseudomonas aur., Streptococcus heamo., Staphylococcus
pyog., Proteus spp., Mycoplasma, KoTopble UHa4ye HapyLarT Nio4OBUTOCTb KPYNHOro
poraToro ckoTa.

Bo-BTOpPbIX, BUTaNbHOCTb — % MOABWXXHOCTb, M MEHETPMPYoLWasi MOLb, M-
MYHONOrM4ecKe CBOWCTBA CMepMaTo30MA0B TakXe UrpatoT OONblUylO posfib B Heyc-
MeLHOM ONo40TBOPEHNN KPYMHOrO poraTtoro ckoTa.

Ha 3TMx OCHOBaHMSAX Hy>XHa MOCTOSIHHAs crneuvanbHas paboTa, Tak Kak
TONMbKO 340pOBble MfieMeHHble Oblkn — MO LeHTpbl JatoT BO3MOXKHOCTb HAAEXHYHO
TPaHCMUCCUIO TEHEeTUYECKOro pasBMTUSA KPYMHOro poratoro cKoTta, T.e. NPOM3BOACTBO
MOJIOKa 1 Msca AN BC& 60nee YNCIEeHHON NonynaumMn Niogen B Mype.

KntoueBble cnosa: MyJ'IbTI/II'II/I‘-IeCKI/II7I aTnonaTtoreHes, opraHn4eckue 3aboneBaHus,
HennogoBUTOCTb 6bIKOB
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IZ ISTORIJE VETERINARSTVA - FROM VETERINARY HISTORY

PRASKOZORJE POJAVI CASOPISA ,,VETERINARSKI GLASNIK”
1904 - 2004. godine za stogodisnjicu

Mada se tek otrgla od azijatskog ropstva, tadasnja Srbija je krupnim
koracima grabila prema ,,evropezijaciji”, zurno hitajuci skoro u svim oblastima ka
.jevropejskom” Zivotu. Kao da je htela da $to dublje udahne ,evropskog va-
zduha”, ¢ime bi ucinila preporod.

Oprezno, i jo$ uvek mlada, krhka drzava, iz bojaznosti da opet ne za-
padne u tamu i muke nekog od tudina, Srbija krajem 18. veka mnogo je Cinila u
formiranju i uredenju svoje vojske. Kako bi vojnik-ratnik bez svog konja, buduéi da
je dobar deo ratovanja proveo na njemu, njegovim ledima, bilo u osvajanju tudih ili
pak braneci svoju teritoriju.

Tako je i Srbija krajem 18. veka &inila mnogo da opskrbi svoju vojsku
Sto boljim regrutima u konjanicima, ali i srpskim marvenim lekarima kao ,servis-
nom sluzbom”. Zna se pouzdano da su oni malobrojni marveni lekari ,$kole za
zivotinjsku medicinu” zavrSavali po ,evropejskim” zemljama, posebno u Becu,
Budimpesti, pa i Berlinu i jo$ drugde. A bilo ih je i sa strane, posebno iz Ceske, tj.
Austrougarske [Antonije KobliSka (1806-1920), okruzni marveni lekar; Emil Kra-
tohvil (1860-1930), vojni marveni lekar].

Mada su uzorno sluzili svom ote¢estvu kao marveni lekari (bilo do-
madi ili pak stranci), jo$ tada su osecali potrebu za medusobnim druzenjem, po-
maganjem jedno drugome u struci, a i da se profesionalno okupljaju, poneti navi-
kama i usmerenjima sa svojih ,jevropejskih” Skola koje su ranije zavrsili.

U prigodi takvih namera i strukovnih htenja odrzan je prvi srpski Zbor
marvenih lekara daleke 1890. godine 21. oktobra u Beogradu u zgradi Srpskog
poljoprivrednog drustva. Osnivacki Zbor otvoren je govorom sazivaca g. Lazara
Najdanovi¢a u 10 sati pre podne. Posle ovoga izabrano je predsednisvo i to za
predsednika Zbora g. Jovan Eker, za sekretara g. Milivoje Jovanovi¢ i Jovan
Aleksic.

