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PRIMENA LANCANE REAKCIJE POLIMERAZE (PCR) I
METODE REAL-TIME PCR U BRZOJ IDENTIFIKACIJI
GOVEDEG HERPESVIRUSA 1°
IMPLEMENTATION OF POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) AND
REAL-TIME PCR IN QUICK IDENTIFICATION OF BOVINE
HERPESVIRUS 1

N. Mili¢, J. NiSavi¢, RuZica ASanin, Aleksandra KneZevi¢, Jelena ASanin,
D. Vidanovié, M. Sekler*

Ukupno je ispitivano 65 uzoraka nosnih briseva prikupljenih od te-
ladli i junadi sa klini¢kim simptomima respiratorne infekcije na prisustvo
govedeg herpesvirusa 1 uporednom primenom molekularnih i stan-
dardnih metoda virusoloske dijagnostike. Kod inokulisanih Celijskih
linija nije ustanovljena pojava citopatogenog efekta (CPE -) posle 24h,
48h i 72h od inokulacije ni posle dve uzastopne pasaZe uzoraka ispitiva-
nog materijala kroz navedene celijske linije. Primenom lancane reak-
cije polimeraze (PCR) uz koriS¢enje prajmera za glikoprotein B i ti-
midin-kinazu, utvrdeno je prisustvo nukleinske kiseline govedeg her-
pesvirusa 1 u jednom uzorku nosnog brisa, dok je ispitivanjem nave-
denih uzoraka nosnih briseva goveda metodom Real-Time PCR pri-
sustvo pomenutog virusa ustanovijeno kod tri uzorka.

Klju¢ne reci: govedi herpesvirus 1, PCR, Real-time PCR
Uvod / Introduction

Govedi herpesvirus 1 (BHV1) pripada rodu Varicellovirus, podfamiliji
Alphaherpesvirinae i familiji Herpesviridae. Izaziva infektivni bovini rinotraheitis,
oboljenje goveda koje su prvi opisali Stedam (Steddam) 1889. i Parker, 1908, (B.

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

** Drsci. med. vet. Nenad Mili¢, redovni profesor, dr sci. med. vet. Jakov Ni$avi¢, docent, dr sci.
med. vet. Ruzica ASanin, redovni profesor, Katedra za mikrobiologiju, Fakultet veterinarske
medicine Univerziteta u Beogradu; Aleksandra KneZevi¢, Institut za mikrobiologiju i imunolo-
giju, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu; dr sci. med. Jelena ASanin, jstraiivaé sa-
radnik, Nau¢ni institut za veterinarstvo Srbije, Beograd; D. Vidanovié, Milanko Sekler, Veteri-
narski specijalisticki institut "Kraljevo", Kraljevo

159



Vet. glasnik 64 (3-4) 159 - 167 (2010) N. Mili¢ i sar.: Primena lan¢ane reakcije polimeraze
(PCR) i metode Real-time PCR u brzoj identifikaciji govedeg herpesvirusa 1

Mihajlovi¢, 1987). Oni koji su se njome kasnije bavili razli¢ito su je imenovali — kon-
tagiozna bronhopneumonija, emfizematozna bronhopneumonija i dr.

Infekcija organa za disanje nastaje kapljicama sekreta poreklom od in-
ficiranih Zivotinja, a rede se prenosi indirektno (hranom, transportnim sredstvi-
ma...). Nepovoljni uslovi drzanja i ishrane zivotinja olak$avaju nastanak bolesti. Vi-
rus napada sluzokozu gornjih respiratornih puteva (nosa, traheje), a nekada i
bronhije, izazivajuéi pri tom kataralno zapaljenje. Usled sekundarnih bakterijskih
infekcija proces se moze proSiriti descedentno na plu¢a Sto dovodi do pojave
bronhopneumonije kod inficiranih zivotinja.

Infekcija goveda izazvana govedim herpesvirusom 1 pojavljuje se u
viSe klini¢kih oblika. Prvi je infektivni bovini rinotraheitis (IBR) koji se manifestuje
pojavom akutnog oboljenja gornjih respiratornih puteva, konjunktivitisom i bron-
hopneumonijom. Ovaj oblik infekcije izaziva 1.1 podtip govedeg herpesvirusa 1.
Drugi oblik navedene infekcije goveda se ispoljava kao oboljenje genitalnih or-
gana poznato u Evropi kao exantema coitale vesiculosum, a u Americi kao infek-
tivni pustulozni vulvovaginitis (IPV) koje izazivaju podtipovi 1.2a i 1.2b govedeg
herpesvirusa 1. Infekcija se manifestuje pojavom osipa i zapaljenja vulve i vagine
krava, odnosno balanopostitisa kod bikova.

Pored standardnih metoda virusoloSke dijagnostike, koje obuhvataju
izolaciju virusa na kulturi tkiva i njegovu identifikaciju primenom virus-serum neu-
tralizacionog testa, za brzo i direktno dokazivanje prisustva nukleinske kiseline vi-
rusa u uzorcima ispitivanog materijala poreklom od goveda sve viSe se koriste
molekularne metode zasnovane na lan¢anoj reakciji polimeraze kao $to su PCR i
Real-time PCR. |z navedenih razloga i na$a istrazivanja imala su za cilj da utvrde
opravdanost kori§¢enja navedenih molekularnin metoda za brzu detekciju i identi-
fikaciju nukleinske kiseline govedeg herpesvirusa 1 u nosnim brisevima goveda
uzorkovanim na nekim farmama u Republici Srbiji.

Materijal i metode rada / Material and methods

Uzorci nosnih briseva goveda | Samples of bovine nasal smears

Ukupno je ispitivano 65 uzoraka nosnih briseva prikupljenih od teladi i
junadi sa nekoliko farmi u Republici Srbiji. Zivotinje od kojih su uzimani brisevi
imale su nespecificne klinicke znake respiratorne infekcije kao $to su tempera-
tura, otezano disanje i iscedak iz nosa. Brisevi su potapani u hranljivu podlogu Ea-
gle - MEM sa 2% fetalnog telec¢eg seruma i cuvani na temperaturi od -20°C do is-
pitivanja.

Referentni soj govedeg herpesvirusa 1 | Reference strain of bovine herpesvirus 1

U ispitivanjima je koris¢en referentni soj govedeg herpesvirusa 1 — TN-
41, titra 1081 TCIDg,/1 mL), lot 971119, American Bio Research, Sevierville Ten-
nesse, USA.
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Celijska linija Vero | Vero cell line

Posle obrade nosnih briseva teladi i junadi, suspektni material je
inokulisan u kulturu tkiva radi ispitivanja na prisustvo govedeg herpesvirusa 1 kao
i izvodenija testa virus-serum neutralizacije (VN testa). Za navedene svrhe korisc¢e-
na je kontinuirana ¢elijska linija Vero koja je odrzavana standardnom metodom
tripsinizacije i suppasazama.

Obrada uzoraka nosnih briseva ispitivanih na prisustvo virusa BHV 1 /
Processing of nasal smear samples examined for presence of BHV 1

Uzorci nosnih briseva goveda su neposredno posle uzimanja pota-
pani u hranljivu podlogu Eagle — MEM sa 2% fetalnog tele¢eg seruma, a zatim do-
premani u laboratoriju. U laboratoriji je sadrzaj iz epruveta prebacivan u sterilne
kivete i centrifugovan 15 minuta na 2500 o/min. Uzorci supernatantne te¢nosti su
zatim u koli¢ini od po 0,5 ml pojedina¢no inokulisani u ¢éelijske linije Vero radi
izolacije virusa BHV 1 i njegove identifikacije primenom metode virus-serum neu-
tralizacije (VN testa). Talog ¢elija dobijen centrifugovanjem uzoraka je direktno
koris¢en za izvodenje lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) i metode Real-time PCR.

Postupak sa inokulisanim ¢elijskim linijama | Procedure with innoculated cell lines

Celijske linije Vero, pojedinaéno inokulisane sa po 0,5 ml super-
natantne tecnosti poreklom od centrifugovanih uzoraka nosnih briseva i inkubi-
sane na temperaturi od 36°C, svakodnevno su posmatrane tokom 72h na pojavu
citopatogenog efekta. Tokom ispitivanja su izvrSene dve sukcesivne pasaze ispiti-
vanog materijala kroz ¢elijske linije Vero.

Lancana reakcija polimeraze (PCR) | Polymerase Chain Reaction (PCR)

Ekstrakcija virusne DNK | Extraction of virus DNA

Ekstrakcija virusne DNK iz uzoraka nosnih briseva goveda radi izvode-
nja lan¢ane reakcije polimeraze vrSena je primenom QIAmp DNA mini kita (50) za
50 ekstrakcija DNK virusa iz tkiva i tkivnih te¢nosti, proizvodac¢a QIAGEN Inc., Va-
lencia, CA, SAD, prema Uputstvu proizvodaca.

Procedura za izvodenje lanCane reakcije polimeraze /

Procedure for peforming PCE

Za izvodenje lan€ane reakcije polimeraze koriS¢eni su prajmeri koji
amplifikuju deo gena na molekulu virusne DNK koji kodira sintezu timidin-kinaze
(Yason i sar., 1994) i prajmeri koji amplifikuju deo gena na molekulu virusne DNK
koji kodira sintezu glikoproteina B (gB) spoljaSnjeg omotaca virusa BHV1 (Yason i
sar., 1994; Fuchs i sar., 1999). Lanc¢ana reakcija polimeraze je obuhvatala slede¢e
cikluse: preliminarnu denaturaciju na temperaturi od 95°C u trajanju od 1 minuta,
zatim 34 ciklusa koji su podrazumevali denaturaciju na temperaturi od 95°C u tra-
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janju od 1 minuta, vezivanje prajmera na temperaturi od 61°C u trajanju od 1 mi-
nuta i elongaciju na temperaturi od 72°C u trajanju od 1 minuta kao i finalni ciklus
na temperaturama od 95°C u trajanju od 1 minuta, 61°C u trajanju od 1 minuta i
72°C u trajanju od 5 minuta. Za analizu dobijenih PCR produkata kori$éena je
horizontalna elektroforeza u agaroznom gelu. Veli¢ina dobijenih fragmenata mo-
lekula DNK je uporedivana sa DNK standardom radi o€itavanja rezultata reakcije.
Otkrivanje PCR produkata odgovarajuce veli€ine sa odredenim brojem baznih pa-
rova smatrano je pozitivnim nalazom.

Real-time PCR | Real-time PCR

Otkrivanje prisustva, identifikacija i kvantifikacija govedeg herpesvi-
rusa 1 u uzorcima nosnih briseva goveda vrSena je primenom metode Real-time
PCR po proceduri propisanoj od strane Medunarodne organizacije za epizootije
(OIE Manual, 2008), koja je uklju€ivala prajmere i probu specificne za deo gena na
molekulu virusne DNK koji kodira sintezu glikoproteina B (gB).

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Uzorci ispitivanog materijala dobijeni obradom Sezdeset pet nosnih
briseva goveda su pojedinac¢no inokulisani u ¢elijske linije Vero i svakodnevno
posmatrani na pojavu citopatogenog efekta (CPE). Kod inokulisanih ¢elijskih linija
nije ustanovljena pojava citopatogenog efekta (CPE-) posle 24h, 48h i 72h od
inokulacije ni posle dve uzastopne pasaze uzoraka ispitivanog materijala kroz
navedene ¢elijske linije.

S obzirom na to da izolacija virusa na kulturi tkiva radi njegove identi-
fikacije virus-serum neutralizacionim testom Cesto zahteva duzi vremenski period
i viSe suppasaza ispitivanog materijala kroz ¢elijske linije, posle kojih takode moze
izostati pojava citopatogenog efekta, danas se u navedene svrhe sve vise primen-
juju molekularne metode virusoloSke dijagnostike. Navedene metode moleku-
larne dijagnostike omogucavaju brzu i direktnu identifikaciju virusa dokazivanjem
prisustva virusne DNK u uzorcima suspektnog materijala. Od molekularnih me-
toda najcesce se koriste lan¢ana reakcija polimeraze (PCR) i metoda Real-time
PCR.

U istim uzorcima nosnih briseva je direktno ispitivano prisustvo nuk-
leinske kiseline govedeg herpesvirusa 1 primenom metode lanéane reakcije po-
limeraze (PCR) uz kori§éenje prajmera za glikoprotein B spoljasnjeg omotaca vi-
rusa BHV 1 i timidin-kinazu. Kod jednog uzorka nosnog brisa goveda utvrdeno je
prisustvo nukleinske kiseline navedenog virusa (1,53%). Posle elektroforetske
analize uzoraka, ustanovljeno je da veli¢ina amplifikovanog DNK fragmenta iznosi
478bp za glikoprotein B (slika 1) i 183bp za timidin-kinazu (slika 2).
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Slika 1. M — DNK standardi Slika 2. M-DNK standardi,

1 — DNK fragment virusa BHV 1 (gB)/ 1 - DNK fragment virusa BHV 1 (tk) /
Figure 1. M — DNA standard Figure 2. M — DNA standard

1— DNA fragment of BHV 1 virus (gB) 1—- DNA fragment of BHV 1 virus (tk)

Vilcek i sar. (1995) su ispitivali prisustvo virusa BHV 1 u uzorcima nos-
nih briseva, pluca, limfnih ¢vorova i trahealne mukoze goveda primenom vise me-
toda: izolacije virusa na kulturi tkiva i VN testa kao i lan¢ane reakcije polimeraze.
Uzorci su sakupljani u Skotskoj sa 16 podruéja u kojima je doslo do prijave her-
pesvirusne infekcije. Posle obrade, uzorci su inokulisani u ¢elijsku liniju MDBK i
svakodnevno prac¢eni na pojavu citopatogenog efekta. Ispitivanjem 27 uzoraka
suspektnog materijala metodom izolacije virusa na kulturi tkiva, autori su pri-
sustvo virusa utvrdili u 13 uzoraka (48,14%), dok je primenom lancane reakcije
polimeraze nukleinska kiselina virusa BHV 1 ustanovljena u 18 uzoraka (66,66%).
Ros i Belak (1999) su primenom lanCane reakcije polimeraze (PCR) ispitivali
sli¢nost u strukturi genoma nekoliko srodnih herpesvirusa i to govedeg herpesvi-
rusa 1, govedeg herpesvirusa 5, herpesvirusa 1 koza i herpesvirusa 1 jelena, kao i
mogucnost njihovog otkrivanja i identifikacije u uzorcima suspektnog materijala
poreklom od navedenih zivotinja. Za izvodenje lanCane reakcije polimeraze su
pored ostalih prajmera za identifikaciju navedenih herpesvirusa koristili i prajmere
za glikoprotein B. Na osnovu filogenetske analize gena koji kodiraju sintezu gliko-
proteina gB i gD virusa BHV1 autori su ustanovili visok stepen srodnosti izmedu
govedeg herpesvirusa 5 i govedeg herpesvirusa 1 kao iizmedu podtipova 12 vi-
rusa BHV 1, odnosno filogenetska udaljenost od herpesvirusa 1 koza. Za iz-
vodenje lanCane reakcije polimeraze uz koriS¢enje prajmera za glikoprotein B
spoljaSnjeg omotaca virusa moze se ustanoviti i prisustvo virusa BHV5 u uzorcima
nosnih briseva goveda, zbog veli¢Gine DNK fragmenta koja je iznosila 478bp. Radi
sigurne identifikacije govedeg herpesvirusa 1 kori§¢ena je i lan¢ana reakcija po-
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limeraze uz primenu prajmera za timidin-kinazu (TK). Navedeni prajmeri ampli-
fikuju deo gena na molekulu virusne DNK koji je odgovoran za kodiranje sinteze
timidin-kinaze. Izbor prajmera za timidin-kinazu izvrSen je iz sledecih razloga
(Moore i sar., 2000): a) enzim timidin-kinaza predstavlja zna¢ajan faktor patoge-
nosti virusa BHV1, a sekvenca gena u molekulu virusne DNK koja kodira sintezu
ovog enzima prisutna je kod svih patogenih sojeva navedenog virusa; b) nukleo-
tidna sekvenca gena za timidin-kinazu nekoliko sojeva virusa BHV1 (soj 6660, LA i
dr.) poznata je viSe godina; c) modifikovani mutanti BHV1 koji se koriste za pri-
premu vakcina kod goveda protiv ove herpesvirusne infekcije. PoSto su u vakcini
ireverzibilno atenuisani postupkom koji podrazumeva deleciju gena odgovornih
za kodiranje sinteze timidin-kinaze, kori§¢enje PCR procedure uz primenu praj-
mera za timidin-kinazu omogucava razlikovanje vakcinalnih sojeva virusa. Tako
na primer tk soj BHV1 koji poti¢e od divljih sojeva virusa koji izazivaju prirodnu in-
fekciju goveda i d) deo gena koji kodira sintezu timidin-kinaze je odvojen iz ge-
noma virusa BHV5, tako da primena odgovaraju¢eg PCR protokola uz kori§éenje
prajmera za timidin-kinazu omoguéava diferenciranje ovog virusa od virusa
BHV1. Yason i sar. (1995) su ispitivali moguénost primene lancane reakcije po-
limeraze uz koriS¢enje oligonukleotidnih prajmera za timidin-kinazu za otkrivanje
prisustva virusa BHV1 u kulturi tkiva. Veli¢ina amplifikovanih DNK produkata do-
bijenih primenom prethodno navedene metode je iznosila 183bp. Na osnovu re-
zultata ispitivanja, autori su utvrdili da je metoda PCR, kori§¢ena za otkrivanje
prisustva referentnog soja LA virusa, imala istu osetljivost kao metoda izolacije vi-
rusa u kulturi tkiva i da se uspostavljena procedura za izvodenje lan¢ane reakcije
polimeraze uz koriS¢enje prajmera za timidin-kinazu moze uspe$no koristiti u
rutinskoj dijagnostici infekcije goveda izazvane govedim herpesvirusom 1.

Uzorci nosnih briseva goveda koji su poticali sa nasih farmi teladi i
junadi su, pored izolacije na kulturi tkiva i metode lan€ane reakcije polimeraze uz
kori§¢enje prajmera za timidin-kinazu i glikoprotein B, ispitivani na prisustvo nuk-
leinske kiseline virusa BHV 1 i primenom metode Real-time PCR. Dobijeni rezultati
ispitivanja su potvrdili prisustvo govedeg herpesvirusa kod tri uzorka nosnih bris-
eva goveda (4,61%). Dobijene Ct vrednosti ispitivanih uzoraka su iznosile 30.94,
33.65 i 33.98 (slika 3).

Wang i sar. (2008) su koristili metodu Real-time PCR za detekciju
govedeg herpesvirusa 1 u uzorcima semena bikova. Uzorci semena su bili porek-
lom od prirodno i vestacki inficiranih bikova i semena poreklom od neinficiranih i
seronegativnih bikova. Ove rezultate ispitivanja autori su uporedivali sa rezul-
tatima dobijenim primenom metode izolacije virusa u kulturi tkiva i tada su ustano-
vili da je osetljivost i specificnost metode Real-time PCR veca od osetljivosti i spe-
cificnosti metode izolacije virusa na kulturi tkiva. Osetljivost metode Real-Time
PCR iznosila je 82,7% u odnosu na 53,6% metode izolacije virusa na kulturi tkiva,
a specifiénost metode Real-time PCR iznosila je 93,6%, a metode izolacije virusa
na kulturi tkiva 84,6%.
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Slika 3. Rezultati ispitivanja uzoraka nosnih briseva goveda primenom metode Real-time
PCR (OIE Mannual, 2008) /

Figure 8. Results of examinations of bovine nasal smear samples using Real-time PCR method
(OIE Mannual, 2008.

Rezultati napred navedenih ispitivanja su potvrdili da savremene mo-
lekularne metode zasnovane na lan¢anoj reakciji polimeraze (PCR i Real-time
PCR) zbog visoke osetljivosti i specificnosti imaju prednost u brzoj i pouzdanoj
identifikaciji govedih herpesvirusa u odnosu na klasi¢éne metode virusoloske di-
jagnostike.

] Zakljuéak / Conclusion

Rezultati ispitivanja su potvrdili opravdanost kori§éenja molekularnin
metoda - lancane reakcije polimeraze (PCR) i Real-time PCR za direktnu detek-
ciju i brzu identifikaciju govedeg herpesvirusa 1 u uzorcima nosnih briseva
goveda, bez prethodne izolacije virusa na kulturi tkiva i njegove identifikacije pri-
menom testa virus-serum neutralizacije. Sira primena navedenih molekularnih
metoda, zasnovanih na lan¢anoj reakciji polimeraze, omogucila bi brzu i pra-
vovremenu dijagnostiku infekcije goveda izazvane govedeim herpesvirusom 1.
Kontinuirano pracenje ove infekcije bi znacajno doprinelo spre€avanju njenog
Sirenja, a uz primenu odgovarajucih profilakti¢kih mera i uspeSnom suzbijanju
ovog oboljenja u populaciji goveda.
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ENGLISH

IMPLEMENTATION OF POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) AND REAL-TIME
PCR IN QUICK IDENTIFICATION OF BOVINE HERPESVIRUS 1

N. Mili¢, J. Nisavié, RuZica ASanin, Aleksandra KneZevi¢, Jelena A$anin,
D. Vidanovié, M. Sekler

Examinations were performed on 65 samples of nasal smeas taken from
calves and young cows with clinical symptoms of respiratory infection to determine the
presence of the bovine herpesvirus 1 using parallel implementation of molecular and stan-
dard methods of virological diagnostics. The appearance of a cytopathogenic effect (CPE)
was not established in innoculated cell lines 24h, 48h and 72h following innoculation, or af-
ter two successive pasages of the examined material sample through these cell lines. The
application of polymerase chain reaction (PCR) using a primer for glucoprotein B and
thymidine — kinasis, established the presence of bovine herpesvirus 1 nucleic acid in one
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sample of a bovine nasal smear, while the presence of this virus was established in three
samples in an examination of the nasal smear samples using the Real-Time PCR method.

Key words: bovine herpesvirus 1, PCR, Real-Time PCR

PYCCKUA

NMPUMEHEHUE LIEHHQI7I PEAKLUWU NOJIMMEPAS3bI (LIPM) N METO/bl REAL-TIME
LPMN B BbICTPOU UAEHTU®UKALIMN TOBAXXEIO FrEPNECBUPYCA |

H. Munwy, N. Huwaswy, Pyxwuuya AwaHuH, AnekcaHgpa KHexeBuy, EneHa AwaHuH,
A. BupaHoswuy, M. Leknep

COBOKYMHO UCMbITbIBAHO 65 06pa3yMKOB HOCOBbLIX Ma3KOB, COOpPaHHbIX U3
TENAaT M 6bl4KOB (TENMOK) C KNIMHUYECKUMU CUMATOMaMU PECNMPaTOPHON NHPEKUMN Ha
NPUCYTCTBME FOBSHKErO reprnecaupyca | cpaBHUTENbHBIM MPUMEHEHUEM MOSEKYNSIPHBIX 1
CTaHAapTHbIX METOL4OB BUPYCONOrMHECKON AWArHOCTUKW. Y WHOKYNIMPOBAaHHbIX Krie-
TOYHBIX JIMHUIA HE YCTaHOBIIEHO SBNEHME yuTonaTtoreHHoro adhdpekTa (LMN3-) nocne 24 v,
48 4. N 72 4. OT VMHOKYNAUMM HW Mocne ABa criedylowmx Apyr 3a ApyroM naccaxa
06pa3ymnKOB MCMbITbIBAHHOIO MaTepuana 4Yepes npMBeéHHbIe KNeTo4Hble nuHun. MNpu-
MEHeHMeM LienHomn peakummn nonumMepasbl (LIPT) npy nonb3oBaHumn npanMepos ANs riu-
KOMPOTEVH B 1 TUMUAWMH-KMHA3bI, YTBEPXXAEHO MPUCYTCTBUE HYKIIEMHOBOW KMWCIOThI
roBsKEro reprnecsupyca u B 04HOM 06pas3ynke HOCOBOro Maska, Moka MCMbITbIBaHNEM
npuBeAEHHbIX 06Pa3YMKOB HOCOBbLIX MAa3KOB KPYMHOro poraToro ckota metogom Real-
Time npucyTcTBME YNOMSAHYTOrO BMpyca YCTaHOBJIEHO Yy TPEX 06Pa3HMKOB.

KntoueBble crnosa: roespkui repnecsupyc |, LIPT, Real-Time LIPT
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IDENTIFICATION OF HISTAMINIC (H;-TYPE) RECEPTORS

IN SMALL INTESTINE OF BROILERS BY APPLICATION OF

HISTAMINE AND SOME OF ITS AGONISTS AND

ANTAGONISTS®

UTVREDIVANJE HISTAMINSKIH RECEPTORA H; TIPA U TANKOM
CREVU BROJLERA PRIMENOM HISTAMINA 1 NEKIH NJEGOVIH

AGONISTA I ANTAGONISTA

Indira Mujezinovié, V. Cupié, A. Smajlovi¢, M. Muminovi¢**

*

Histamine is a biologically active amine (biogenic amine) that has
a broad spectra of physiologic and pathologic reactions in the organ-
ism. Its effects are shown through 4 types of specific receptors (H,, H,,
H,and H,). Histamine is one of the main causes of intestine disorders
and the occurrence of diarrhoea, both of which are very common in
broilers. Whilst there is no information in scientific literature about the
presence of histaminic receptors in smooth muscles of the small intes-
tine wall of broilers (duodenum, jejunum and ileum), we tried to deter-
mine their presence, distribution and type in this kind of muscles. Inves-
tigations were carried out on isolated smooth muscles of the circular
and longitudinal layer of the broiler small intestine (strip dimension 3-4
mm x 2 cm). The muscle strip was then placed in an isolated organ
bath and the contractions obtained were registered with isometric
transducers on a two-channel printer.

This was done following the addition of histamine, betahistine (H,
agonist), and mepiramine (H, antagonist). Muscle vitality was checked
by adding acethylcholine chloride. Using the obtained results, it can
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cine, University of Sarajevo, Bosnia and Herzegovina; Dr Vitomir Cupi¢, professor, Depart-
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grade, R Serbia; A. Smajlovi¢, dr sci. med. vet. Mehmed Muminovi¢, Department of Pharma-
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be concluded that H, types of histaminergic receptors are present in
smooth muscles of the small intestine of broilers.

Key words: broilers, histamine, histaminic receptors, isolated smooth
muscles, small intestine

Introduction / Uvod

Histamine is a basic amine, 2-(4-imidazolyl)-ethyl-amine and its for-
med from the decarboxylation of the amino acid histidine by a specific enzyme
histidine decarboxylase. This enzyme is present in all cell types that contain hista-
mine. Histamine is found in most mammalian tissues, but it is present in a high
concentration in the lung, in the skin and in the gastrointestinal tract. At the cellular
level, it is found largely in mast cells and basophils, associated with heparin (Ad-
ams, 2001; Hadzovi¢ and Muminovi¢, 2001), and histaminocytes (non-mast-cell
histamine) which occurs in the mucosa of the stomach and in histaminergic neu-
rons in the brain. Histamine has a broad spectra of physiologic and pathologic re-
actions in the organism. In the presence of histamine different animals have a dif-
ferent reaction. This amine is released from mast cells by exocytosis during in-
flammatory or allergic reactions, and itis involved in inflammation, anaphylaxis, al-
lergies, it regulates gastric secretion and has a role as a neurotransmitter (Hard-
mann and Limbird, 2001; Leurs and Timmerman, 2005; Rang et al., 2007).

Histamine produces its action by the effect on specific histamine (H)
receptors, which are of the four main types Hy, Hy Hj (Cupi¢ et al., 2007;
HadZovi¢, 2000; Hill et al., 1997; Ramirez, 2003) and H, (Hardmann and Limbird,
2001; Rang et al., 2007), and these receptors are present all over the body. Hy-
receptors are distributed in a wide variety of tissues including: mammalian brain,
smooth muscle from the airways, the gastrointestinal, the genitourinary and the
cardiovascular system, adrenal medulla and endothelial cells and lymphocytes
(Hadzovi¢ and Muminovi¢, 2001; Hill et al., 1997; Ramirez, 2003), and they have a
role in allergy (Ramirez, 2003). H, receptors are present in the brain, gastric cells,
cardiac tissue and in cells of the immune system. Histamine H,-receptors have a
potent effect on gastric acid secretion (Charbon, 1980, Cupié etal., 2007; Rang et
al., 2007). H,-receptor-mediated smooth muscle relaxation has been documented
in airways (Hemming et al., 2000). H; receptors have been found in the lung, in
several brain regions, (Cupié etal., 2007; Rang et al., 2007), in the cardiovascular
system, in mast cells of the stomach and enterochromaffin cells of the small intes-
tine (Hill et al., 1997). H, shows the highest expression in the brain and nervous
tissues, in peripheral blood, in the bone marrow and in leukocytes, and moderate
expression in spleen, thymus, lung, small intestine, colon and heart (Gantner et
al., 2002; Zhu et al., 2001).

Histamine appears to be one of the major causes of disturbances of
normal intestine function and diarrhoea. This is very often the case in broiler
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chicken. The lack of knowledge of the existence of H; receptors types in the
smooth muscle of the broiler small intestine induced us to try to establish their
presence in this tissue using H; agonists and antagonists. Our opinion is that the
obtained results could be taken as a basis for possible introduction of novel offici-
ant drugs in the therapy of disturbed function of the broiler intestine.

Material and methods / Materijal i metode rada

Acetylcholine, histamine (nonselective agonist of H receptors), beta-
histine (selective H; agonist) and mepiramine (H, antagonist) were obtained from
the Sigma Chemical Co. (Germany). Poultry (broilers) were obtained from private
farms in Bosnia and Herzegovina and acclimatized for about 2-3 days, with food
and water avialable ad libitum.

The experiments were performed with the smooth muscle of the circu-
lar and longitudinal layers from the broiler small intestine (strip dimension 3-4 mm
x 2 cm). Segments were placed in a 10 ml bath for isolated organs filled with Krebs
bicarbonate solution (composition in mM: NaCl 118,4; KCI 4.7; CaCl, 2.5; MgSO,
1.2; NaHCO; 25; KH,PO, 1.2 and glucose 11.5; pH 7.3-7.4), gassed with 95% O,
and 5% CO, and maintaned at cca 40 °C. Tissues were suspended under a rest-
ing tension of 2 g and were allowed to equilibrate for 45-60 minutes. Contractions
were recorded with an isotonic force transducer (Ugo Basile, 7003, Italy) coupled
to a pen recorder (Ugo Basile, 7050). The sensitivity of the tissues to acetylcholine
(107 M) was tested before starting the experiments. All experiments were re-
peated on five to six different preparations obtained from different animals. Seg-
ments of small intestine were incubated with histamine, and its agonists, betahis-
tine and dimaprite-dihydrochloride for 1 minute and the time between two applica-
tions was 20 minutes. The antagonist mepiramine was added to the bath 3-4 min-
utes before the agonists.

Results / Rezultati

Results are expressed as percentages of the maximum response (ex-
pressed as 100%) produced by histamine on the longitudinal layer of the smooth
muscle of broiler duodenum with a histamine concentration of 1073 M.

Histamine (in concentrations of 10~ to 103 M) and betahistine (in
concentrations of 10 to 1072 M) induced dose-dependent contraction in the iso-
lated broiler small intestine (duodenum, jejunum and ileum). The circular layer of
the smooth muscle of the small intestine showed lower sensitivity to histamine
and its agonist betahistine in equal concentrations as in the longitudinal layer
(Figures 1, 2 and 3).

In the experiment designed to investigate the effects of the antagonist
of H, receptor type mepiramine (in concentrations of 10 M and 10~5 M) antago-
nized betahistine-induced contraction at a concentration of 103 M (Figure 4).
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Figure 1. Effect of various concentrations of histamine (107 -10-3 M) and betahistine (10 -
103 M) on circular and longitudinal layer of smooth muscles of broiler duodenum /

Slika 1. Uticaj razlicitih koncentracjja histamina (10-"-10-3M) I betahistina (10-9-10-3 M) na cirkularni 1 longi-
tudinalni sloj glatkih misica u duodenumu brojlera
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Figure 2. Effect of various concentrations of histamine (107 -10-3 M) and betahistine (107 -
103 M) on circular and longitudinal layer of smooth muscles of broiler jejunum /

Slika 2. Uticaj razlicitih koncentracija histamina (10-7-10-3 M) i betahistina (10-5-10-3 M) na cirkularni i longi-
tudinalni sloj glatkih misica u jejunumu brojlera
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Figure 3. Effect of various concentrations of histamine (107 -10-3 M) and betahistine (10 -

103 M) on circular and longitudinal layer of smooth muscles of broiler ileum |

Slika 3. Uticaj razlicitih koncentracija histamina (10-"-10-3M) i betahistina (10--10-3M) na cirkulani i longitu-
dinalni sloj glatkih misica ileuma brojlera
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Figure 4. Contractile effect of betahistine (B) on smooth muscles of duodenum alone and in

presence of mepiramine (B+M) in concentrations of 106 M (1) and 10°M (2) /

Slika 4. Kontraktilni efekat samog betahistina (B) na glatke misice duodeuma 1 u prisustvu mepiramina (B+M) u
koncentracjjama od 10-5M (1) i 10-°M (2)
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Discussion and Conclusion / Diskusija i zakljuéak

In our experiments, the circular layer of the smooth muscle of the
broiler small intestine (duodenum, jejunum and ileum) showed considerably
lower sensitivity to histamine and betahistine used in equal concentrations as in
the longitudinal layer.

In the first part of our experiment we used histamine (non-selective H
agonist) in concentrations from 107 to 103 M. Using the obtained results, it can be
concluded that histaminergic receptors are highly present in the smooth muscle
in circular and longitudinal layers of the broiler small intestine. With the increase in
concentration, we obtained responses in the form of stronger (higher) intensity
contractions, which shows the presence of a dose-response relationship.

In the next part of our experiment, we attempted to find which kind of
type H receptors are present in the smooth muscle of circular and longitudinal lay-
ers of the broiler duodenum. We used betahistine (H; agonist) in concentrations
from 10 to 103 M. In this in vitro study, betahistine evoked dose-dependent con-
tractions on the circular and longitudinal layers of the smooth muscle of the broiler
small intestine (duodenum, jejunum and ileum). Longitudinal muscles displayed
at least 30% lower sensitivity to the same betahistine concentration than to hista-
mine.

The betahistine effects (at a concentration of 103 M) on both layers of
the duodenum was blocked by mepiramine (H; antagonist) at concentrations of
10" and 10°% M. Using the obtained results, it can be concluded that the H, type of
receptor is present in the smooth muscle of both layers of the broiler duodenum.
We obtained similar results on the other parts of the broiler small intestine (jeju-
num and ileum).

Summarizing all the effects in this assay, it can be concluded that Hy
type receptors are present in the smooth muscles of the broiler small intestine
(duodenum, jejunum and ileum), especially in the longitudinal smooth muscle
since this layer reacted with contractions even to a low histamine concentration
(107). In light of these findings, we suggest that assay substances may have con-
siderable physiological and therapeutic implications in disturbed functions of the
small intestine of broilers.
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SRPSKI

UTVRDIVANJE HISTAMINSKIH RECEPTORA H, TIPA U TANKOM CREVU
BROJLERA PRIMENOM HISTAMINA | NEKIH NJEGOVIH AGONISTA |
ANTAGONISTA

Indira Mujezinovié, V. Cupié, A. Smajlovié, M. Muminovié

Histamin je bioloski aktivni amin (biogeni amin) koji ima Sirok spektar fizio-
loskih i patolo$kih delovanja u organizmu. Svoje delovanije ispoljava preko Cetiri tipa spe-
cifiénih receptora (H,, H,, H;i H,). Histamin je jedan od glavnih uzroka poremecaja funkcije
crevainastanka proliva, koji su kod brojlera Cesti. Po$to u stru¢noj literaturi nema podataka
o zastupljenosti histaminskih receptora u glatkoj muskulaturi zida tankog creva (duode-
numa, jejunuma i ileuma) brojlera, pokusali smo utvrditi njihovu zastupljenost, distribuciju i
vrstu u ovoj muskulaturi. Ispitivanja su vr§ena na izoliranoj glatkoj muskulaturi cirkularnog i
longitudinalnog sloja sva tri dela tankog creva brojlera (strip dimenzija 3-4 mm x 2 cm).
Misi¢ni strip je postavljen u kupatilo za izolirane organe, a izazvane kontrakcije su regis-
trovane na dvokanalnom pisa¢u izometrijskim transdjuserima, nakon dodavanja his-
tamina, betahistina (H, agonist) i mepiramina (H, antagonist). Vitalnost glatke muskulature
tankog creva brojlera smo proveravali dodavanjem acetilholina. Na osnovu dobijenih rezu-
lata se moze zakljuciti da su histaminergicni receptori H, tipa zastupljeni u glatkoj muskula-
turi sva tri segmenta tankog creva brojlera.

Klju€ne reci: brojleri, histamin, histaminski recepotri, izolovana glatka muskulatura,
tanko crevo
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PYCCKUA

YTBEP)XXAEHWE TMCTAMWHBIX PELIEMTOPOB I'l TUMNA B TOHKOM KULLKE
BEPOUNEPOB NPUMEHEHUEM T’MCTAMUHA U HEKOTOPBLIX EFO ATOHUCTOB U
AHTAITOHUCTOB

UHgupa MyeauHoBuy, B. Hynu4, A. CmannoBu4, M. MymuHoBuY

McTammH 6GMONOrMYECKUA aKTUBHBIA aMUH (BUOFEHHbIN aMUH), MMEHOLLMIA
LUMPOKUIA CMEKTP (PM3NOMOrMHECKNX U NAaTONOMMHYecKux AevcTeun B opraHuame. CBoé
OencTBme NposiBNSeT Yepes YeTbipe Tuna cneumduydeckmx peuentopos (M1, M2, M3 nr4).
'McTamuH ogHa M3 rnaBHbIX NPUYUH PACCTPONCTB (DYHKLMM KULLIOK U CTAHOBIEHNS MOHO-
COB, KOTOpble Y 6pOMNIepoB HacTble. Tak Kak B cneuvanbHON nuTepaType HeT AaHHbIX O
NpeAcTaBeHHOCTU MMCTaMMHbIX PEeLenTopoB B rNaafkon MycKynaType CTEHKU TOKOM
KWWK (ABEHaaLaTUNepCcTHOM, ToWwen 1 noaB340WHON) 6pONNepoB, Mbl NOMbITanM yT-
BEPAWTb X NPEeACTaBUTENbCTBO, AUCTPUOYLMIO U BUA B 9TOW MycKynaType. cnbiTaHns
COBEpLUEHbl HA W30/MPOBAaHHOW MafKoN MyCKynaType UMPKYMASPHOrO M MPOAOSbHIO
CNosiX BCeX TPEX YacTel TOKOW KULIKU 6ponnepoB (CTpun pa3mepoB 3-4 MM X 2 LM).
MbILWeYHbIN CTPMN NOCTaBMEH B BaHHYIO AN M30NMPOBAaHHbIX OPraHoB, a Bbl3BaHHbIE
KOHTpaKLu1 perncTpupoBaHbl Ha ABYKaHarbHOM MUCYUKE W3OMETPUHECKUMWU TpaHC-
arocepamu, nocrne gobasneHns ructammHa, 6etaructuHa (I aroHmcT) n menmpamuna (M
aHTaroHucT). ButanbHOCTL rMaakon MyckynaTypbl TOHKOW KULLKM 6pOnNnepoB Mbl Npo-
BepAnu gobaBneHnem aueTunxonvHa. Ha OCHOBE MonyyYeHHbIX pe3ynbTaToOB MOXXHO
cAenartb BbIBOJA, YTO rMcTamuvHeprnyeckue peuentopsbl 1 Tuna npegctasneHbl B rnag-
KOW MyCKynaType BCex TPEX CErMEHTOB TOHKOWN KULLKM 6pONepoB.