Inace, Zbor je odrzao svega sedam sednica i na njima je, izmedu osta-
log, odluc¢eno:

1. za stru¢ne radove po struci veterinarstva da se osnuje ,Arhiv za ce-
lokupno lekarstvo” koiji ¢e izlaziti godiSnje. Za urednika su izabrani: g. Aleksa Lj.
Popovi¢ i Stevan Ekerovi¢;

2. da se preko lista Srpskog poljoprivrednog drustva ,Tezak” ,pruzaju
nasemu narodu nuzne pouke iz marvenog lekarstva. Ove pouke da $alju marveni
lekari Drustvu, koje ima da se umoli da im se ustupi jedan odeljak u svom broju”.

Iz donetih odluka na Zboru vidi se potreba ,marvenih lekara” onog
doba, da postoji potreba za Sirim htenjima, tj. intektualne aktivnosti iz svoje struke.
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Na Zboru marvenih lekara postavljana su i druga znacajna pitanja koja
su se ticala marvene struke. Godina i datum (21. oktobar, 1890) o¢igledno ne &ini
utemeljenje Srpskog marvenog-lekarskog drustva, veé je to ostalo za kasnije. Bio
je to prvi put Zbor srpskih marvenih lekara u tek novoformiranoj drzavi. Privreme-
noj upravi stavljeno je u zadatak da izradi nacrt statuta ovog DruStva (kojeg Ce
podneti na narednom Zboru na razmatranje.

Odluceno je da se naredni Zbor marvenih lekara drzi idu¢e 1891. go-
dine o Blagovestima (7. aprila) u Kragujevcu. Zbor je zaklju€en 24. okobra t.g. u 7
sati uvece.

InaCe, u€esnici Zbora su blagodarili gospodinu Ministru unutrasnjih
dela, te Ministru vojnom, §to su marvenim lekarima omogucili odsustvo iz sluzbe i
besplatan prevoz Zeleznicom na Zbor marvenih lekara u Beogradu.

PS.

Marvena lekarska struka ima zadatak da se organizuje, te da se vlada
po Zakonu vojnom, donetom jo$ 20. februara 1865. godine u Beogradu. Overeno
pecatom Knjazevine Srbije i svojeru¢nim potpisom knjaza Mihaila M. Obrenovica.

Od tadasnjeg vremena (1890) proSlo je skoro deceniju i po kada je
izaSao (Stampan) prvi broj ,Veterinarskog glasnika”. Tim povodom odrzana je
Skupstina marvenih lekara u Kragujevcu 1903, tada ve¢ u Kraljevini Srbiji pod di-
nastijom Karadordevi¢!

Dr Mirko Predojevié, profesor
Univerziteta u Temi$varu, Rumunija

172



KALENDAR - CALENDER

KALENDAR PLANIRANIH NAUCNIH I STRUCNIH SKUPOVA

12-13.februar

12. februar

27. februar

27. mart

31. mart -

2. april

19 - 21. april

24. april

24. april

15-23. maj

25 - 26. maj

27 - 29. maj

U ZEMLJI ZA 2004. GODINU

Beograd

25. seminar za inovacije znanja veterinara

Informacije: prof. dr Velibor Stoji¢, Katedra za fiziologiju, Fakultet veterinarske medi-
cine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/ 2684 351 ili 36 15 436 lok. 224.

Beograd

Predavanje u organizaciji SMASAP-a ,Polineuropatije”

(predavac prof. dr Peter Srenk, Republika Ceska)

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,
tel/faks 011/ 2684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

Beograd

Inovacije znanja iz oblasti DDDD (stanje zaraznih boleti i zoonoza u SCG; rezisten-
cija mikroorganizama na dezificijense; prezentacije proizvodac¢a DDDD sredstava)
Informacije: prof. dr Brana Radenkovi¢, Zoohigijena, Fakultet veterinarske medicine,
Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/684 173 ili 36 15 436 lok. 225.

Beograd

Okrugli sto SMASAP-a

»Tonzilitis u klinickoj patologiji pasa - savremeni pristup”

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,
tel/faks 011/ 2684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

Vlasinsko jezero

6. epizootioloski dani

Informacije: prof.dr Bosiljka Duri¢i¢, Katedra za zarazne bolesti , Fakultet veterinarske
medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/ 685 080 ili 36 15 436 lok.. 352, e-mail:
bosa@beotel.yu

Iriski Venac

5. simpozijum ,,Uzgoj i zastita zdravlja svinja”

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,
tel/faks 011/ 2684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

Beograd

,Kazusi” — prikazi slucajeva iz prakse u organizaciji SMASAP-a (moguénost svih
ucesnika da prikazu neki interesantan slu€aj iz vlastite prakse).