KnioueBble croBa: 6poisiepbl, TMCTaMUH, TMCTaMUHbIE PeLienTopbl, N30/IMpOBaHHast
rnagkas Myckynartypa, TOHKas Kulka
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KOMPARATIVNO ISPITIVANJE EFIKASNOSTI EUGENOLA I

BENZIL-BENZOATA U TERAPIJI SUGE OVACA®
INVESTIGATION OF COMPARATIVE EFFICACY OF EUGENOL AND
BENZYL BENZOATE IN THERAPY OF SHEEP MANGE

Milanka Jezdimirovié, Nevenka Aleksié, Biljana Radojicié™

*

Ispitivana je akaricidna efikasnost, podnosljivost i bezbednost
eugenola (10 i 20 %) u leCenju sarkoptes-suge ovaca. Rezultati ispiti-
vanja uporedivani su sa odgovaraju¢im podacima dobijenim posle pri-
mene benzil-benzoata (25 %) primenjivanog na isti nacin u leCenju
suge ovaca. Tretiranje ovaca je obavljeno tri puta u vremenskom inter-
valu od po sedam dana. U cilju provere efikasnosti primenjenih lekova
uzorci koZe su uzimani 7 dana posle svakog tretmana, kao i 28 dana po-
sle tre¢eg tretmana. Promene na koZi izazvane Sugarcima su kvantifik-
ovane, na osnovu ¢ega je odredivan klini¢ki skor (mean recovery re-
sponse, MRR). KliniCka efikasnost lekova procenjivana je na osnovu
poviaenja klinic¢kih simptoma Suge kao i na osnovu broja prisutnih
sugaraca u uzorcima strugotine koZe. Eugenol u koncentraciji od 10 %
posle prvog tretmana nije imao zna¢ajno manju efikasnost u odnosu na
vec¢u koncentraciju. Posle drugog tretmana efikasnost eugenola od
20 % bila je statisti¢ki znaCajno veca u odnosu na nizu koncentraciju,
Sto je dokazano i 7 i 28 dana nakon tre¢eg tretmana. Eugenol je u kon-
centraciji od 10 % imao statisti¢ki znadajno vecu efikasnost od benzil-
benzoata u terapiji Suge ovaca, kako posle prvog, tako i posle drugog i
tre¢eq tretmana. Proverom efikasnosti benzil-benzoata posle 4 nedelje
od tre¢eg tretmana dokazano je da je ona i dalje znac¢ajno manja u od-
nosu na eugenol u koncentraciji od 10 %. Efikasnost eugenola u kon-
centraciji od 20 % u leCenju sarkoptes-suge ovaca bila je statistiCki
znacajno veca u odnosu na efikasnost eugenola u koncentraciji od
10 %, kao i benzil-benzoat, i posle drugog tretmana i posle 7 i 28 dana
posle treceg tretmana. Tokom trokratne primene eugenola u koncentra-
cijiod 10i 20 % i benzil-benzoata u koncentraciji od 25 % nisu zapaZeni
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bilo kakvi znaci lokalne i sistemske nepodnosijivosti kod tretiranih
ovaca.

Kljuéne reci: eugenol, benzil-benzoat, Suga, Sarcoptes scabiei, ovce

Uvod / Introduction

Suga se svrstava u grupu najznadajnijih parazitskih infekcija ovaca,
kako po ucestalosti pojave i broju Zivotinja koje su inficirane, tako i po tezini
klinickih manifestacija. Razlikuju se sarkoptes-Suga prouzrokovana vrstom Sar-
coptes scabiei, psoroptes-Suga koju izaziva Psoroptes ovis i horioptes-Suga, Ciji
je uzro¢nik Chorioptes bovis (Hosie, 2010; Taylor i sar., 2007; Aleksi¢, 2009).

Za preveniranje i leCenje Suge kod ovaca koriste se brojni lekovi
razli¢itih hemijskih grupa, na primer organofosfati (diazinon), avermektini (iver-
mektin, doramektin), milbemicini (milbemicin, milbemicin-oksim, moksidektin) i
sintetski piretroidi (permetrin, cipermetrin, deltametrin, fenvalerat) (O’Brien i sar.,
1996; Sekarisar., 1997; O'Brien i sar., 1999; Fthenakis i sar., 2000; Byron i Lindsay,
2001; Jezdimirovi¢, 2010). Mnogi od ovih lekova imaju nisku selektivnu tok-
siénost, nedovoljnu biocidnu aktivnost ili su izazivaci parazitoza manje osetljivih ili
rezistentnih na neke od njih. Odredeni predstavnici ektoantiparazitika ne prime-
njuju se kod Zivotinja ¢ije se meso i mleko koriste za ishranu ljudi jer za njih nije us-
tanovljen maksimalni nivo rezidua (MRL) u mesu i mleku (fipronil, propoksur) ili je
njihova primena u ove svrhe zabranjena (lindan, karbaril). To su razlozi zbog kojih
se intenzivno radi na sintezi i ispitivanju lekovitih supstanci biljnog porekla sa po-
tencijalnim ektocidnim dejstvom koje bi se moglo iskoristiti u terapiji ektoparazi-
toza kod farmskih zivotinja. Bilo je pokus$aja le€enja i preveniranja Suge eteri¢nim
uljima poreklom od razli¢itih biljaka (Fajimi i Taiwo, 2005): Eugenia caryophyllata
(karanfili¢) (Jezdimirovi¢ i sar., 2006), Cedrus deodara (kedar) (Sharma i sar.,
1997), Cinnamomum zeylanicum (cimet) (Fichi i sar., 2007), Azadirachta indica
(nim) (Tabassama i sar., 2008), Vitellaria panadoxa (vrsta tropske drvenaste biljke)
(Fajimi i sar., 2002b), Aloe variegata (Fajimi i sar., 2002a).

S obzirom na to da smo nasim ranijim ispitivanjima dokazali zadovol-
javajuéu efikasnost i bezbednost eugenola u terapiji Suge svinja (Jezdimirovic i
sar., 2006), zeleli smo da ih ispitamo i kod Suge ovaca prouzrokovane Sarcoptes
scabiei var. ovis.

Materijal i metode / Material and methods
Ogled je izveden na ukupno 24 ovce, meleza dobijenih ukrstanjem

svrljiSkog soja pramenke i rase merino, starosti od jedne do tri godine, poreklom
sa privatne farme u okolini Mero$ine. Zivotinje su drzane u ov€arnicima.
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Ovce kod kojih je ustanovljena infekcija izdvojene su iz stada i podel-
jene u Cetiri grupe od po Sest zivotinja metodom slu¢ajnog izbora, bez obzira na
broj mesta i veli¢inu povrSine koze zahvaé¢ene Sugom. Kontakt izmedu pojedinih
grupa inficiranih Zivotinja bio je onemoguéen. Identitet svake pojedinacne ovce
utvrdivan je na osnovu broja na usnoj markici.

U cilju provere efikasnosti eugenola i benzil-benzoata i statistiCke
obrade podataka neophodno je bilo da se promene na kozi izazvane Sugarcima
kvantifikuju, odnosno da se dobije klini¢ki skor. U tu svrhu primenjena je skala po
Sharma i sar. (1997).

Kod inficiranih ovaca registrovane su slede¢e promene:

1 - crvenilo koze sa intenzivnim svrabom;

2 - odsustvo krasta, vlazne lezije sa obilnom eksudacijom;
3 - suve lezije sa krastama i gubitkom dlake;

4 - zadebljala, naborana koZa sa hiperkeratinizacijom.

Kod tretiranih ovaca registrovane su slede¢e promene:
1 - nepromenjeno stanje;

2 - suve lezije i odsustvo ¢eSanja;

3 - pocetak smanijivanja lezija i rasta dlake;

4 - znacajan rast dlake, glatka koza;

5 - kompletan oporavak.

Strugotina koZe uzimana je skalpelom sa viSe promenjenih mesta na
glavi, uSima, aksilama i preponama ovaca suspektnih na sarkoptes-Sugu. Uzor-
kovanije strugotine koze obavljeno je ukupno pet puta, odnosno prvi put (u cilju di-
jagnostike Suge) dva dana pre aplikacije lekova, 7, 14, 21. i 42. dana (Cetiri nedelje
od poslednje aplikacije).

Uzorci za pregled dobijeni su struganjem koze sa granice izmedu
promenjenih i zdravih mesta (ukupno tri mesta na svakoj ovci), sa povrsine od
3 cm? (Fthenakis i sar., 2001). Na skalpel je prethodno bila naneta manja koli¢ina
glicerina da bi se sprecilo rasipanje sakuplijenog materijala. Koza je strugana do
prve pojave kapljica krvi. Uzorci su pregledani u roku od 6 h od uzimanja, meto-
dom kuvanja (KOH i destilovana voda). Posle 10 minuta centrifugiranja, sediment
je suspendovan u destilovanoj vodi, ponovo centrifugovan i sediment pregledan
svetlosnom mikroskopijom (uveli¢anje 100 puta). Na osnovu prisustva Sarcoptes
scabiei var. ovis postavljena je dijagnoza. Determinacija vrste uradena je na os-
novu morfometrijskih osobina akarina.

Klinicka efikasnost eugenola i benzil-benzoata u le¢enju sarkoptes-
Suge ovaca procenijivana je na osnovu povlacenja klinickih simptoma Suge (mean
recovery response, MRR), kao i na osnovu broja prisutnih Sugaraca u uzorcima
strugotine koze. MRR je odredivan na osnovu prosecne vrednosti klinickog skora
dobijenog kod inficiranih, odnosno tretiranih ovaca svake grupe. Efikasnost tret-
mana procenjivana je na osnovu formule (Khan i sar., 1998):
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br. Sugarca pre tretmana — br. Sugarca posle tretmana /

ET(%) = number of mites before treatment — number of mites after treatment % 100
br. Sugarca pre tretmana /
number of mites before treatment

Svi inficirani delovi tela ovaca (glava, usi, aksilarni i ingvinalni predeo)
pre nano$enja lekova najpre su osiSani i natopljeni mlakom vodom. Posle susenja
(oko 10 min) ovi delovi tela su prskani do potpunog kva$enja ispitivanim emulzi-
jama lekova. Za svaku zivotinju utro$eno je od 50 do 100 ml emulzije. Ispitivanje
efikasnosti eugenola i benzil-benzoata u le¢enju sarkoptes-Suge ovaca obavljeno
je trokratnom aplikacijom emulzija akaricida u razmaku od 7 dana. Ovce su treti-
rane 0, 7. i 14. dana ogleda.

Prva grupa ovaca bila je kontrolna i tretirana je vehikulumom (2 %
te¢nog parafina i 98 % fizioloSkog rastvora natrijum-hlorida).

Druga grupa ovaca tretirana je emulzijom eugenola u koncentraciji od
10 %, prskanjem promenjenih mesta na kozi pomocu plasti¢nih prskalica.

Treéa grupa prskana je emulzijom eugenola u koncentraciji od 20 %
na isti nacin.

Cetvrta grupa ovaca tretirana je emulzijom benzil-benzoata (25 %).

Tretiranje je obavljeno 10 % i 20 % rastvorom eugenola (Eugenol 98 %
sol, Sigma-Aldrich). Rastvor eugenola dobijen je mesanjem 10, odnosno 20 ml
etanolnog rastvora eugenola sa odgovarajuéom koli¢inom emulzije koja se sas-
toji od 2 % te¢nog parafina i 98 % fizioloskog rastvora natrijum-hlorida.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Benzil-benzoat je primenjen u obliku emulzije gotovog preparata As-
cabiol 25 % (Aventis Pharma Ltd, Velika Britanija).

Tezina kliniCke slike sarkoptes-Suge ispitivanih ovaca u svim grupama
bila je priblizno ista. U Tabeli 1 prikazane su prose¢ne vrednosti promena izazva-
nih Sugarcima, izrazene na osnovu skale po Sharma i sar. (1997).

Tabela 1. Prosec¢ne vrednosti parametara za procenu teZine klinickih simptoma sarkoptes-
sSuge ovaca (prema skali Sharma i sar., 1997) |

Table 1. Average values of parameters for evaluating clinical symptoms of sarcoptes-mange in sheep
(according to Sharma et al, 1997)

Grupe / Tretman / Srednja vrednost klinickog skora = SD /
Group Treatment Mean value of clinical score = SD
Kontrola / Control Vehikulum / Vehicle 3,42+0,80
| grupa / Group I Eugenol 10 % 3,08+0,90
Il grupa / Group II Eugenol 20 % 3,00+1,00
Il grupa / Group IIl |Benzil-benzoat / Benzyl-benzoate 25 % 3,33+0,57
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Razlike u numeri¢kim vrednostima dobijene procenjivanjem klini¢kih
parametara tezine kliniCke slike sarkoptes-Suge ovaca izmedu pojedinih grupa
ovaca nisu bile statisti¢ki znacajne (P>0,05).

U kontrolnoj grupi ovaca klini¢ka slika Suge nije se zna¢ajno prome-
nila tokom perioda posmatranja.

U grupi ovaca tretiranih eugenolom u koncentraciji od 10 % posle prve
aplikacije, vrednost MRR iznosila je 1,50+0,37, a efikasnost 52,0 %. Oc€igledno je
da jednokratna primena eugenola u koncentraciji od 10 % ima minimalnu efikas-
nost u terapiji sarkoptes-Suge ovaca. Vrednost MRR posle druge aplikacije ove
koncentracije eugenola bila je neSto ve¢a u odnosu na prethodnu (2,00+0,42)
(65,5 %, Tabela 2), §to vazi i za efikasnost tretmana (Tabela 3). Sedam dana posle
trece primene eugenola (21. dan) do$lo je do daljeg poboljSanja klinicke slike
Suge (MRR=2,66+0,23), a efikasnost trokratnog tretmana eugenolom iznosila je
84,0 %. Cetiri nedelje posle poslednje primene eugenola u koncentraciji od 10 %
kliniCki skor je bio najveéi u poredenju sa prethodna tri (3,56+0,58), kao i efikas-
not le€enja (89,6 %). Jednokratna i dvokratna primena eugenola u koncentraciji
od 10 % ne daje zadovoljevajucu efikasnost. Tek nakon tre¢e primene ispitivana
koncentracija daje relativno zadovoljavajucu efikasnost, koja je statisti¢ki znacaj-
no veéa u poredenju sa efikasno$¢u benzil-benzoata (25 %), kako posle nedelju
dana, tako i posle Cetiri nedelje od poslednje, tre¢e, primene. Primetno je da se sa
ponavljanjem tretmana povecava efikasnost eugenola u le€enju sarkoptes-Suge.

Tabela 2. Prosec¢ne vrednosti parametara za procenu povlacenja klini¢kih simptoma
sarkoptes-Suge ovaca posle primene lekova (MRR, prema skali Sharmai sar., 1997) /

Table 2. Average values of parameters for evaluating withdrawal of clinical symptoms of sarcoptes-mange in
sheep following drug application (MRR, according to Sharma et al, 1997)

Grupa / 7.dan/ 14.dan/ 21.dan/ 42.dan/
Group 7th day 14th day 21st day 42nd day
Kontrola / Control 0,00+0,00 a 0,12+0,00 a 0,33+0,15a 0,48+0,40 a
| 1,50+0,37 b 2,00+0,42 b 2,66+0,23 b 3,56+0,58 b
1l 1,85+0,50 b 3,41+0,45c¢C 3,89+0,25 c 4,00+0,00 c
1} 0,870,112 ¢ 1,00£0,25d 2,00+0,16 d 2,62+0,22 d

Razlike izmedu srednijih vrednosti oznacenih istim slovom u svakoj pojedinac¢noj koloni nisu statisticki
znadajne (P>0,05) / Differences between mean values marked with same letter in each individual column are
not statistically significant (P>0.05)

Znacajno bolja efikasnost u le¢enju Suge posle prvog tretmana pos-
tignuta je primenom eugenola u koncentraciji od 20 %, u poredenju sa 10 % kon-
centracijom eugenola i benzil benzoatom. Posle drugog tretmana eugenola u
viSoj koncentraciji (20 %) MRR iznosio je 3,41+0,45, a efikasnost 90,5 %. Efikas-
nost eugenola primenjenog u viSoj koncentaciji bila je znac¢ajno veéa u poredenju
sa nizom, kao i sa benzil-benzoatom. Sedam dana od poslednjeg tretmana (21.
dan ogleda), MRR je dostigao vrednost od 3,89+0,25, a kliniCka efikasnost
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eugenola (20 %) iznosila je 100 %, Sto su bili signifikantno bolji rezultati u le¢enju
Suge ovaca u odnosu na rezultate dobijene posle primene nize koncentracije
eugenola ili benzil-benzoata. Cetiri nedelje posle tre¢eg tretmana (42. dan) efikas-
nost eugenola u koncentraciji od 20 % ostala je nepromenjena, a MRR je iznosio
maksimalnih 4,00+0,00.

Tabela 3. Efikasnost eugenola u koncentraciji od 10i 20 % i benzil-benzoata u koncentraciji
od 25 % u lec¢enju sarkoptes-Suge ovaca /

Table 3. Efficacy of eugenol in concentrations of 10 and 20 % and benzyl-benzoate in a concentration of 25 % in
treatment of sarcoptes-mange in sheep

Grupa / 7.dan/ 14.dan/ 21.dan/ 42.dan/
Group 7th day 14th day 21st day 42nd day

| (eugenol 10 %) /

I (eugenol 10 %) 52,0 % 65,5 % 84,0 % 89,6 %
Il (eugenol 20 %) /

17 (eugenol 20 %) 78,6 % 90,5 % 100,0 % 100,0 %
Il (benzil-benzoat 25 %) / 49.8% 62,3 % 827 % 88.7 %

11T (benzyl-benzoate 25 %)

Tokom ponavljane primene eugenola u koncentraciji od 10 i 20 % i
benzil-benzoata u koncentraciji od 25 % nisu zapazeni znaci lokalne i sistemske
toksi¢nosti kod tretiranih ovaca.

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu rezultata ispitivanja akaricidne efikasnosti eugenola u kon-
centraciji od 10i 20 % u terapiji sarkoptes-Suge ovaca moze se zakljuciti sledece:

Eugenol u koncentraciji od 10 % posle prvog tretmana sarkoptes-
Suge ovaca nema znacajno manju efikasnost u odnosu na veéu koncentraciju.
Posle drugog tretmana efikasnost eugenola u koncentraciji od 20 % je statistiCki
znacajno vec¢a u odnosu na nizu koncentraciju, $to je dokazano i 7 i 28 dana od
treceg tretmana.

Poredenjem efikasnost benzil-benzoata u koncentraciji od 25 % sa
eugenolom u koncentraciji od 10 % moze da se zakljuci da eugenol ima statisticki
znacajno vecu efikasnost u terapiji Suge ovaca, kako posle prvog, tako i posle
drugog i tre¢eg tretmana. Proverom efikasnosti benzil-benzoata posle Cetiri ne-
delje od tre¢eg tretmana moze da se zakljuci da je ona i dalje zna¢ajno manja u
odnosu na eugenol u koncentraciji od 10 %.

Efikasnost eugenola u koncentraciji od 20 % u leCenju sarkoptes-Suge
ovaca bila je statistiCki znacajno ve¢a u odnosu na eugenol primenjen u koncen-
traciji od 10 %, kao i benzil-benzoat posle drugog tretmana i 7 i 28 dana nakon
treceg tretmana.
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Tokom trokratne primene (u vremenskim intervalima od po sedam

dana) eugenola u koncentraciji od 10 i 20 % i benzil-benzoata u koncentraciji od
25 % nisu zapazeni bilo kakvi znaci lokalne i sistemske nepodnosljivosti kod treti-
ranih ovaca.

Aktivni sastojak etericnog ulja, eugenol, ima prednost nad benzil-

benzoatom u terapiji sarkoptes-Suge ovaca jer je pokazao znacajno bolju efikas-
nost, zbog ¢ega moZe da se preporuci kao jedan od ektocida za kontrolu i le¢enje
ovog oblika Suge.

10.

11.
12.

13.

14.

15.
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ENGLISH

INVESTIGATION OF COMPARATIVE EFFICACY OF EUGENOL AND
BENZYL BENZOATE IN THERAPY OF SHEEP MANGE

Milanka Jezdimirovi¢, Nevenka Aleksi¢, Biljana Radojici¢

The acaricide efficacy, tolerance and safety of eugenol (10 and 20 %) in the
treatment of sarcoptic mange in sheep have been investigated. The results were compared
with those corresponding for benzyl benzoate (25 %), which was applied to sheep in the
same way. The treatment was applied on sheep three times in one-week intervals. Skin
scrapings were sampled seven days after each treatment, as well as twenty-eight days fol-
lowing the third one. The changes on the skin were quantified and the mean recovery re-
sponse (MRR) was calculated. The clinical efficacy was assessed according to the MRR
and the number of mites in the samples. Following the first treatment 10 % eugenol was not
significantly less efficacious in comparison with the higher concentration. Having been ap-
plied twice 20 % eugenol was significantly more efficacious when compared to the lower
concentration, which remained the same seven and twenty-eight days after the third appli-
cation. The efficacy of 10 % eugenol in the therapy of mange was significantly higher in
comparison with benzyl benzoate following one, two or three administrations. The efficacy
of benzyl benzoate four weeks after the third treatment was still significantly lower in com-
parison with 10 % eugenol. The efficacy of 20 % eugenol was significantly higher in com-
parison with its lower concentration as well as that of benzyl benzoate, following the sec-
ond, and seven and twenty-eight days after the third one. No signs of local or systemic in-
tolerance were observed in sheep treated with either 10 or 20 % eugenol, or 25 % benzyl
benzoate.

Key words: eugenol, benzyl benzoate, mange, Sarcoptes scabiei, sheep

PYCCKUA

CPABHUTEJIbHOE UCTIbITAHUE 3®®EKTUBHOCTU SYITEHOJIA U
BEH3WUJ1-BEH30ATA B TEPANNM NAPLUU OBEL

MwnaHka E3gumupoBuy, HeBeHka Anekcud, Bunana Pagonuuny

VcnbiTana akapyumaHas adhpeKTUBHOCTb, CHOCHOCTb M 6€30MacHOCTb ayre-
Hona (10 u 20%) B nedYeHwn capkonTec-napwu osel. PedynbTaTbl UCMbITaHWA Cpas-
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HMBaHbI C OTBEYAOLWMMN AaHHbLIMW, NOMYyYeHHbIMU NOoCcne NpUMeHeHnsa 6eH3unn-6eHsoarta
(25% npuMeHEHHOro Ha Takom e cnocob B nieyeHnn naplm osew. JledeHne osey cae-
naHo Tpu pasa B BPEMEHHOM UHTepBane ot rno cemu gHen. C Lenbio npoBepkn addek-
TUBHOCTW MPUMEHEHHbIX NTEKapCcTB 00pa3ynKn KOXXu 6paHbl CEMb AHEN MOCNe KaXXAoro
neyeHns, CNOBHO 1 28 AHEN Nnocrie TPeTbero neYeHus. VIsMeHeHns Ha KoxKe, BbI3BaHHbIE
YECOTOYHBIMW KELamMn KONTMYECTBEHHbIE, HA OCHOBE YEro onpeaenbiBaHO KNMHUYECKOe
ymncno o4koB (mean recovery response, MRR). KnuHnyeckas ahheKTUBHOCTb NeKapcTB
OLeHMBaHa Ha OCHOBE yXOZa KIIMHWYECKMX CMMMNTOMOB MapLluM CIIOBHO M HA OCHOBE
yncna, NPUCYTCTBYIOLWMX YECOTOYHbIX KNelen B 06pas3ynkax CTPYXXKN KOXK. JyreHon B
KoHUeHTpaumn ot 10% nocne nepBoro flie4eHus He MMeeT 3HauuTenbHo 6onee ma-
NEeHbKY 3P(EKTUBHOCTb B OTHOLLEHNM 6ONbLUEN KOHLUEHTpayun. lNMocne BTOporo neve-
HUs adhpeKTNBHOCTL ayreHona ot 20% Oblna CTaTUCTUYECKN 3HAYUTENbHO 60nbLle B
OTHOLLEHNN 60Nee HU3KOM KOHLEHTpauuu, YTO AOKas3aHo U 7 n 28 AHEN OT TpeTbero
neyeHus. JyreHon B KoHUeHTpauum ot 10% nmen cTaTuCTUYeCcKn 3Ha4nTensHoO 6onee
60nbLy0 3hPEKTUBHOCTL OT 6e3HMM-6eH30aTa B Tepanvu napLim OBeL, Kak nocre nep-
BOro, TaK 1 Mocrie BTOPOro u TpeTbero nevenus. lNposepkon acheKTMBHOCTM 6EH3WIM-
6eH30aTa nocne 4YeTblipéx Hedernb OT TPETbero feYyeHns JoKasaHo, 4TO OHa U ganblue
3HaunTeNbHO 60Mee ManieHbKas B OTHOLUEHMN 3yreHona B KoHueHTpauum oT 10%. Od-
PEeKTUBHOCTb 3yreHona B KOHUeHTpauum ot 20% B feveHun capKonTec-napLlin osey
6blfia CTaTUCTUHECKM 3HAUMTENBHO 601ee 60bLIasA B OTHOLWEHUM 3¢hHEKTUBHOCTYN Jyre-
Hona B KoHueHTpauum oT 10%, CNOBHO U 6eH3unn-6eH30aT, U Nocrie BTOPOro SieHeHns 1
nocne 7 n 28 gHewn oT TPeTbero NieveHns. B TeyeHrne TpoekpaTHOro NPUMEHEHNs dyre-
Hona B KOHUeHTpauum oT 10 1 20% un 6eH3nn-6eH3oaTta B KOHUEHTpauum oT 25% He
3aMeyeHbl XOTb Kakne-H1byAb 3HaKW MECTHOM U CUCTEMHOW HEBBIHOCMMOCTHU Y JIEHEHHbIX
osel,.

KntoueBble cnosa: ayreHon, 6eH3un-6eH30aT, napwa, Sarcoptes scabiei, 0BUbl
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A RETROSPECTIVE STUDY OF PERITONEAL FLUIDS IN
COWS WITH ABDOMINAL DISORDERS’
RETROSPEKTIVNA STUDIJA PERITONEALNIH TECNOSTI KOD
KRAVA SA POREMECAJIMA ABDOMENA

T. Zadnik™

At the Clinic for Ruminants in Ljubljana, an investigation of perito-
neal fluid in cows that stretched over 30 years was conducted. A total
of 779 cows were studied; 444 had hardware disease, 212 had left abo-
masal displacement, 98 cows had right abomasal displacement with
or without abomasal torsion, and 25 cows had problems with the
uterus. Abdominocentesis, macroscopic and microscopic examina-
tion of peritoneal fluid (physical appearance, differantion to transu-
date/exudate, cytological characteristics) offered valuable diagnostic
information. On the basis of the results of 779 laboratory examinations,
we have come to the conclusion that abdominal fluid is of significant di-
agnostic, therapeutic and prognostic value for several acute and chro-
nic abdominal diseases.

Key words: abdominocentesis, abdominal disorders, cow, peritoneal
fluid

Introduction / Uvod

Abdominal problems are one of the most important diseases in cattle
around the world and also in Slovenia (Radostits et al., 2007; Zadnik and Jazbec,
1996). Clinicians pay them special attention. At our Clinic, we have always sup-
ported surgical treatment (clinical-laparorumenotomy) of abdominal disorders
(Zadnik and Jazbec, 1996). Most diagnoses are made after a clinical examination
and history taking. Coupled with a conscientious history, the physical examination
will permit a relatively accurate diagnosis in most abdominal problems. Labora-
tory tests and other ancillary examinations are best viewed as adjuncts to tradi-
tional, low technology diagnostic approaches (Radostits et al., 2000; 2007). Ab-

*

Rad primljen za Stampu 24. 03. 2010. godine

** Prof. dr. Zadnik Tomaz, DVM, University of Ljubljana, Veterinary Faculty, Clinic for Ruminats,
Ljubljana, Slovenia
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dominocentesis (abdominal paracentesis) is a surgical puncture into the abdomi-
nal cavity for the aspiration of fluid. Abdominocentesis of the abdomen includes
obtaining a sample of peritoneal fluid when peritonitis or inflammation of serosae
of the intestines or other viscera of the abdomen is suspected (Ochme and
Moorsdy, 1970; Radostits et al., 2000; 2007). Peritoneal fluid reflects the patho-
physiological state of the parietal and visceral mesothelial surfaces of the perito-
neum (Hosgood and Salisbury, 1989; Radostits et al., 2007; Zadnik, 2000). Fur-
thermore, it is of vital importance in the diagnosis of abdominal disorders in cows
(Frame and Cert, 1997; Zadnik, 2000; Wilson et al., 1985). Today, abnormal perito-
neal fluid in cows is a highly sensitive indicator of peritoneal diseases, but not a
good indicator of the nature of the diseases (Anderson et al., 1995; Kopcha and
Schultze, 1991; Radostits et al., 2000; Wilson et al., 1985).

The use of abdominal fluid as an aid to diagnose abdominal diseases
has been well documented (Hanson et al., 1992; Hosgood and Salisbury, 1989;
Oehme and Moorsdy, 1970; Radostits et al., 2000; 2007). A normal small quantity
of peritoneal fluid in the abdomen of an adult cow does not mean that the carrying
out of abdominocentesis has no diagnostic value. Peritoneal fluid changes quanti-
tatively as well as qualitatively, especially in more serious diseases of abdominal
organs (Hirsch and Townsend, 1982; Hosgood and Salisbury, 1989; Oehme and
Moorsdy, 1970). There is also extensive description of normal bovine peritoneal
fluid (Anderson et al., 1995; Radostits et al., 2007). Healthy and not pregnant cows
have about 15-20 ml of peritoneal fluid (Anderson et al., 1995; Oehme and
Moorsdy, 1970). Normal peritoneal fluid is amber and crystal clear — transudate
(Hirsch and Townsend, 1982; Radostits et al., 2000; 2007). Peritoneal fluid analy-
sis was a very useful aid in clinical examinations and the correct diagnosis of ab-
dominal disorders, especially if it was not possible to carry out blood tests
(Oehme, 1969; Radostits et al., 2000).

In cows, the choice of sites for abdominocentesis is a problem be-
cause the rumen covers such a large portion of the ventral abdominal wall and
avoiding its penetration is difficult. The most profitable sites are those that, on an
anatomical basis, consist of recesses between the fore stomachs, abomasum,
diaphragm and liver. These are usually caudal to the xyphoid sternum and 4 —
10 cm lateral to the midline (Radostits et al., 2000; 2007; Wilson et al., 1985).

The aim of this paper was to present the results of a retrospective
study of peritoneal fluid. Examinations of cows with abdominal disorders were
carried out in our Clinic according to our routine procedure of left or right explora-
tory laparotomy (Zadnik et al., 1992). Our collection technique, physical evalua-
tion and fast laboratory analysis of abdominal fluids in cows with most frequently
abdominal disorders have been described.
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Material and methods / Materijal i metode rada

All abdominal fluid samples (n = 779) collected from the clinical cases
admitted to the Clinic for Ruminants of the Veterinary Faculty (Slovenia) during the
years 1976 to 2009 were retrospectively analyzed. All samples collected have
been subsequently subjected to the routine clinical method according to left or
right side exploratory laparotomy (Zadnik et al., 1992).

Techniques for collection of abdominal fluid /
Tehnike za sakupljanje abdominalne tecnosti

The choice of region for abdominocentesis and the technique for col-
lection of fluid we used were described by Kopcha and Shcultze (1991), Zadnik
(2000) and Radostits et al. (2000; 2007). Fluid was collected from the cows in a
standing position, restrained with nose tongs and a lift-grip of the tail. According to
the history of the disease and the clinical signs, we carried out abdominocentesis
in two regions.

1. The right cranio-ventral region is located 4-8 cm caudal from the xy-
phoid sternum and 5 to 8 cm lateral and right from the midline.

2. The left cranio-ventral region is located 4-8 cm caudal from the xy-
phoid sternum and 5 to 8 cm lateral and left from the midline.

Preparation of the abdominocentesis region was clipped; the skin is
prepared aseptically and surgically prepared. For abdominocentesis we used
with care and caution a 16 gauge and 5 cm hypodermic needle. The needle is
pushed carefully and slowly through the abdominal wall, which will twitch when
the peritoneum is punctured. Fluid may drip from the cannula or it may be neces-
sary to connect a syringe to apply a vacuum. It may be necessary to move the
cannula back and front in a few different directions before fluid is obtained. The
fluid obtained was collected in a small tube containing ethylene diamine tetra ace-
tic acid (EDTA), to avoid clotting and analyzed about 10 minutes after collation.

Laboratory evaluation of abdominal fluid /
Laboratorijska evaluacija abdominalne tecnosti

Three parameters of the abdominal fluid were examined: (a) physical
appearance (b) diffention to transudate or exudate and (c) cytological characteris-
tics.

a. With physical appearance of abdominal fluid, its color, transpar-
ency, density and smell were evaluated. The fluid density was determined with a
hand refractometer.

b. The differention of peritoneal fluid on transudate or exudate was
made by Rivalta test (Marek and Mocsy, 1956; Zemva and Zemva Mimica, 1960).
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c. Peritoneal fluid cytology was evaluated with a microscopic exami-
nation. The droplet of the original fluid sample was covered with micro cover glass
and examined by microscopy (10x40) to present mesotelial cells, red blood cells,
leukocytes and bacteria.

Classification of peritoneal fluids | Klasifikacija peritonealnih tecnosti

The results of these three analyses were classified in six categories
(Table 1):

1. Negative or normal findings (-): fluid is transudate, crystal clear to
pale yellow in color, without odor, specific gravity 1.005 do 1.015; in the course of
the microscopic examination of droplet native peritoneal fluid we did not find
mesothelial cells, red blood cells, lymphocytes, neutrophils and bacteria; the Ri-
valta test for differentiation of peritoneal fluid to transudate or exudate was nega-
tive.

2. Suspected findings — weak inflammation (*): fluid is transudate,
pale yellow in color, without odor; during the microscopic examination of droplet
of native fluid we found single mesothelial cells, red blood cells, lymphocytes,
neutrophils and bacteria; the Rivalta test was negative.

3. Positive findings — moderate inflammation (+); is exudate, amber to
turbid yellow color fluid, specific gravity >1.025, during the microscopic examina-
tion of droplet of native fluid we found from 2 to 4 lymphocytes or leukocytes, sin-
gle blood cells and bacteria; the Rivalta test showed suspected findings.

4. Positive findings — inflammation (+ +); fluid is exudate: turbid amber
to pink in color, specific gravity from 1.025 to 1.055, during the microscopic ex-
amination of droplet of native fluid we found from 4 to 10 lymphocytes or neutro-
philes, 5to 8 red blood cells, some mesothelial cells and bacteria. The Rivalta test
was positive.

5. Strong positive findings - severe inflammation (+++); serous
sangvineous, turbid, pus, viscous fluid with fibrin, specific gravity >1.055, during
the microscopic examination of droplet of native fluid we found from 8 to 15 lym-
phocytes or leukocytes, few mesothelialc cells, red blood cells and bacteria; the
Rivalta test was strongly positive.

6. Useless; full blood, rumen fluid, amnion or allantoids fluid.

Results / Rezultati

Table 1 shows the results of the retrospective study of abdominal flu-
ids in cows with abdominal disorders. The examination of the cows was carried
out at our Clinic from 1979 to 2009. Definitive diagnosis was determined after rou-
tine exploratory laparotomy.
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Discussion / Diskusija

The results in Table 1 show that a foreign body was the commonest
disease of the alimentary tract in cows treated at our Clinic.

Peritoneal fluids can be analyzed to aid in diagnosis. The surface of
parietal and visceral peritoneum is 1.5 larger than the surface of the skin (Hos-
good and Salisbury, 1989; Radostits et al., 2007). Fluid that is normally found in
abdominal cavities is characteristically low in protein and contains few cells. It is
thought to be an ultra filtrate of plasma, and the mesothelial lining cells may regu-
late the fluid flow (Hosgood and Salisbury, 1989). Complete fluid analysis includes
protein measurement, cell count, and the types of cells present (Hirsch and Town-
send, 1982; Hosgood and Salisbury, 1989; Radostits et al., 2000; 2007). Accord-
ing to findings in literature, peritoneal fluid is of lesser diagnostic value in cattle
(Radostits et al., 2000, 2007; Rosenberger, 1979). The cause of this is a low
amount of fluid, the site and type of immflamatory reaction, an inadequate tech-
nigue for collection, and an inexperienced clinician. In cows, abdominal disorders
are predominantly without distinct signs for a longer period of time. Therefore it is
recommended to carry out abdominocentesis repeatedly in accordance with the
course of the disease and the clinical picture (Frame and Cert, 1997; House et al.,
1992; Samad et al., 1994a; 1994b).

Adominocentesis which is performed to the most ventral part of the
abdomen close to the linea alba is usually ineffective, because abdominal fluid is
obtained instead of rumen fluid (Kopcha and Schultze, 1991; Zadnik, 2000; Wil-
son et al., 1985). Wilson et al. (1985) report that abdominocentesis within this area
in 85 cows with traumatic reticuloperitonits was successful only in one case. With
regard to our extensive experiences and the results of the study by Kopcha and
Schultze (1991), we recommend that abominocentesis in cows with hardware and
the diagnosis of anterior abdominal pain is performed 5-8 cm caudally from regio
xyphoidea, approximately 5 cm to the left or right from the linea alba.

The sample of peritoneal fluid is an indicator of the pathophysilogical
status of the parietal and the visceral surface of mesotelial layers of the perito-
neum. On the basis of analyses of the obtained results, extensive clinical and
laboratory experiences, we are of the opinion that the diagnosis of abdominal dis-
orders is incomplete without physical and microscopic analyses of peritoneal
fluid. The collection and analysis of peritoneal fluid is simple, as it does not require
special knowledge or equipment. It is merely an everyday clinical routine. The
technique for collection is quick and therefore not invasive. The sedation of the
cow is not necessary because penetration of the canulla is similar to s/c, i/m or i/v
application of medicine. Nevertheless, the clinician should be aware that it is a sur-
gical procedure and that septic and antiseptic principles must be observed. We
recommend that the indication of the location and reversibility of abdominocente-
sis are determined by the clinicians themselves with regard to the current clinical
status of the animal.
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Cranio-ventral location of puncture on the left hand site was mostly
performed in cows with symptoms of anterior abdominal pain (hardware). Caudo-
ventral location of puncture on the right hand site of the abdominal wall was
mostly performed in cows with symptoms of diseases of the abomasum and other
abdominal disorders.

Conclusion / Zakljuéak

On the basis of extensive experiences and the data in our study of 779
clinical cases, adominocentesis and abdominal fluid analyses proved as an effec-
tive tool in everyday buiatric practice. Abdominocentesis and abdominal fluid
analyses are quick, simple and reliable. Because abdominocentesis and perito-
neal fluid analyses are not only a reliable diagnostic but also a valuable surgical
method of treatment of all abdominal diseases in cattle, we highly recommend it.
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SRPSKI

RETROSPEKTIVNA STUDIJA PERITONEALNIH TECNOSTI KOD KRAVA SA
POREMECAJIMA ABDOMENA

T. Zadnik

Na Kilinici za preZivare u Ljubljani, vrSena su ispitivanja peritonealne te¢nosti
kod krava tokom 30 godina. Ispitano je ukupno 779 krava: 444 krave su imale traumatski
retikuloperitonitis, 212 je imalo levu dislokaciju siriSta, 98 krava je imalo desnu dislokaciju
siriSta, sa ili bez torzije siriSta, i 25 krava je imalo probleme sa matericom. Abdominocen-
teza, makroskopska i mikroskopska istrazivanja peritonealne te€nosti (fiziCki izgled, dife-
rencijacija na transudat/eksudat, citoloske karakteristike) pruZili su dragocenu dijagno-
sti¢ku informaciju. Na osnovu rezultata 779 laboratorijskih ispitivanja zakljucili smo da ab-
dominalna te¢nost ima znac¢ajnu vrednost kod postavljanja dijagnoze, odredjivanja terapije
i prognoze kod nekoliko akutnih i hroni¢nih bolesti abdomena.