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,

tel/faks 011/ 2684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

SVETSKI DAN VETERINARA

Informacije: World Veterinary Association,

website: www.worldvet.org/Press Release

Novi Sad
71. medunarodni poljoprivredni sajam
Informacije: Novosadski sajam, 21000 Novi Sad, Hajduk Veljkova 2, tel. 021/125-155

Novi Sad

Medunarodni simpozijum o infekciji goveda izazvanoj herpesvirusom-1

(IBR/ IPV)

Informacije: Naucni institut za veterinarstvo ,,Novi Sad”, Rumenacki put 20, Novi Sad,
tel./fax. 021/477 6000; e-mail: vera@niv.ns.ac.yu; ili Veterinarska komora Srbije,
11129 Beograd, Bulevar JNA 18, tel/faks 011/ 2684 597, 685 619,687 475,

e-mail: vetks@eunet.yu

Beograd

Simpozijum veterinara patologa Isto¢ne Evrope

(u organizaciji fondacije ,Charles Louis Davis, DVM Fundation”)

Informacije: prof. dr Sanja Aleksi¢-Kovacevi¢, predsednik Organizacionog odbora,
Katedra za patolosku morfologiju, Fakultet veterinarske medicine, Beograd, Bulevar
JNA 18, tel. 011/ 685 710 ili 36 15 436 lok. 321
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28. maj

poslednja
nedelja maja

2-5.jun

14-18. jun

tre¢a
nedelja juna

septembar

Cetvrta nedelja
septembra

25. septembar

oktobar

30. oktobra

5-6.
novembar

20. novembra
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Beograd

Oftalmologija

Edukativni kurs SMASAP-a i WSAVA-e (predavac prof. dr Peter Bedford, V. Britanija)
Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,

tel/faks 011/ 2684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

Tara

15. savetovanje ,,DDDD u zastiti Zivotne sredine”

Informacije: prof. dr Brana Radenkovi¢, Zoohigijena, Fakultet veterinarske medicine,
Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/ 2684 173 ili 36 15 436 lok. 225

Tesli¢ — Republika Srpska

10. savetovanje veterinara Republike Srpske

Informacije: Drustvo veterinara Republike Srpske, Banja Luka, Knjaza Milosa 21,
tel. 051/313 164, 313 067, faks 348 283

Budva

6. savetovanije iz klinicke patologije i terapije Zivotinja

,»Clinica veterinaria 2004”

Informacije: prof. dr Dragis$a Trailovi¢, Katedra za dijagnostiku, patologiju i terapiju
oboljenja domacih Zivotinja, Fakultet veterinarske medicine, Beograd,

Bulevar JNA 18, tel. 011/36 11 810, e-mail: trailo@net.yu

Kragujevac

Skola ultrazvuka

Edukacioni centar ultrazvuka u medicini i veterini (pet dana)

Informacije: prof. dr Vojislav Pavlovi¢, Katedra za porodiljstvo, Fakultet veterinarske
medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/2684 184 ili 3615 436, lok. 252

Zlatibor

16. savetovanje veterinara Srbije

Informacije: Srpsko veterinarsko drustvo, prof.dr Bosiljka Burici¢, Katedra za zarazne
bolesti, Fakultet veterinarske medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/ 685 080 ili
36 15 436 lok. 352, e-mail: bosa@beotel.yu

13. savetovanje Zivinara Jugoslavije
Informacije: Casopis ,Zivinarstvo”, Bulevar JNA 18, 11000 Beograd, tel. 011/657 953,
faks 644 841

Beograd

Edukacija SMASAP-a po izabranoj temi

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18, tel/faks
011/ 2684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

53. savetovanje industrije mesa
Informacije: Institut za tehnologiju mesa, 11000 Beograd, Ka¢anskog 13,
tel. 011/2650 655, faks 651 825, e-mail: meatinst@beotel.yu

Beograd

»,Kazusi” — prikazi slu€ajeva iz prakse u organizaciji SMASAP-a (moguénost svih
ucesnika da prikazu neki interesantan slucaj iz vlastite prakse).