Klju¢ne reci: abdominocenteza, poremecaji abdomena, krava, peritonealna te¢nost
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PYCCKUA

PETPOCMEKTUBHOE N3YYEHUE MEPUTOHEAJIbHbIX >XXWOKOCTEN Y KOPOB
C PACCTPOMCTBAMU ABJOMEHA

T. 3agHuK

Ha KnuHrke gns »KBa4HbIX XXMBOTHbIX B JTl06MsiHE, COBEpPLUEHb! UCTbITaHWSA
nepuToHeanbHOWM XXNAKOCTN Y KOPoB B TedeHue 30 neT. VIcnbiTaHo COBOKYMHO 779 KOPOB:
444 KOpOBbI MMENUN TPaBMaTUYECKNIA PETUKYIIONEPUTOHNUT, 212 NMENu NeBYO ANCIIOKa-
LMo cbidyra, 98 KOpoB MMEeNN NpaByto AUCIIOKaLUMIO Cbidyra ¢ unm 6e3 Topcun cbidyra, 1
25 KOpoB MMeNu NpobrieMbl ¢ MaTkon. AGAOMUHOLEHTES, MaKPOCKOMUYECKMEe N MUKPO-
CKOMUYeCcKne uUccnenoBaHus NepuToHeanbHOW XUAKOCTU (husnydeckun sug, gudde-
peHumaums Ha TpaHccyaaT) aKCCyAaT, LUMTONOrM4eckmne XxapakTepmucTukmn) noganu LeH-
HYHO AMarHOCTUYeECKyto nHgopmaumio. Ha ocHoBe pasynbTaTtoB 779 nabopaTopHbIX UC-
NbITaHWN Mbl COENanu BbIBOA, YTO abAOMUHANbHAsS XUOKOCTb MMEET 3HAYUTESbHYIO
CTOMMOCTb Y MOCTaBfIEHNS AuarHo3a, onpeferieHns Tepanvim 1 NporHo3a y HECKOSbKO
OCTPbIX N XPOHUYECKNX 60Ne3Hen abaomeHa.

KntoyeBble crnosa: ab4OMUHOLEHTES, pacCcTpoincTea abLoMeHa, KOpoBa,
NnepuToHearnbHas XUAKOCTb
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UTICAJ DAVANJA ENERGETSKOG DODATKA U HRANI NA

ZDRAVSTVENO STANJE I PROIZVODNE REZULTATE

VISOKOMLECNIH KRAVA*

EFFECT OF ADMINISTERING ENERGY SUPPLEMENT IN FEED ON
BODY CONDITION AND PERFORMANCE OF HIGH-YIELD DAIRY

COWS

H. Samanc, Danijela Kirovski, M. Adamovié, I. Vujanac, R. Prodanovié,

M. Radivojevi¢, D. Niki¢, Camelia Tulcan®™

*

Cilj istraZivanja u ovom radu je bio da se utvrdi uticaj energetskog
dodatka na bazi glicerola u ishrani visokomlec¢nih krava na zdravstveno
stanje i proizvodne rezultate u ranoj fazi laktacije. Petnaest dana pre te-
ljenja odabrano je 47 krava koje su podeljene u dve grupe: kontrolnu
(n=26) i oglednu (n=21). Kravama ogledne grupe je u poslednje dve
nedelje zasusenja i do 60. dana laktacije dodavan u hranu preparat "En-
ergy Top" (Biochem GMBH, Nemacka), u koli¢ini od 250 ml dnevno.
Svim kravama je ocenjena telesna kondicija (OTK) 10 dana pre teljenja,
15. i 60. dana nakon teljenja. Uzorci Krvi su uzeti 10 dana pre i 15 dana
nakon teljenja i u njima su odredeni koncentracija glukoze i beta
hidroksi-buterne kiseline (BHBA). Kod svih krava je izmerena prosec¢na
dnevna proizvodnja mleka 30. i 60. dana laktacije. Rezultati su pokazali
da su razlike u OTK izmedu perioda zasusenja i perioda puerperijuma,
odnosno perioda zasusenja i 60. dana laktacije u okviru fizioloskih vred-
nosti kod ogledne grupe krava, a vece od fizioloSkih vrednosti kod kon-
trolne grupe. Koncentracija glukoze je bila statistiCki zna¢ajno visa kod
ogledne nego kod kontrolne grupe Kkrava 10 dana pre teljenja (p<0,05)
i 15 dana nakon teljenja (p<0,01). Petnaest dana nakon teljenja kon-
centracija BHBA kod kontrolne grupe krava je bila znaCajno veca
(p<0,01) nego kod ogledne grupe. 30. i 60. dana laktacije mle¢nost
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krava ogledne grupe je bila veca, ali ne statistiCki znacajno, od

mleénosti kontrolne grupe krava. Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu

koris¢enja energetskih dodataka kao sastavni deo obroka u peripartal-
nom periodu u cilju spre¢avanja promena u telesnoj kondiciji krava za

vise od 0,7 poena, kao i da kod krava sa dnevnom proizvodnjom mleka

do 30 | energetski dodatak ima stimulativni uticaj na proizvodnju mleka

do uspostavljanja energetske ravnoteZe, odnosno u ovom sluc¢aju oko

tridesetog dana posle teljenja.

Kljucne reci: energetski dodatak, visokomle¢ne krave, zdravstveno
stanje, proizvodni rezultati

Uvod / Introduction

U periodu oko teljenja kod visokomlec¢nih krava nastaju najznacajnije
promene u prometu hranljivih materija (Drackley,1999). Neposredno posle telje-
nja, sa pocetkom laktacije, znatno se poveéavaju potrebe za energijom koje se
veéim delom zadovoljavaju energetskim izvorima iz obroka, a drugim delom mo-
bilizacijom i razlaganjem masti iz telesnih depoa. O¢ito je da u ovom periodu, a
naroCito na pocetku laktacije, regulatorni mehanizmi usmeravaju metaboli¢ke
procese tako da u masnom tkivu dominira lipoliza, a u jetri glukoneogenezai lipo-
geneza (Bauman i Currie, 1980). Zbog toga, kod visokomle¢nih krava postoji
stalna opasnost od poremec¢aja metabolizma koje u prvom redu karakterise
smanjivanje intenziteta glukoneogeneze i intenziviranje procesa ketogeneze. U
takvim slucajevima, Zivotinje mogu da prebrode metaboli¢ku krizu stimulacijom
glukoneogeneze egzogenim ili endogenim putem. Imajuéi u vidu da se Zivotinje
na pocCetku laktacije nalaze u stanju negativnog bilansa energije, mnogo je povolj-
nije da se glukoneogeneza stimuliSe egzogenim putem, izuzev u slu¢ajevima
kada nedostatak ugljenih hidrata treba brzo da se nadoknadi parenteralnim da-
vanjem rastvora glukoze (éamanc i sar.,1992). |zraziti predstavnici jedinjenja koja
mogu da doprinose glukoneogenezi su glicerol, propilen-glikol i natrijum-pro-
pionat (Bergman, 1973). Glicerol i propilen-glikol u najve¢oj meri ne podlezu
procesima fermentacije u buragu, pa nakon resorpcije doprinose stvaranju glu-
koze i o¢uvanju optimalnih rezervi glikogena u jetri. Za natrijum-propionat je doka-
zano da ima odredene efekte, ali njegov ucinak na glikemiju i rezerve glikogena u
jetri zaostaje za u¢inkom glicerola i propilen-glikola. Za glicerol je utvrdeno da se
dobro resorbuje i da, osim $to deluje kao glukogenoplasti¢no jedinjenje, pred-
stavlja i zna€ajan izvor energije koja je preko potrebna visokomle¢nim kravama u
ranoj fazi laktacije (Burns, 1963; Fischeri sar., 1973). U poslednje vreme se prepa-
rati koji sadrze glicerol ili propilen-glikol sve viSe preporuéuju kao dodaci u ishrani
visokomle¢nih krava u periodu oko teljenja i u ranoj fazi laktacije dok se ne
uspostavi energetska ravnoteza (Sauer i sar., 1973). Opste je poznato da krave
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¢ija je proizvodnja do 30 litara mleka na dan, postizu energetsku ravnotezu do
polovine avansnog perioda. Medutim, krave sa dnevnom proizvodnjom mleka
ve¢om od 40 litara, energetsku ravnotezu uspostavljaju tek pri kraju avansnog
perioda. Zbog toga je najpravilniji nacin za ublaZavanje posledica negativnog bi-
lansa energije na pocetku laktacije koriS¢enje jedinjenja koja predstavljaju gluko-
genoplasti¢ne i energetske prekurzore. Njihova upotreba spre¢ava nekontroli-
sanu mobilizaciju masti iz telesnih depoa i nastajanje zamasc¢enja jetre i ketoznog
stanja, koja izaziva zdravstvene probleme, smanjenje proizvodnje mleka i pore-
mecaje u reprodukciji (Fischer i sar., 1973; Sauer i sar., 1973).

Cilj istraZzivanja u ovom radu je bio da se utvrdi uticaj energetskog do-
datka na bazi glicerola ("Energy Top") u ishrani visokomle¢nih krava na zdravst-
veno stanje i proizvodne rezultate krava u ranoj fazi laktacije.

Materijal i metode rada / Material and methods

Na farmi visokomle¢nih krava holStajn-frizijske rase odabrano je 47
krava 15 dana pre oCekivanog termina teljenja. Krave su drzane u vezanom
sistemu u stajama zatvorenog tipa. Prose¢na proizvodnja mleka odabranih krava
u prethodnoj laktaciji je bila 6000 litara. Krave su hranjene obi¢no dva puta
dnevno, a osnovna hraniva su bila silaza cele biljke kukuruza i krmna smeS$a. Sve
krave uklju€ene u ogled su hranjene na isti nacin, kako u peripartalnom periodu,
tako i do 60. dana laktacije.

Krave odabrane za ova ispitivanja su petnaest dana pre ocekivanog
termina teljenja podeljene u dve grupe: kontrolnu (n=26) i oglednu (n=21). Kra-
vama ogledne grupe je u poslednje dve nedelje zasuSenja i do 60. dana laktacije
dodavan u hranu preparat "Energy Top" (Biochem GMBH, Nemacka) u koli¢ini od
250 mililitara dnevno, prskalicom. Kravama uklju¢enim u ogled ocenjena je tele-
sna kondicija u zasu$enju (10 dana pre o¢ekivanog termina teljenja), ranom puer-
perijumu (15. dana nakon teljenja) i 60. dana laktacije. Telesna kondicija krava je
ocenjivana prema sistemu Elanco Animal Health Buletin AL 8478. Prema ovom
sistemu ocena telesne kondicije krava izrazava se numeri¢ki od 1 do 5 poena.
Svaka promena u telesnoj kondiciji za jedan poen podrazumeva promenu telesne
mase najmanje za 55 do 75 kilograma. Smatra se da razlike u vrednostima ocena
telesne kondicije izmedu pojedinih faza proizvodno-reproduktivnog ciklusa treba
da se kre¢u od 0,5 do 0,7 poena. Uzorci krvi su uzeti punkcijom vene jugularis 10
dana pre o¢ekivanog termina teljenja (period zasu$enja) i 15 dana nakon teljenja
(period puerperijuma). Uzorci krvi su uzimani u 10h pre podne, odnosno 4 sata
nakon davanja jutarnjeg obroka. U toku uzimanja krvi odredivana je koncentracija
glukoze i beta hidroksi-buterne kiseline (BHBA) komercijalnim test trakama (Pre-
cision Xceed).

Svim kravama je izmerena prosecna dnevna proizvodnja mleka 30. i
60. dana laktacije.
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Rezultati ispitivanja obradeni su standardnim statistiCkim metodama i
izraCunati su srednje vrednosti i standardna devijacija. Za ocenu statistic¢kih
znacajnosti razlika srednjih vrednosti primenjen je Studentov t-test.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Rezultati ocene telesne kondicije krava ukljuenih u ogled prikazani
su u tabeli 1i 2.

U tabeli 1. prikazane su prose¢ne vrednosti za ocenu telesne kondicije
krava ogledne (krave koje su dobijale "Energy Top") i kontrolne grupe (krave koje
nisu dobijale energetski dodatak) tokom perioda zasu$enja, puerperijuma i 60.
dana laktacije.

Tabela 1. Prosecna (X + SD) ocene telesne kondicije (OTK) kod ogledne i kontrolne grupe
krava /
Table 1. Average (X = SD) body condition score (BCS) in experimental and control cows

OTK/ BCS Fiziologke
Ogledna grupa/ | Kontrolna grupa / vrednosti /

Experimental group Control group Physiological values
Zasus$enje / Dry period 3,56 + 0,32 3,86 = 0,29 3,50 — 4,00
Puerperijum / Puerperium 2,98 + 0,23 2,85 + 0,46 2,50 - 3,50
60. dan laktacije / Day 60 of lactation 2,97 + 0,46 3,12 + 0,32 2,50 - 3,25

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 1 zapaza se da ne postoji
znacajna razlika u oceni telesne kondicije krava izmedu ogledne i kontrolne grupe
u sva tri ispitivana perioda

U tabeli 2. prikazane su razlike u prose€noj oceni telesne kondicije
izmedu perioda zasuSenja i ranog puerperijuma, zasuSenja i 60. dana laktacije
kod krava ogledne i kontrolne grupe.

Tabela 2. Razlike u oceni telesne kondicije izmedu ispitivanih perioda kod ogledne i kon-
trolne grupe krava /
Table 2. Differences in body score between examined periods in experimental and control cows

Razlika u OTK / Difference in BCS

FizioloSka vrednost /
Ogledna grupa / Kontrolna grupa / Physiological value
FExperimental group Control group
Zasus$enje — Puerperijum /
Dry period - Puerperium 0,58 = 0,30 1,01 = 0,34 <0,7
Zasus$enje — Rana laktacija /
Dry period - Early lactation 059 + 038 0,74 0,13

200



Vet. glasnik 64 (3-4) 197 - 206 (2010) H. Samanc i sar.: Uticaj davanja energetskog
dodatka u hrani na zdravstveno stanje i proizvodne rezultate visokomle¢nih krava

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 2 zapaZa se da su razlike u
OTKizmedu perioda zasu$enja i perioda puerperijuma, odnosno perioda zasuse-
nja i 60. dana laktacije, u okviru fizioloSkih vrednosti kod krava koje su dobijale
"Energy Top" (ogledna grupa), dok je kod kontrolne grupe ova razlika ve¢a od
fizioloSki dozvoljenih vrednosti; najveca razlika je utvrdena izmedu zasuSenja i pu-
erperijuma (1,01 poen).

Ocena telesne kondicije kao metoda klinickog pregleda je veoma
pouzdan pokazatelj energetskog statusa krava. Pri tome je veoma vazno naglasiti
da ocena telesne kondicije krava treba da se dopuni podacima o razlikama u
telesnoj kondiciji izmedu ispitivanih perioda. Tako na primer, ako se uporede do-
bijene prosecne vrednosti ocene telesne kondicije kontrolne i ogledne grupe
krava moze se uociti da su one u granicama fizioloSkih vrednosti i da se znacajno
ne razlikuju izmedu ispitivanih grupa krava. Medutim, dobijene razlike pokazuju
da kod krava ogledne grupe nije bilo znacajnijih oscilacija telesne kondicije
izmedu tri ispitivana perioda, §to nije bio slu¢aj kod krava kontrolne grupe, kod ko-
jih je znacgajna razlika utvrdena izmedu perioda zasusenja i perioda puerperijuma.
Po svemu sudeci, koriS¢enje energetskog dodatka je sprecilo znacajno odstu-
panje u telesnoj kondiciji tretiranih krava pri prelasku iz zasuSenja u laktaciju, od-
nosno nekontrolisanu mobilizaciju masti iz telesnih depoa. Poznata je Cinjenica
da kod visokomlec¢nih krava u ranoj fazi laktacije zbog negativnog bilansa ener-
gije jedan deo nedostajuce energije mora da se nadoknadi iz sopstvenih rezervi.
Ako je ovaj proces umeren, promene u telesnoj kondiciji u ovom kriticnom peri-
odu su u skladu sa energetskim potrebama organizma. U ovakvim uslovima ne
postoji moguénost veéeg optereéenja jetre niti njenog zamaséenja (Samanci sar.,
2008).

U tabeli 3 prikazane su prosec¢ne vrednosti koncentracije glukoze kod
ogledne i kontrolne grupe krava tokom perioda zasuSenja i puerperijuma.

Tabela 3. Koncentracija (X= SD) glukoze (mmol/l) u krvi krava ogledne i kontrolne grupe /
Table 3. Concentrations (X SD) of glucose (mmol/l) in blood of experimental and control cows

Glukoza / Glucose Referentne vrednosti /
(mmol/l) Reference values
Zasusenie / Ogledna / Experimental 3,25 * 0,39* 2 64-3.8 mmoll
Dry period Kontrolna / Control 2,81 + 0,27
Puerperijum / Ogledna / Experimental 3,69 + 0,54** 227 - 2.81 mmoll
Puerperium Kontrolna / Control 3,03 + 0,26

* p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu za isti vremenski period;
** n<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu za isti vremenski period /
* p<0.05 against control group for the same time period,
** p<0.01 against control group for the same time period

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 3 zapaZza se da je koncentra-
cija glukoze bila statisti¢ki znacajno visa kod krava koje su dobijale energetski do-
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datak u odnosu na kontrolnu grupu, kako u periodu zasu$enja (p<0,05), tako i
tokom puerperijuma (p<0,01).

U tabeli 4. prikazane su prosecne vrednosti za koncentraciju BHBA
kod ogledne i kontrolne grupe krava (krave koje su dobijale "Energy Top").

Tabela 4. Koncentracije (X = SD) BHBA (mmol/l) kod ogledne i kontrolne grupe krava /
Table 4. Concentrations (X = SD) of BHBA (mmol/l) in experimental and control cows

BHBA (mmol/l) / Referentne vrednosti /
BHBA (mmol/l) Reference values
Zasusenje / Ogledna / Experimental 0,37 £ 0,17 <0.6 mmol/l
Dry period Kontrolna / Control 0,41 * 0,13 '
Puerperijum / Ogledna / Experimental 0,59 + 0,28** <1.0 mmol/l |
Puerperium Kontrolna / Control 1,00 = 0,19

**p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu za isti vremenski period /
**n<0.01 against control group for the same time period

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4 zapaZza se da je koncentra-
cija BHBA kod krava koje su dobijale "Energy Top" bila u okviru fiziolo$kih vred-
nosti, kako tokom zasu$enja tako i posle teljenja, dok je koncentracija BHBA kod
kontrolne grupe bila znacajno veéa (p<0,01).

Kod krava u zasu$enju mle¢na zlezda crpi neznatne koli¢ine glukoze,
dok je nakon teljenja ona glavni uzrok glikemije pa i hipoglikemi¢nog stanja (Sta-
matovi¢ i sar., 1983). Kod krava koje proizvode vece koli¢ine mleka, narocito u ra-
noj fazi laktacije, potrebe mle¢ne Zlezde za glukozom mogu da budu veée nego
Sto je kapacitet glukoneogeneze. Rezultati ispitivanja u ovom radu pokazuju po-
voljan uticaj primenjenog preparata na stepen glukoneogeneze kod krava ogled-
ne grupe, kod kojih su vrednosti glikemije u zasu$enju i ranom puerperijumu
znacajno vece nego kod krava kontrolne grupe. Medutim, i kod krava kontrolne
grupe vrednosti glikemije u graviditetu i posle teljenja su bile u opsegu fizioloskih
vrednosti. Posebno je interesantan nalaz petnaestog dana posle teljenja kada je
prosecna vrednost glikemije bila 3,03 = 0,26 mmol/l, a prose¢na koncentracija
BHBA je bila ve¢a od fizioloSke vrednosti (1,00 + 0,19 mmol/l). To pokazuje da su
kod krava kontrolne grupe u ve¢oj meri koris¢ene telesne rezerve masti te je zbog
toga bila ve¢a moguénost da se intenzivira proces ketogeneze. U prilog tome
najbolje govori razlika u telesnoj kondiciji koja je ustanovljena izmedu zasuSenja i
ranog puerperijuma (1,01 poen). Stamatovi¢ i sar. (1983a) navode da i kada su
vrednosti glikemije u fizioloskim granicama (2,83 -3,33 mmol/l) kod 25% tek ote-
lienih krava u mokrac¢i mogu da se otkriju patoloske koncentracije ketonskih tela.
Kod tih Zivotinja se u ve¢em stepenu kao izvor energije koriste masti iz telesnih de-
poa. Zbog pojacanog priliva masnih kiselina u jetru jedan deo proizvoda njihovog
katabolizma se usmerava u proces ketogeneze i time poveéava opasnost za nas-
tajanje ketoznog stanja.
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Na grafikonu 1 prikazana je prose¢na mle¢nost ogledne i kontrolne
grupe krava 30. i 60. dana posle teljenja, kao i prose€na zbirna vrednost mle€nosti
dobijena 30. i 60. dana laktacije.

Ogledna grupa krava / L 60.4
801 - Experimental group of cows !
704 [0 Kontrolna grupa krava /
= Control group of cows
".%3 60+
= 504
§ 32,14 32,69 32,28
= 40+ 27,88 -I
E 30
e B
i :
=
104
0 T T 1
30. dan 60. dan zbirno (30. i 60. dan)
Dani laktacije / Days of lactation

Grafikon 1. Mle¢nost krava (I) na farmi /
Graph 1. Milk production of cows (I) on the farm

Mle€nost krava koje su dobijale energetski dodatak "Energy Top"
(ogledna grupa) bila je 32,14 + 9,49 litara na prvoj mle¢noj kontroli (30 dana posle
teljenja), dok je mle¢nost kod krava koje nisu dobijale energetski dodatak (kon-
trolna grupa,) na istoj kontroli bila 27,88 + 7,89 litara. To znaci da su krave koje su
dobijale energetski dodatak imale veéu mle¢nost u odnosu na kontrolnu grupu
krava za 4,26 litre, odnosno 15,28 %. Ova razlika je bila blizu granice statisti¢ke
znacajnosti (p = 0,07).

Mle¢nost krava koje su dobijale energetski dodatak na drugoj kontroli
bila je 32,69 =+ 7,76 litara, dok je mle¢nost kod krava koje nisu dobijale energetski
dodatak na istoj kontroli bila 32,28 = 8,28 litara. Prema tome, krave koje su dobi-
jale energetski dodatak imale su neznatno ve¢u mle¢nost u odnosu na kontrolnu
grupu krava (0,41 litar, odnosno 1,27 %).

Mle¢nost krava koje su dobijale energetski dodatak bila je 64,46 +
14,00 litara obradunato zbirno za obe kontrole, dok je mle¢nost kod krava koje
nisu dobijale energetski dodatak bila 60,40 + 14,93 litara. To prakti¢no znacdi da je
ukupna proizvodnja mleka do 60. dana laktacije kod krava koje su dobijale ener-
getski dodatak bila ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu krava za 4,32 litre, odnosno
6,72 posto.

Po svemu sudec¢i, dodavanije glicerola u obrok kravama u zasusenju i
na pocetku laktacije, moze uspe$no da prevenira poremecaje metabolizma uglje-
nih hidrata i masti (Fischer i sar., 1973). Veéa proizvodnja mleka na prvoj kontroli
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za 15,28 %, odnosno zbirno za obe kontrole za 6,72 % kod krava koje su preko
hrane dobijale energetski dodatak (Energy Top) moze se tumaciti kao rezultat
brzeg prilagodavanja na proizvodnju mleka i blagovremenog uspostavljanja ener-
getske ravnoteze. Za visokomlecne krave je pozeljno da vrh laktacije dostignu do
kraja avansnog perioda. Medutim, zbog poremecaja zdravlja period prilagoda-
vanja moze da traje duze, zbog ¢ega zivotinje u prvoj fazi laktacije ne mogu da
ostvare ocekivanu proizvodnju mleka. Primena energetskog dodatka je omo-
gucila da krave lak$e prebrode period negativnhog bilansa energije i primereno
svom potencijalu 30. dana posle teljenja postignu visoku proizvodnju, koja je bila
znacajno veca u odnosu na kontrolnu grupu krava.

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja mogu se izvesti slededi
zakljucci:

1. Promene telesne kondicije krava u peripartalnom periodu mogu da
imaju vaznu ulogu u procesu metaboli¢kog prilagodavanja i proizvodnji mleka u
ranoj fazi laktacije.

2. Radi sprec¢avanja promena u telesnoj kondiciji krava za vise od 0,7
poena, potrebno je dosledno koristiti energetske dodatke kao sastavni deo
obroka u peripartalnom periodu.

3. Kod krava sa dnevnom proizvodnjom mleka do 30 litara energetski
dodatak ima stimulativni uticaj na proizvodnju mleka do uspostavljanja energet-
ske ravnoteze, $to je u ovom slucaju oko 30. dana posle teljenja.
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ENGLISH

EFFECT OF ADMINISTERING ENERGY SUPPLEMENT IN FEED ON BODY
CONDITION AND PERFORMANCE OF HIGH-YIELD DAIRY COWS

H. Samanc, Danijela Kirovski, M. Adamovig¢, I. Vujanac, R. Prodanovi¢,
M. Radivojevi¢, D. Niki¢, Camelia Tulcan

The objective of the investigations presented in this work was to establish the
effects of a glycerol-based energy supplement in the diet of high-yield dairy cows on their
body condition and production results during the early stage of lactation. Forty-seven cows
were selected before calving, and they were divided into two groups: controls (n=26) and
experimental (n=21). Cows of the experimental group were adminstered the preparation
"Energy Top" (Biochem GMBH, Germany), in a quantity of 250 ml daily during the final two
weeks of the dry period and until the 60th day of lactation. The body condition score (BCS)
of all cows was determined 10 days before calving, and on days 15 and 60 after calving.
Blood samples were taken 10 days before and 15 days after calving, and concentrations of
glucose and beta hydroxi-butyric acid (BHBA) were determined in all samples. Average
daily milk production of all cows was measured on days 30 and 60 of lactation. The results
showed that the differences in BCS between the dry period and puerperium, or the dry peri-
od and the 60th day of lactation, were within physiological values in the experimental group
of cows, and higher than physiological values in the control group. Glucose concentration
was statistically significantly higher in the experimental group than in the control group of
cows 10 days before calving (p<0.05) and 15 days after calving (p<0.01). Fifteen days af-
ter calving, the BHBA concentration in the control group of cows was significantly higher
(p<0.01) than in the experimental group. On days 30 and 60 of lactation, the milk yield of
experimental cows was higher than of those in the control group, but the difference was not
statistically significant. The obtained results indicate that energy supplements should be
used as an integral part of the feed ration during the peripartal period in order to prevent
changes in the body condition score of cows by more than 0.7 points, and also that, in
cows with a daily milk production of up to 30 |, an energy supplement has a stimulatory ef-
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fect on milk production until the establishing of an energy balance, in this case, until around
the 30th day following calving.

Key words: energy supplement, high-yield dairy cows, body condition, performance

PYCCKUN

BNIUAHUE JABHUSA QHEPITMTEYECKOW JOBABKN B KOPME HA COCTOSIHUE
300POBbA U MPOU3BOACTBEHHbBIE PE3YJIbTATbl BbICOKO-MOJIOYHbIX
KOPOB

X. WamaHu, flaHnena Kuposcku, M. Agamosuy, U. Byanau, P. MpoaaHosuy,
M. PaguBoesuy, [l. Hukuy, Kamenua TynkaH

Llenb aToro uccneposaHusa B 3To paboTe Obinia yTBEPAUTb BIUSIHUE SHEP-
reTmdeckon gobasku Ha 6ase rnavyeposia B KOPMJIEHUM BbICOKO-MOJIOYHbIX KOPOB Ha
COCTOSIHME 340POBbSA M MPOM3BOACTBEHHbIE pe3yrnbTaThbl B paHHen hase naktauuw.
MaTHaguaTb OHeM [0 TeneHnst 0TobpaHo 47 KOPOB, pasfefieHHble B ABE rpynnbl; KOH-
TPOnbHYytO (H=26) 1 onbiTHyto (H=21). KopoBam OMbITHOW rpynnbl B MOCrefHWE OBe
Hegenwu 3acylenus n go 60 gHen nakTaummn gobasnmeaH B Kopm npenapat "Energy Top”
(Biochem "MBH, N'epmaHus), B konudectse oT 250 M B AeHb. Bcem KopoBaM oueHeHa
koHauumsa Tena (OKT) 10 gHen po TeneHua, 15 n 60 gHen nocne oténa. Obpasynku
KpoBwu B34ATbl 10 AHen fo n 15 gHen nocne oTéna u B HUX onpefenieHbl KOHLEHTpaums
rMoKOo3bl M 6eTa rugpokeun-éydepHon kucnotol (BI'BK). Y Bcex KopoB namepeHo cpegHee
OHeBHoe npoun3BoAcTBO Monoka 30 u 60 gHen nakTauuu. Pe3ynbTaTbl nokasanu, 4To
pasHuybl B OKT Mexay nepnoaom 3acylleHus u nepmogomM nyeprnepus, To ecTb nepunoga
3acyweHuns u 60 gHen nakTauum B pamkax u3noNIorM4eCcKNX CTOMMOCTEN Y OMbITHOW
rpynnbl KOpoB, a 606rblue hr3nonormiecknx CTOMMOCTEN Y KOHTPOSbHOW rpynmnbl. KoH-
LieHTpaums rioKo3bl 6biia CTaTUCTUHECKM 3Ha4YMTENbOo 60r1ee BbICOKAs Y OMNbITHON, YeM
KOHTpOnbHOM rpynnbl kopos 10 gHen go oténa (p>0,05) n 15 gHen nocne oténa (p<0,01).
MaTHaguaTb gHen nocne oTéna KoHueHTpaumsa BIBK y KOHTpOMbHOM rpynnbl KOPOB
6binia 3HaunTenbHO 6onee 6ornblwasn (p<0,01), 4em y OnbITHOM rpynnbl. TpuauaToro m
LWEeCTUAECATOr0 OHSA NakTauMum MOJIOYHOCTb KOPOB OMbITHOW rpynnbl 6bina 6onee
60nbLIas, HO He CTaTUCTUYECKU 3HAYUTESTBHO MOSIOYHOCTM KOHTPOSIbHOW rPynMbl KOPOB.
lMony4yeHHble pe3ynbTaTthl yKasbiBAIOT Ha HY>XAY MOSb30BaHUSA 3HEPreTUYecKux [o-
6aBKOB KakK COCTaBHas 4acTb Mavika B MepunapTanbHOM Mepuode C Lenbio npeay-
npe>xxaeHns N3MeHEHN B KOHAWLMM Tena KOpoB A 6onblue 0,7 04KOB, CITIOBHO U YTO Y
KOpPOB C AHEBHbIM NMPOM3BOACTBOM MOSioka A0 30 1 aHepreTuyeckon fobaBku umeeT
CTUMYJISITUBHOE BIIUSIHWE Ha MPOM3BOACTBO MOJSIOKA [0 YCTAHOBJIEHNS SHEPreTUYecKor
paBHOBECUS, TO €CTb B 3TOM Cry4ae AHS TpuauaToro nocrne oténa.

KntoueBble croBa: aHepreTuyeckas [06aBka, BbICOKO-MOJIOYHbIE KOPOBbI, COCTOSIHME
3[10pOBbSi, MPOM3BOACTBEHHbIE PE3yNbTaThl
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UTICAJ BILJNIH EKSTRAKATA DODATIH U HRANU NA
PROIZVODNE I REPRODUKTIVNE REZULTATE PREZIVARA®
POSSIBILITIES FOR USING PLANT EXTRACTS ADDED TO
RUMINANT FEED AIMED AT IMPROVING PRODUCTION RESULTS

Svetlana Grdovié, D. Sefer, B. Petrujki¢™

Upotreba biljnih ekstrakata u cilju poboljsanja proizvodnih rezul-
tata i kvaliteta namirnica animalnog porekla je oblast sa sve ve¢om
nauc¢nom znacajnoséu. Mnoga ispitivanja sprovedena na preZivarima,
ali i drugim vrstama domacih Zivotinja, imala su za cilj da se ispitaju spe-
cificne bioaktivne materije biljaka. Rezultati tih istraZivanja pokazuju
pozitivan uticaj na proizvodne rezulate. Veliki broj podataka ukazuje na
to da biljni ekstrakti dodati hrani za Zivotinje doprinose povecéanju ukup-
ne produktivnosti. Takode, biljni ekstrakti kao aditivi u hrani za Zivotinje
imaju pozitivan uticaj i na zdravstveno stanje Zivotinja. Veliki broj biljaka
poseduje karakteristike koje mogu poboljsati konzumaciju, svarljivost i
konverziju hrane i prirast. Ispitivan je uticaj ekstrakata razliCitih vrsta bi-
ljaka na konzumaciju hrane, rast vune, prirast i sastav trupa, proiz-
vodnju mleka, reproduktivne parametre, agense za strizu vune, spreca-
vanje naduna, proizvodnju metana kao i uticaj biljaka na smanjenje in-
festacije preZivara nematodama. Ovaj rad predstavija pregled naucnih
ispitivanja razli¢itih bilinih vrsta i njihovog uticaja na proizvodne karak-
teristike preZivara.

Kljuéne reci: biljni estrakti, aditivi, preZivari, proizvodnja
Uvod / Introduction

Biljke sintetiSu i luCe razliCita jedinjenja, pa se u poslednje vreme inten-
zivno ispituje uticaj njihovih aktivnih principa. Hemijski sastav biljaka je veoma
slozen i jo$ uvek nedovoljno istrazen, a s obzirom na to da je na Zemlji regis-

* Rad primljen za $tampu 05. 03. 2010. godine

** Drsci. med. vet. Svetlana Grdovié, docent, dr sci. med. vet. Dragan Sefer, vanredni profesor,
mr sci. med. vet. Branko Petrujki¢, saradnik u nastavi, Katedra za ishranu i botaniku, Fakultet
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu
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trovano preko 250.000 vrsta biljaka, moguénosti za istrazivanje i eksperimentalni
rad su izuzetno velike.

Prema vaze¢em Pravilniku o metodama organske stoCarske proiz-
vodnje (2002), uzgoj domadih zivotinja se zasniva na maksimalnom kori§¢enju
ispaSe, a u skladu sa dostupnim pasnjackim povr§inama u razliitim periodima
godine. Najmanje 60% suve materije obroka treba da poti¢e iz krmnog bilja, sveze
ili suve kabaste hrane ili silaze. Ostale biljke, njihovi proizvodi i nusproizvodi, koji
prema Pravilniku o metodama organske stoc¢arske proizvodnje (2002) mogu da
se koriste u ishrani domacih Zivotinja su: melasa kao vezivno sredstvo u smesa-
ma, ekstrakti biljaka, proteinski ekstrakti biljaka (daju se samo mladim Zivotinja-
ma), zadini i lekovite biljke.

Pod pojmom BILINOG EKSTRAKTA (lat. extrahere — izvudi, izvaditi)
podrazumevaju se koncentrovani sastojci koji se dobijaju iz biljnih sirovina. Kao
sredstvo za ekstrakciju najéeScée se koriste: 1. alkoholi razli¢itih koncentracija koji
rastvaraju alkaloide, heterozide, tanine, etarska ulja, smole, Seéere, organske
kiseline, karotenoide; 2. manje polarni rastvaraci (aceton, heksan, etar) koji rast-
varaju alkaloide, lipide, smole, voskove; 3. viSe polarni rastvaraci (propilen glikol,
glicerol) koji rastvaraju alkaloide, etarska ulja, biljne pigmente, tanine, gume,
smole, skrob; 4. ulja koja rastvaraju lipidne supstance.

Veliki procenat stoCarske proizvodnje zasniva se na koris¢enju raz-
licitih farmaceutskih preparata kao $to su antibiotici, kokcidiostatski i drugi lekovi.
Njihovo koriS¢enje izaziva sve vec¢u zabrinutost zbog povecanja rezistencije bak-
terija na lekove (Ruddock, 2000), Sto predstavlja opasnost po zdravlje ljudi (Bar-
ton, 2000). Zabrana upotrebe antibiotika u hrani za Zivotinje od 2006. godine u Ev-
ropskoj uniji dovela je do porasta interesovanja za biljne ekstrakte. Jedan od
takvih programa je i istrazivanje 500 vrsta biljaka i njihovog nematodnog, antibak-
terijskog i imunostimulatornog dejstva (EU-Replace, 2006). Dokazano je antibiot-
sko dejstvo velikog broja biljnih metabolita (pretragom literature nailazi se na
preko 5000 referenci). Kori§éenje biljaka i njihovih bioaktivnih principa zahteva i
uzgoj biljaka na poljima, dodavanje u seno ili u vodu.

Uticaj biljnih ekstrakata na prezivare /
Effect of plant extracts on ruminants

Unos hrane/ Food intake — Za prezivare su biljke veoma bitne jer niji-
hova upotreba prevazilazi okvire samog zadovoljenja potreba u hranljivim materi-
jama. Kondenzovani tanini (CT) predstavljaju veoma raznorodnu grupu jedinjenja
i imaju dokazana antinutritivna svojstva. CT poreklom iz Leucaena leucocephala
imaju manje, dok CT poreklom iz L. pallida imaju viSe izrazen negativan efekat na
varenje i aktivnost digestivnih enzima. Antinutritivni efekat kondenzovanih tanina
zavisi od toga da li su oni vezani za celijski zid ili se nalaze rastvoreni u biljkama.
Bilike koje sadrze kondenzovane tanine bile su znacajan predmet ispitivanja.
Mueller-Harvey (2006) je utvrdio da CT imaju pozitivan efekat na proizvodne
karakteristike i na unos hrane. Kondenzovani tanini koji su prisutni kod velikog
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broja biljaka mogu inhibirati aktivnost mikroorganizama buraga prezivara. Dobro
su ispitane dve biljne vrste, koje su bogate kondenzovanim taninima. To su dve
vrste zvezdana Lotus corniculatus (slika 1) i Lotus pedunculatus (slika 2). Barry
(1985) je dokazao da koli¢ina tanina u biljikama zavisi od plodnosti tla. Rezultati is-
trazivanja ukazuju na to da se kod ovaca gajenih na ispasi, na plodnom zemljistu,
gde Lotus corniculatus sadrzi 20-40 g/kg suve materije CT i Lotus pedunculatus
oko 20g/kg, postize bolji prirast.

Slika 1. Lotus corniculatus L.
Figure 1. Lotus corniculatus L.

Slika 2. Lotus pedunculatus Cav.
Figure 2. Lotus pedunculatus Cav.
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Rast vune / Wool growth — Rast
vune zavisi od resorpcije proteina. Prisut-
nost CT u zvezdanu i esparzeti (Onobrychis
viciaefolia — slika 3) u ishrani ovaca, moze
doprineti poveéanju resorpcije aminokise-
lina. U ogledu koji je trajao 55 dana na No-
vom Zelandu, ovce napasane zvezdanom
su imale bolje reproduktivne performanse i
vec¢u proizvodnju vune (Min i sar., 1999).
Analizom krvi utvrdeno je da je ovaj efekat
nastao usled povec¢anja unosa esencijalnih
aminokiselina i ve¢e energije zvezdana u
odnosu na energiju drugih pasnih biljaka.

Prirast zivotinja i sastav trupa/
Animal growth and trunk composition — Brojna
istrazivanja uticaja hrane na prirast Zivotinja
i hemijski sastav trupa su obuhvatala sa-
drzaj glavnih sastojaka hrane (proteini, ma-
Slika 3. Onobrychis viciaefolia Scop. sti, ugljeni hidrati), ali se pored toga ne sme
Figure 3. Onobrychis viciaefolia Scop. zaboraviti ¢injenica da biljna hraniva sadrze
i neke bioaktivne supstance kao $to su be-
tain i konjugovana linoleinska kiselina (CLA) koji mogu pobolj$ati odnos mast-
meso u trupu (Sillence, 2004).
Betain je prirodni aminokiselinski derivat (tri metil glicin) naden u
mnogim biljkama (cvekla, repa, beli slez, licium). Ima osmoregulatornu aktivnost i
moze biti donor metil grupe. Betain pobolj$ava prirast, smanjujuéi potrebu u ener-
giji za odrzavanije zivota (Schramai sar., 2003; Suster i sar., 2004). Objasnjenje leZi
u Cinjenici da je time smanjena aktivnost Na-K pumpe za odrzavanje osmolariteta
¢elije, a posto Na-K pumpa za svoj rad trosi ATP time se i Stedi metionin i energija.
Pored toga, betain poveéava stepen deponovanja proteina u trupu (Fernandez-
Figares i sar., 2002) i smanjuje debljinu ledne masti (Cadogan i sar., 1993). Betain
moze povecati sposobnost vezivanja vode i smanijiti gubitak vode iz mesa (Eng.
Drip loss) (Dunshea i sar., 2005). Postoje dokazi da i betain moze smanijiti nega-
tivni uticaj toplotnog stresa, povecati unos hrane i prirast tovnih goveda. Betain
poboljSava integritet ¢elija sluznice creva i smanjuje opasnost od nastajanja infek-
cije. Kod Zivine (Matthews i Southern, 2000; Klasing i sar., 2002) je utvrdeno da be-
tain, dodat u hranu kao ekstrakt ili poreklom iz biljaka bogatih betainom, moze
imati veliki broj pozitivnih efekata.
Zasi¢ene masne kiseline poreklom iz crvenog mesa povecéavaju rizik
za pojavu oboljenja srca i raka debelog creva kod ljudi. Preporuke dijeteti¢ara su
da se smaniji unos crvenog mesa (Eynard i Lopez, 2003). Esencijalne masne

210



Vet. glasnik 64 (3-4) 207 - 218 (2010) Svetlana Grdovi¢ i sar.: Uticaj biljnih ekstrakata
dodatih u hranu na proizvodne i reproduktivne rezultate prezivara

kiseline kao $to je konjugovana linoleinska kiselina mogu imati antikancerogeno,
antitrombogeno i antiaterogeno dejstvo.