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,

tel/faks 011/ 2684 597, 685 619,687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

Beograd

Godi$nje Savetovanje veterinara male prakse - SMASAP-a

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,
tel/faks 011/ 2684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

Beograd

3. savetovanje o biologiji i zdravstvenoj zastiti pcela

Informacije: prof. dr Zoran Stanimirovi¢, Katedra za biologiju, Fakultet veterinarske
medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/685 080 ili 3615 436 lok. 300
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Bulevar Arsenija Carnojeviéa 130/6.

Putnik M. Slobodan

Roden 15. 8. 1977. u Beogradu.
Diplomirao 27. 3. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Obrenovac
Marka Miranovi¢a 19b.

Milovanovi¢ M. Goran

Roden 30. 11. 1961. u Leskovcu.
Diplomirao 24. 9. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Bojnik

Trg Slobode 13.

Dmura M. Goran

Roden 13. 4. 1977. u Bijeljini.
Diplomirao 25. 6. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Bijeljina.
Stefana De€anskog 239.

Rankov M. Radivoj

Roden 17.12. 1968. u Srem. Mitrovici.

Diplomirao 25. 9. 20083. godine.
Stalno mesto boravka Sremska
Mitrovica, Pure Jaksi¢a 52.

Marjanovi¢ M. Radoslav

Roden 3. 4. 1974. u Novom Sadu.
Diplomirao 28. 10. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Backa Palanka
Dorda Zucica 6.

Mili¢ S. SiniSa

Roden 4. 9. 1977. u Sisku.
Diplomirao 27. 10. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Prigrevica
Nine Marakovic¢a 33.

Goli¢ M. Bojan

Roden 27. 11. 1977. u Gradiski.
Diplomirao 29. 10. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Gradiste

Mijatovi¢ T. Vladimir

Roden 14. 4. 1976. u Sapcu.
Diplomirao 28. 10. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Sabac

Anti¢ B. Dragan

Roden 2. 8. 1977. u Surdulici.
Diplomirao 29. 10. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Surdulica

Ceéez D. Sinisa

Roden 10. 11. 1977. u Cacku.
diplomirao 24. 9. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Cadak

Stosi¢ R. Oliver

Roden 17. 9. 1976. u Trgovistu.
Diplomirao 24. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Trgoviste

Sarac M. Novak

Roden 14. 12. 1977. u Somboru.
Diplomirao 24. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Sombor
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Ruzi¢ D. Lidija

Rodena 2. 10. 1965. u Varavarinu.
Diplomirala 26. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Varvarin

Stojci¢ M. Dusan

Roden 3. 9. 1978. u Gradi$koj.
Diplomirao 25. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Gradiste

Stosi¢ S. Ljiljana

Rodena 13. 6. 1973. u Vranju.
Diplomirala 27. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Vranje

Bosanac L. Dejan

Roden 283. 2. 1978. u Virovitici.
Diplomirao 25. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Virovitica

Stojkovi¢ M. Tatjana

Rodena 4. 4. 1975. u Beogradu.
Diplomirala 27. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Beograd

Zivkovié Z. Dragan

Roden 25. 3. 1976. u KruSevcu.

Diplomirao 25. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka KruSevac

Pokori¢ B. Igor

Roden 8. 7. 1977. u Subotici.
Diplomirao 25. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Subotica

Surla D. Tamara
Rodena 27. 11. 1975. u Bihadu.
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Diplomirala 27. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Beograd

Beckej L. Zolt

Roden 14. 1. 1979. u B. Topoli.
Diplomirao 10. 12. 2003. godine.
Stalno mesto boravka B. Topola

Rajkovi¢ D. Branislav

Roden 6. 7. 1972. u Beogradu.
diplomirao 27. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Beograd

Markovié¢ Z. Marija

Rodena 25. 11. 1980. u Beogradu.
Diplomirala 26. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Beograd

Kukolj M. Vliadimir

Roden 31. 1. 1980. u Gradaccu.
Diplomirao 23. 12. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Gradacac

Petrovi¢ K. Jovan

Roden 20. 3. 1977. u Beogradu.
Diplomirao 28. 11. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Beograd

Lazi¢ M. Dusan

Roden 30. 11. 1964. u Deronjama.
Diplomirao 22. 12. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Deronje

Andri¢ N. Bojan

Roden 25. 5. 1978. u Podgorici.
Diplomirao 29. 12. 2003. godine.
Stalno mesto boravka Podgorica
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