Polinezasi¢éene masne kiseline (PMK) ispoljavaju antioksidativni
efekat, tj. imaju pozitivan uticaj na boju i produzavaju moguénost o€uvanja mesa.
Antioksidansi, vitamin E (a-tokoferol), flavoni (kao Sto je kvercetin) i veliki polife-
noli (tanini) imaju brojne bioloSke efekte, ali pre svega zastita od slobodnih radi-
kala. Bilike bogate PMK su badem, orah, lesnik, klice zitarica. Visok unos hraniva
bogatih vitaminom E dovodi se u vezu sa manjim brojem zaostalih posteljica kod
krava, kao i pojavom manjeg broja mastitisa, uz to i meso tih zivotinja odlikuje se
sposobnos¢u duzeg o€uvanja (Demeyer i sar., 2004).

lako se dosta zna o ulogama PMK, veoma malo se zna o njihovoj me-
taboli¢koj sudbini kod Zivotinja koje se hrane na pasi. Zelena masa sa pasnjaka
sadrzi relativno veliku lepezu razligitih masnih kiselina. Zivotinje hranjene na pasi
imaju vece koli¢ine PMK i CLA u poredenju sa zivotinjama hranjenim pretezno
koncentrovanim hranivima (Realini i sar., 2004). Upotreba biljaka bogatih PMK i
CLA kod svinja pruza veliki niz moguénosti proizvodnje dizajniranih proizvoda i
moduliranje hematolo$kih i humoralnih odgovora u zavisnosti od doze CLA (Os-
trowska i sar., 2004). Takode, pretpostavlja se da poveéana proizvodnja CLA u
buragu moze predstavljati nacin da se poboljSa zdravlje Zivotinja.

Mieko / Milk — Mleko krava i ovaca je kritiCni faktor za prezivljavanje i
rast mladih. Kondenzovani tanini u travnim smeSama sa zvezdanom povecéavaju
mlecnost kod ovaca u toku proleca i leta. Zvezdan koji je sadrzao 44,5 g/kg suve
materije CT ispoljio je pozitivan efekat na mle¢nost ovaca. Ustanovljeno je i da ko-
fein povecéava razvoj mle¢nih Zlezda, prinos mleka i prirast telesne mase kod zenki
miSeva i svinja, ali nema podataka o prezivarima (Sheffield, 1991; Li i Hacker,
1995).

Uticaj na reproduktivne parametre / Effect on reproduction parameters—
Ispasa ovaca, na pasnjacima koji su sadrzali vece koli¢ine CT (zvezdan), imala je
pozitivniji uticaj na reproduktivne parametre kod ovaca u poredenju sa Zivoti-
njama koje su gajene na pasnjacima gde nema ovih biljaka. Ramirez-Restrepo i
sar. (2005) su utvrdili da je napasanje ovaca na pasnjacima obraslim zvezdanom
do 42 dana pre parenja rezultiralo ve¢im brojem bliznjenja ovaca u poredenju sa
ovcama koje su hranjene na konvencionalnim pasnjacima.

Agensi za strizu vune ovaca / Agents for sheep wool shearing — Brojne
hemikalije su izu¢avane kao potencijalni agensi za strizu kod merino ovaca jo$
krajem 70-ih godina proSlog veka (Reis, 1978). Mimozin — bioaktivha kompo-
nenta biljke Leucaena leucocephala (slika 4), pokazao se kao vrlo efikasan u
zaustavljanju rasta vune §to omogucava da se vuna rué¢no ukloni. Medutim, ova
komponenta je u visokoj koncentraciji toksi¢na. Leucaena leucocephala je bila
predmet veéeg broja istrazivanja, posto je ona brzo rastuce drvo iz familije legumi-
noza i predstavlja zna¢ajan izvor hrane za ljude i Zivotinje u Indiji. Po hranljivoj
vrednosti sli¢na je lucerki. Taéno doziranje unosa ove materije hranom, ako potice
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iz sveze biljke (u kojoj koncentracija varira) dovodi njenu aplikaciju u pitanje. Za
strizu se pokazalo efikasnijim aplikovanje ekstrakta mimozina u odredenoj doziiu
odredeno vreme putem drenca ili umeSanog u koncentovane smeSe za ishranu
ovaca.

Slika 4. Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit
Figure 4. Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit

Nadun - Nadun buraga je ¢esto oboljenje goveda na pasnjacima. Pe-
nasti nadun nastaje zbog nemoguénosti izbacivanja gasova (koji se normalno
stvaraju u buragu). Proantocijanidini, takode antinutritivne materije, poznate su u
sprec¢avanju naduna goveda jo$ od 1711. godine. Ovo je potvrdeno i u ispitivanju
koje su sproveli (Waghorn i Jones, 1989). Pored opisanog, uocene su i bolje pro-
izvodne karakteristike kod ovaca i goveda napasanih na pasnjacima gde je proce-
nat Lotus corniculatus bio veéi nego procenat lucerke (Wang i sar., 1996). Po-
boljSanje proizvodnih rezultata moze se pripisati smanjenom gubitku proteina iz
buraga i poveéanju ukupne resorbcije amino kiselina iako je svarljivost proteina u
crevima smanjena.

Proantocijanidini su supstance za koje je dokazano da smanjuju stva-
ranje pene in vitro i njihov efekat je dozno zavisan. Waghorn i Jones (1989) su do-
kazali da ne dolazi do naduna goveda hranjenih sa Rumex obtusifolius (slika 5)
(konjstak) u koli¢ini od 10% suve materije obroka pri napasanju lucerkom. Takode
je zapaZzeno da je pojava naduna kod junica reda ukoliko je u obrok dodata espar-
zeta u koli¢ini od 10-20% suve materije (McMahon i sar., 1999). Moguce je proiz-
vesti seno koje spre€ava pojavu naduna, mesanjem lucerke sa biljkama koje sa-
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drze CT (esparzeta, zvezdan, konjstak), ali je
neophodno za to taéno odrediti procentualno
ucesce pojedinih biljaka.

Proizvodnja metana / Methane pro-
duction — Metan nastaje kao sporedni proizvod
procesa varenja hrane i predstavlja gubitak ener-
gije hrane u vidu gasova (2-12%). Metan je jedan
od najvaznijin gasova koji zagaduju ¢ovekovu
sredinu i sto€arska proizvodnja predstavlja glavni
antropogeni izvor metana (Wood i Knipmeyer,
1998). Upotrebi CT i saponina u moguénosti
smanjenja proizvodnje metana posveceno je do-
sta paznje. Leguminoze koje sadrze CT smanjuju
stvaranje metana i mikrobnu dezaminaciju zbog
interakcije biljka—protein. Smanjenje emisije me-
tana i zastita proteina od degradacije u buragu
moze rezultirati smanjenim gubitkom metabo-
licke energije i smanjenom emisijom azota u vidu
gasa. Tanini mogu smanijiti razlaganje proteina u
buragu i povecati transfer proteina u duodenum
kada se koriste u umerenim dozama (Carullai sar., 2005). Ipak, ukoliko se ove ma-
terije koriste u previsokim dozama, one mogu imati negativan efekat na proiz-
vodne karakteristike Zivotinja. Carulla i sar. (2005) su dodavanjem tanina iz Acacia
mearnsii u koli¢ini od 0,025% suve materije obroka uspeli da zna¢ajno smanje
emisiju metana (za 13%). IstraZivanje u ovoj oblasti pruza interesantne mo-
guénosti zamene pojedinih hraniva drugim hranivima koja inkorporiSu nutritivne
komplekse tanina kao i mehanizam kojim mogu da se obezbede visokokvalitetne
vrste hrane i smanji proizvodnja metana.

Saponini (terpenski glikozidi) imaju brojne, i pozitivhe i negativne, bio-
loske efekte. Hess i sar. (2003) su utvrdili da plod biljke Sapindu saponaria sma-
njuje proizvodnju metana u in vitro kulturi za 11%, kako u €isto travnim smeSama
tako i u smeSama koje sadrze i leguminoze. Za ekstrakt juke (Yucca schidigera)
postoje dokazi (Pen i sar., 2006) da smanjuje proizvodnju metana. Utvrdeno je da
ekstrakt juke stimuliSe rast Prevotella ruminicola i koCi rast Streptococcus bovis.
Antimikrobni efekat je najizrazeniji protiv gram-pozitivnih bakterija, sto je sli¢no
dejstvu jonofornih antibiotika. S obzirom na te ¢injenice, upotreba ekstrakta juke
moze pozitivno uticati na smanjenje proizvodnje ukupne koli¢ine kiselina u bu-
ragu, a time i na prevenciju acidoze buraga visokomle¢nih krava. Pored toga,
modulacija bakterijske flore buraga Zivotinja u tovu je vrlo sli¢na modulaciji koja
nastaje dodavanjem antibiotika u cilju stimulisanja rasta.

Slika 5. Rumex obtusifolius L.
Figure 5. Rumex obtusifolius L.
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Nematode / Nematode — Nematode su velika grupa organizama koja
broji preko 30.000 vrsta. Rezistenca gastrointestinalnih nematoda na dejstvo anti-
helmintika je znacajan problem iako je moderni pristup u odrzavanju pasnjaka (ro-
taciono napasanije, drljanje, razmestanje stajnjaka) od zna¢ajne pomodi u kontroli
parazita (Nguyena i sar., 2005). Utvrdeno je da napasanije Zivotinja na travnjacima
zasejanim zvezdanom i vodopijom (Chicorium intybus — slika 6) moze smanijiti in-
festaciju prezivara nematodama. Medutim, postavlja se pitanje da li je ovaj efekat
posledica same strukture biljke ili nastaje usled aktivnosti polifenolnih biljnih
hemikalija iz kabastih hraniva (Marley i sar., 2005).

Slika 6. Chicorium intybus L.
Figure 6. Chicorium intybus L.

I zakljuéak / Conclusion

Upotreba ekstrakata biljaka u cilju zastite zdravlja i pobolj$anja proiz-
vodnih karakteristika Zivotinja je oblast sve ve¢eg interesovanja. Mnogobrojne do
danas sprovedene studije imale su za cilj da ispitaju uticaj specifi¢nih klasa bioak-
tivnih molekula kao $to su tanini i saponini. Fokus je uglavnom bio na modifikaciji
mikroflore buraga, poboljSanju prirasta i smanjenju emisije metana. PoboljSanje
kvaliteta mleka i mesa, narocito u smislu postizanja optimalnog masnokiselinskog
sastava — oblast je aktivnog istraZivanja. Ishrana odredenim biljkama ili dodavanje
ekstrakata istih pruza moguénost modifikovanja masnokiselinskog sastava ani-
malnih proizvoda, pa se na taj naéin moze proizvesti zdravija hrana za ljudsku
upotrebu. KoriS¢enje biljnih ekstakata u cilju eliminacije infestacija nematodama
je do danas uglavnom bazirano na upotrebi polifenola. Medutim, poznato je da
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pored njih u billkama postoje i brojna druga jedinjenja sa antinematodnim i anti-
bakterijskim delovanjem. Biljni ekstrakti mogu imati veliki broj pozitivnih efekata
na zdravlje i proizvodne osobine zivotinja, ali treba imati na umu da je neophodno
poznavati njihovu tac¢nu koncentraciju da bi se postigao optimalan efekat jer do-
dati u koli¢ini ve¢oj od potrebne mogu ispoljiti Stetna dejstva.
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ENGLISH

POSSIBILITIES FOR USING PLANT EXTRACTS ADDED TO RUMINANT FEED
AIMED AT IMPROVING PRODUCTION RESULTS

Svetlana Grdovié, D. Sefer, B. Petrujkié¢

The use of plant extracts with the objective of improving production results
and the quality of food articles of animal origin is an area which is acquiring increasing sci-
entific importance. Numerous investigations carried out so far on ruminants and other spe-
cies of domestic animals have been aimed at examining specific bioactive matter of plants.
The results of these investigations have demonstrated a positive influence on the produc-
tion results. A large number of data indicate that plant extracts added to animal feed con-
tribute to increasing overall productivity. Furthermore, plant extracts as additives in animal
feed have a positive effect also on the health condition of the animals. A large number of
plants have characteristics which potentially improve consumption, digestibility and con-
version of food, and also growth. Examinations have been performed of the effects of differ-
ent plant extracts on food consumption, wool growth, growth and composition of the trunk,
milk production, reproductive parameters, agents for wool shearing, preventing bloat,
methane production, as well as the influence of plants on curbing nematode infestations of
ruminants. This work presents a review of scientific investigations of different plant species
and their effects on the production characteristics of ruminants.

Key words: plant extracts, additives, ruminants, production

PYCCKUN

BIIMAHUE PACTUTENbHbIX 3KCTPAKTOB JOBABJIEHHbLIX B KOPM HA
NMPOU3BOAUTEIbHBIE U PENPOAYKTUBHbLIE PE3YJIbTATbI )KBAYHbIX
XUBOTHbIX

CeetnaHa N'pgosuy, [. Wedep, B. NMeTpyinkuy

YnoTtpebrieHne pacTUTENbHbIX SKCTPAKTOB C Lefbto YITyYLIEHUA NPOn3BO-
OVTEnNbHbIX PesynbTaToB ¥ KayecTsa MNULLEBbIX MPOAYKTOB aHUMasIbHOMO NPOUCXOXAe-
HMs obnacTb ¢ BCé 6oniee 6OMbLUIOA HAYYHOW 3HAYUTENBHOCTLIO. MHOrMe ucnbiTaHus
NpoBefeHbl [0 CErOAHSA Ha XXBaYHbIX XXMBOTHbIX, Y APYrUX BUAAX AOMALIHUX XUBOTHbIX,
uvenu Ons uenu ucnbltatb cneunduryeckne 6MOaKTVBHbIE BellecTBa pacTeHuin. Pe-
3yNnbTaTbl 3TUX UCCMEeAOBHaUM NOKasbiBalOT MOJIOXKUTENbHOE BIIUSIHNE Ha NPOM3BOAM-
TenbHble pe3yfbTaTbl. BonbLoe YACNO AaHHbIX YKa3blBAeT Ha 3TO, YTO PacTUTesbHble
3KCTPaKTbl A06aBMEeHbl KOPMY A5 XXUBOTHbIX COAENCTBYIOT YBEMYEHNIO COBOKYMHON
npon3BoAUTENTIBHOCTW. TaK)Ke, pacTuTenbHble SKCTPaKTbl KakK aganTmMBbl B KOpMe Ana
YKUBOTHBIX UMEIOT MONOXUTENIbHOE BIIUSIHUE U HAa COCTOSIHWE 3[0POBbS XMBOTHbIX. Bo-
NbLIOE YWUCMO pacTeHuii 06nafaroT XapakKTepucTMKamu, KOTOpble MOoTeHUManbHO
ynydwatoT noTpebneHre, nepeBapuMoCcTb U KOHBEPCUIO KOpMa 1 NpUpocT. VcnbiTbiBaHO
B/IVSIHNE SKCTPAKTOB Pa3fIM4HbIX BUAOB pacTEHN Ha NOTpebreHne Kopma, pocT LIepCTH,
NpUPOCT M COCTaB TynoOBMLA, NPOU3BOACTBO MOJIOKA, PenpoAyKTUMBHbIE MapameTpsbl,
areHTbl 4N CTPUXKKM LWEPCTU, NpegynpexxaeHve B34y Tus, Npon3BoACcTBO MeTaHa, CroB-
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HO M BNUSIHUE PaCTEHMIN HA YMEHbLUEHME 3apaXKEHUS XKBAYHbIX XXMBOTHbLIX HEMaTO4AMM.
OTa paboTa npeacTaBnseT cobom 0630p HayYHbIX UCMbITAHWUIA Pa3fIUYHbIX PACTUTENbHbIX
BMOOB M NX BNTUAHUA HaA Npon3BoAnTEesibHble XapaKTepUCTUKN XXBa4HbIX )KUBOTHbIX.

KnioyeBble CroBa: pacTuTerbHble 9KCTPaKTbI, a4ANTUBbI, XXBaYHbIE XUBOTHbIE,
MPOV3BOACTBO
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UTICAJ EKSTRAKTA PODZEMNIH ORGANA HELLEBORUS
ODORUS W. ET K. NA CRVENU KRVNU SLIKU

WISTAR PACOVA’

INFLUENCE OF HELLEBORUS ODORUS W. ET K. UNDERGROUND
PARTS EXTRACTS ON RED BLOOD PICTURES OF WISTAR RATS

Vesna Davidovi¢, M. Lazarevi¢, Mirjana Joksimovié-Todorovic,

Z. Maksimovié, M. Jovanovi¢, N. Miljas**

*

U ovom radu su prikazani rezultati ispitivanja vrednosti parame-
tara crvene krvne slike pacova soja Wistar, nakon intramuskularne
aplikacije ekstrakta rizoma i korena Helleborus odorus W. et K. Ogled
je izveden u eksperimentalnim uslovima na 49 pacova soja Wistar,
podeljenih u 7 grupa sa po 7 jedinki (jedna kontrolna i Sest oglednih
grupa). Kontrolnoj grupi pacova je intramuskularno aplikovan fizioloski
rastvor (0,25 ml/100 g t.m.). U cilju odredivanja duZine trajanja efekata
ekstrakta, pacovima je aplikovan te¢ni ekstrakt podzemnih organa ku-
kureka u koncentraciji od 10 mg/100 g t.m., a krv je uzorkovana kardijal-
nom punkcijom nakon 24h, 48h i 72h. Ispitivan je i uticaj ekstrakta izla-
ganog povisenoj temperaturi na uocene efekte, 24h posle aplikacije
inaktivisanog (56°C 30 min) ili denaturisanog ekstrakta (100°C 5 min),
kao i efekat dijalizata ekstrakta. Dobijeni rezultati hematoloskih analiza
su ukazali na slabu hemolitiCku aktivnost ekstrakta. Kod svih oglednih
grupa, prosecan broj eritrocita bio je smanjen, ali se odrZao u grani-
cama referentnih vrednosti. ZabeleZene koncentracije hemoglobina i
hematokrita u krvi pacova kontrolne i oglednih grupa bile su niZe u od-
nosu na fizioloske vrednosti, pri éemu koriséeni ekstrakt nije znacajno
uticao na ispitivane parametre.

Klju¢ne reci: kukurek, crvena krvna loza, pacovi
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Uvod / Introduction

Etnoveterinarska ili narodna veterinarska medicina obuhvata integri-
sanje i primenu razli¢itih lokalnih saznanja, vestina i postupaka u cilju nege,
oCuvanja zdravlja i dobrobiti radnih i proizvodnih Zivotinja (Kohler-Rollefson i
Braunig, 1998). Fitoterapija, kao vid tradicionalne medicine, podrazumeva spre-
Cavanje nastanka i leenje blazih oblika bolesti ljudi i Zivotinja prirodnim lekovitim
sirovinama i biljnim pripravcima. ViSevekovna upotreba lekovitih i drugih biljaka
samo na osnovu empirijskin podataka, danas je potvrdena brojnim hemijskim,
farmakoloskim i toksikoloSkim ispitivanjima. To je omogucilo da se fitoterapija di-
rektno ukljucii u konvencionalnu terapiju. U fitoterapiji se primenjuju cele lekovite i
druge biljke, njihovi delovi — droge sa strukturom odn. organizovane droge
(osuSeni i usitnjeni nadzemni i podzemni organi biljke) i droge bez strukture od-
nosno necelijske droge (mle¢ni sok, etarsko ulje, vosak, sluz, balzam), kao i
razli¢iti sastojci i pripravci. Primenom pojedinih biljaka koje sadrze farmakoloski
aktivne sastojke (heterozide, alkaloide, tanine, saponozide) i pojedine nutritivhe
elemente (eteri¢na ulja, vitamine, minerale, antioksidanse) moze se uticati na
jacanje odbrambenih sposobnosti organizma, na metabolicke procese i na
uspesnije odstranjivanje Stetnih materija iz organizma.

Stimulacija funkcija imunskog sistema primenom biljnih preparata
vazna je, posebno zbog ¢&injenice da je u svim zemljama Evropske unije, od
pocetka 2006. godine, zabranjeno koriS¢enje antibiotika u krmnim sme$ama kao
profilakti¢kih supstanci i kao stimulatora rasta. Zakonom o organskoj proizvodnji
Republike Srbije (2002) zabranjena je upotreba antibiotika, kokcidiostatika, bi-
ostimulatora, hormona ili bilo kojih drugih materija kojima se stimuliSe rast ili pro-
izvodnja da bi neki proizvod imao oznaku organski proizvedene hrane. Istovre-
meno se fitoterapeuticima (ekstraktima biljaka, esencijama) i homeopatskim pro-
izvodima (biljnim, Zivotinjskim i mineralnim supstancama) daje prednost nad sin-
teticko-hemijskim veterinarskim preparatima u zdravstvenoj zastiti Zivotinja, uko-
liko obezbede da njihovi terapijski efekti budu pozitivni (Pravilnik o metodama or-
ganske stoCarske proizvodnje, 2002). Postoje i toksi¢ne biljke koje se u tradicio-
nalnoj i konvencionalnoj medicini koriste kao lekovite, u cilju podsticanja nespe-
cifi¢nih i specificnih odbrambenih mehanizama organizma, ¢ime se povecava ot-
pornost na bolesti i jedinke se na taj nacin Stite od infekcija. U nasoj zemlji,
naroCito u brdsko-planinskim krajevima, raste viSe vrsta kukureka (Helleborus
odorus Waldst. et Kit., Helleborus niger L., Helleborus multifidus Vis., Helleborus
atrorubens Waldst. et Kit., Helleborus serbicus Adamovic¢ i dr.) koje pripadaju redu
narkoti¢nih i otrovnih biljaka. Svezi delovi ovih biljaka se ne smeju koristiti jer
moze doéi do nezeljenih efakata kao Sto su: nesvestica, povrac¢anije, dijareja,
gréevi i ukoCenost, pa i smrt, kod Zivotinja ili ljudi. U etnoveterinarskoj medicini se
upotrebljava biljna droga Helleborus sp. (Ranunculaceae), koja predstavlja
osus$en rizom (podzemno stablo) gusto obrastao kratkim, tankim korenjem mrke
boje (Hellebori rhizoma et radix). Nespecifiéna nadrazajna terapija primenjivana je
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je unasem narodu (Tucakov, 1996), kao i u rumunskoji makedonskoj tradicional-
noj medicini (Bogdan i sar., 1990; Tosevski i sar., 2004) transkutanom implantaci-
jom rizoma kukureka. Postupak zatravljivanja zivotinja ili uvlacenja spreza spro-
vodi se postavljanjem dobro opranog i osuSenog rizoma u ranu napravljenu de-
belom iglom (Silom) kroz uho ovaca i svinja, derdan goveda i kozu grudi kod
konja. Na mestu implantacije pojavljuju se crvenilo i otok, koji traju nedelju dana,
pri €emu je opste stanje zivotinja dobro. Ovoj prirodnoj metodi le¢enja, se podvr-
gavaju nedovoljno razvijena grla kod kojih je uo¢eno odsustvo apetita, kao i zivoti-
nje obolele od hroni€nih bolesti u cilju akutiziranja procesa radi brzeg ozdravlje-
nja. Bogdan i sar. (1990) su ispitivali ovaj vid nespecifi¢ne nadrazajne terapije kod
veceg broja razli€itih domacih zZivotinja. Analizom diferencijalne krvne slike, ovi
autori su utvrdili izrazenu leukocitozu i neutrofiliju kod svih tretiranih Zivotinja koja
je trajala viSe od 6 dana (izuzev kod ovaca). U istraZivanjima Davidovi¢ i sar. (2006,
2008, 2009, 2010) utvrdeno je da subkutana, intraperitonealna i intramuskularna
aplikacija razliCitih doza ekstrakta podzemnih organa Helleborus odorus W. et K.
pacovima soja Wistar ima za posledicu znacajno povec¢anje ukupnog broja leu-
kocita i neurofilnih granulocita i aktivaciju brzih, nespecifi¢nih odbrambenih me-
hanizama. Koren i rizom velikog broja biljnih vrsta roda Helleborus sp. se koriste u
le€enju pneumonije i bronhitisa kod goveda (Raimondo i Lentini, 1990; Passalac-
qua i sar., 2006), infektivnih bolesti svinja i ovaca (Guarrera, 1990) i protiv
zubobolje (Leporatti i Pavesi, 1989). Utvrdeno je da precisceni ekstrakt Helleborus
L. deluje imunostimulatorno i proinflamatorno (Kerek, 1997) i da modifikuje imun-
ski odgovor u stanjima primarne ili sekundarne imunodeficijencije (Bolte i sar.,
2001).

Hellebori rhizoma et radix sadrzi bufadienolidne heterozide (Karrer,
1943; Wissner i Kating, 1974; PetriCi¢ i sar., 1977; Watanabe i sar., 2003), triterpen-
ske i steroidne saponozide (Ribar i sar., 1986; Liedke i sar., 1997; Rosselli i sar.,
2009), masne materije i masne kiseline (Argay i sar., 1996), ekdisteroide (Co-
lombo i Tomé, 1993), alkaloide (Slavik, 1987) i ugljene hidrate (Zivanov-Staki¢ i
Mladenovi¢, 1971). Saponozidi imaju jako nadrazajno dejstvo, podsti¢u kontrak-
cije buraga i ubrzavaju motilitet creva i uterusa, pa se kukurek u narodnoj medicini
koristi kao purgativ, kao lokalno kontraceptivno sredstvo i za izazivanje abortusa.
Iz pojedinih vrsta kukureka izolovane su razli¢ite aglikonske komponente steroid-
nih saponozida (sapogenini), povrsinski aktivnih jedinjenja koja smanjuju napon
na dodirnoj povrSini dve faze koje se ne meSaju. Na ovoj osobini se zasnivaju bi-
oloska i farmakolo$ka delovanja saponozida, koji se vezuju za sterole ¢éelijskih
membrana i povecavaju njihovu permeabilnost, Sto se kod eritrocita manifestuje
hemolizom i gubitkom hemoglobina. Petri€i¢ i sar. (1971) su uporednim ispitiva-
njem hemolitickog delovanja saponozida iz podzemnih delova veéeg broja vrsta
roda Helleborus L., u in vitro uslovima, utvrdili veliku razliku ne samo izmedu poje-
dinih vrsta, vec¢ i u okviru iste vrste sa razli¢itih stanista. Pri tome, hemoliticko de-
lovanje nije bilo u korelaciji sa koli¢inom razli¢itih saponozida, ve¢ je zavisilo od
njihove strukture i moglo se viSestruko povecati dodavanjem enzimskog sistema
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koji sadrzi B-glikozidazu. Najintenzivniju hemolizu, ¢ak i u velikom razredenju, iza-
zivaju saponini sa razgranatim ugljenohidratnim lancem od 4 do 5 monosaharida.

Materijal i metode rada / Material and methods

Ogledne Zivotinje. Ogled je izveden u eksperimentalnim uslovima na
49 pacova soja Wistar, oba pola, starosti dva meseca, telesne mase 200 = 10 g.
Formirano je 7 grupa sa po 7 jedinki (jedna kontrolna i Sest oglednih grupa). Kon-
trolnoj grupi pacova (Grupa ) je intramuskularno aplikovan fizioloSki rastvor u
koli¢ini od 0,25 ml/100 g t.m., $to je odgovaralo zapremini aplikovanog ekstrakta.
U cilju odredivanja duzine trajanja efekta ekstrakta rizoma i korena kukureka (EK)
na crvenu krvnu sliku, pacovima je intramuskularno aplikovan (IM) u zadniji ek-
stremitet te¢ni EK u koncentraciji od 10 mg/100 g t.m., a krv je uzorkovana kardi-
jalnom punkcijom nakon 24h (Grupa Il), 48h (Grupa lll) i 72h (Grupa IV). Ispitivan
je i uticaj delovanja poviSene temperature na uo¢ene efekte ekstrakta, 24h posle
IM aplikacije inaktivisanog (56°C 30 min) (Grupa V) ili denaturisanog ekstrakta
(100°C 5 min) (Grupa VI). Efekat dijalizata ekstrakta rizoma i korena kukureka na
vrednosti parametara crvene krvne loze, ispitivan je 24h posle njegove IM aplika-
cije (Grupa V).

Postupak ekstrakcije. Osusen rizom sa korenjem H. odorus W. et K.,
prethodno usitnjen do konzistencije grubog praska, ekstrahovan je u aparatu za
kontinuiranu ekstrakciju prema Soxhlet-u rastvaraima rastuce polarnosti: petro-
letrom, hloroformom i metanolom. Ekstrahovani biljni materijal je potom dva puta
ekstrahovan vodom, a kao krajnji proizvod dobijen je suvi ekstrakt zuto-oker boje
koji je rastvaran u fizioloSkom rastvoru do potrebne koncentracije. Dijalizat EK je
dobijen nakon trostepene dijalize u celofanskoj vrecici (cutt off 12 kDa).

Odredivanje vrednosti parametara crvene krvne slike. Vrednosti
hematoloskih parametara: broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i vrednost
hematokrita (HCT) odredivani su pomoc¢u automatskog hematoloskog analiza-
tora Arcus Diatron®, Gmbh Wien, Austria. Testiranje zna¢ajnosti ustanovljenih
razlika izmedju srednjih vrednosti ispitivanih hematoloskih parametara izvr§eno je
Studentovim-t testom.

Rezultati istrazivanja i diskusija / Results and Discussion

Tokom ogleda, najveéi prose€an broj eritrocita utvrden je kod kon-
trolne grupe pacova (7,93 + 0,50x10'2/L). Kod svih oglednih grupa kojima je
aplikovan EK doslo je do smanjenja broja eritrocita u odnosu na kontrolnu grupu,
a razlika nije bila statistiCki znaajna samo 24h posle aplikacije EK i dijalizata EK
(izmadu koijih takode nije utvrdena statisti¢ka znac¢ajnost). Ispitivanjem uticaja EK
na promenu broja eritrocita u odredenom vremenskom periodu, utvrden je naj-
vedi broj eritrocita 24h posle aplikacije EK (7,92+0,50x10'2/L) $to je znadajno
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vise u odnosu na ove vrednosti posle 48h (6,91+1,08x10'2/L) i posle 72h
(6,67+0,38x10"2/L). Prose&na vrednost broja eritrocita u krvi pacova Il grupe 24h
posle tretmana EK bila je znacajno ve¢a u odnosu na ove vrednosti kod jedinki ko-
jima je aplikovan denaturisan (7,09+0,44x10'%/L) ili inaktivisan ekstrakt
(6,24+0,69x10'2/L) (grafikon 1).

Broj eritrocita (1012/L) /
Erythrocyte number 10°1)

*p<0,05
**p<0,01
***n<0,001

FR 24h 48h 72h 569C  100°C  Dijalizat/
30min  5min Dialysate

Grafikon 1. Broj eritrocita (1072/L) kod pacova tokom ogleda /
Graph 1. Number of erythrocytes (10'2/1) in rats during experiment

U svim ispitivanim grupama, prosecan broj eritrocita je bio u grani-
cama referentnih vrednosti koje navode Pritchett i Corning (2004) (5,4-8,5x
10'2/L) i Moore (2000) (7,25+0,93x 10'?/L kod muzjaka i 6,85+0,61x10'?/L kod
zenki). Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima PetriCi¢a i sar. (1971) koji navode
da H. odorus W. et K. ispoljava slabu hemoliticCku aktivhost (HD u Ph Jug.
Sap.jed./g droge), koja je niza u poredenju sa drugim biljkama roda Helleborus L.
Medutim, zna¢ajno povecanje stepena hemolize u krvi pacova tokom odredenog
vremenskog perioda (48h i 72h posle aplikovanja EK) nije u saglasnosti sa rezul-
tatima ovih autora koji su posmatrajuc¢i dinamiku hemolize u in vitro uslovima
utvrdili da se hemoliza uglavnom odvija u prva 3h i da posle toga nema bitnih
promena. Ristoska i sar. (2002) navode da se prose€an broj eritrocita u krvi na-
zimica smanijio 24h posle aplikovanja EK, ali da se odrzao u fizioloskim grani-
cama. Rezultati Tosevskog i sar. (2004) dobijeni na prasadima u starosti 52 dana
ukazuju na smanjenje broja eritrocita za 22% druge i tre¢e nedelje nakon aplika-
cije EK, dok je kod prasadi u uzrastu od 35 dana broj eritrocita bio poveéan prve i
druge nedelje posle tretmana.

Koncentracija hemoglobina u krvi pacova kontrolne grupe bila je
127,71+8,12 g/L. U Il oglednoj grupi, 24h posle aplikacije EK ili aplikacije dijali-
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zata EK (grupi VII) ove vrednosti su bile neSto vece (134,29+9,20 g/L odn.
129,29+13,00 g/L) u odnosu na kontrolnu grupu. Ove razlike nisu bile statistiCki
znacajne. Ostale ogledne grupe su imale nize vrednosti koncentracije hemo-
globina u odnosu na kontrolnu grupu, a statistiCki znacajne razlike zabelezene su
u odnosu na IV grupu 72h posle aplikacije EK (114,71+7,06 g/L) i u odnosu na V
grupu tretiranu EK inaktivisanim 30 min na 56 °C (111,29+13,94 g/L). Znacajno
veca koncentracija hemoglobina je zabeleZzena u VI grupi pacova posle aplikacije
EK denaturisanog 5 min na 100 °C (126,57+7,85 g/L) u odnosu V grupu koja je
dobila inaktivisani EK (p<0,05) (grafikon 2).

200 A

180 - I 1

160 - idadd
140 - T
120 4

100
80 1
60

Koncentracija hemoglobina (g/L) /
Haemoglobin concentration (g/L)

40

*p<0,05

20 4 **p<0,01
0 JITTIT] ***p<0‘001

FR 24h 48h 72h  569C  100°C Dijalizat/
30min  5min Dialysate

Grafikon 2. Koncentracija hemoglobina (g/L) kod pacova tokom ogleda /
Graph 2. Haemoglobin concentration (g/L) in rats during experiment

U odnosu na fizioloSke vrednosti za koncentraciju hemoglobina u krvi
pacova, koje iznose 143+10 g/L (Moor, 2000), tokom ogleda su utvrdene nize
vrednosti kod kontrolne i oglednih grupa pacova. Tosevski i sar. (2004) su utvrdili
smanjenje koncentracije hemoglobina u proseku za 11% kod prasadi u starosti
od 52 dana, Cetrnaestog i dvadeset prvog dana posle aplikacije EK. Rezultati do-
bijeni na pacovima nisu u saglasnosti sa rezultatima Tosevskog i sar. (2004), koji
su kod prasadi uzrasta od 35 dana konstatovali hemoglobinemiju u okviru fizio-
loskih granica pre i posle aplikovanja EK, kao ni sa rezultatima Ristoske i sar.
(2002), koji su takode utvrdili da je vrednost koncentracije hemoglobina ostala u
granicama referentnih vrednosti posle aplikovanja EK nazimicama.

Najve¢a hematokritska vrednost je zabelezena u VII grupi pacova 24h
posle aplikovanja dijalizata EK (40,31=3,93%), a razlika u odnosu na kontrolnu
grupu (36,89+2,19%) i Il grupu 24h posle aplikovanja EK (39,34 £2,24%) nije bila
statisticki znacajna. Pra¢enjem uticaja EK na HCT utvrdeno je da je samo u ogled-
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noj grupi IV (72h posle primene EK) hematokriti bio 33,31+2,33%, $to je znacaj-
no niza vrednost u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05). Nakon termicke obrade i
primene EK, utvrdena je zna¢ajno niza HCT posle aplikacije inaktivisanog EK
(31,86=3,80%) u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05), Il grupu 24h posle aplika-
cije EK (p<0,001) i VI grupu kojoj je aplikovan denaturisan EK (p<0,05) (grafikon
3).
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Grafikon 3. Hematokritska vrednost (%) kod pacova tokom ogleda /
Graph 3. Haematocrit value (%) in rats during experiment

Hematokritske vrednosti u krvi pacova ispitivanih grupa bile su nesto
nize od referentnih vrednosti 37-49%, koje navode Pritchett i Corning (2004). Re-
zultati dobijeni na pacovima 24h posle primene EK u skladu su sa ispitivanjem he-
matokritske vrednosti na nazimicama 24h posle aplikacije EK koje su sproveli Ris-
toska i sar. (2002), pri ¢emu su utvrdili da je ova vrednost ostala u granicama
fizioloskog opsega.

Zakljucak / Conclusion

Na osnovu rezultata nasih istrazivanja moze se zakljuciti sledece:

1. Intramuskularna aplikacija ekstrakta rizoma i korena Helleborus
odorus W. et K. ima za posledicu smanjenje broja eritrocita kod svih oglednih
grupa u odnosu na kontrolnu grupu pacova, ali su dobijene vrednosti bile u refer-
entnim granicama za ovu Zivotinjsku vrstu.

2. Tokom ogleda su utvrdene nize vrednosti koncentracije hemo-
globina i hematokrita kod svih ispitivanih grupa u odnosu na fizioloSke vrednosti.
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KoriS¢eni ekstrakt nije uticao zna¢ajno na vrednosti ovih parametara, osim kod IV

grupe (72h posle aplikacije EK) i V grupe (inaktivisani EK), kod kojih su utvrdene
znacajno nize vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu i Il grupu pacova 24h nakon
primene EK.

3. Ekstrakt podzemnih organa H. odorus W. et K. ispoljava slabu

hemoliticku aktivnost.

—_
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ENGLISH

INFLUENCE OF EXTRACTS OF HELLEBORUS ODORUS W. ET K. UNDERGROUND
PARTS ON RED BLOOD CELL COUNT OF WISTAR RATS

Vesna Davidovi¢, M. Lazarevi¢, Mirjana Joksimovi¢-Todorovi¢, Z. Maksimovi¢,
M. Jovanovié¢, N. Miljas

This paper presents the results of investigations of parameter values of the red
blood cell count in Wistar rats, after intramuscular application of rhizome and root extract of
Helleborus odorus W. et K (HE). The trial was conducted in experimental conditions on 49
Wistar rats divided into 7 groups with 7 animals per unit (control and six experimental
groups). The control group was treated by an intramuscular injection of sterile saline (0.25
ml/100 g BM). For the purpose of determing the duration of the HE effects, the animals were
injected with a dose of 10 mg/100 g BM and blood was collected by cardial taps after 24, 48
and 72 hrs. Moreover, we investigated the influence of elevated temperatures on the noted
HE extract effects, 24 hrs after the application of the inactivated (56°C 30 min) or denatur-
ized (100°C 5 min) extract, as well as the influence of dialyzed HE. The obtained results of
haematological analyses have pointed out the weak hemolyses activity of the extract. In all
experimental groups, the erythrocyte count was decreased, but remained within reference
values. Haemoglobin concentration and haematocrit values in the experimental and the
control groups of rats were decreased in comparison to the physiological values, while the
applied extract did not significantly affect the examined parameters.

Key words: Helleborus sp., red blood cell count parameters, rats

PYCCKUN

BJIIMAHUE 3KCTPAKTA NOA3EMHbIX OPTAHOB HELLEBORUS ODORUS W. ET K.
HA KPACHYIO KPOBSAHYIO KAPTUHY WISTAR KPbIC

BecHa [laBugosuy, M. JlasapeBu4, MupsiHa Mokcumosuy-TogopoBuy,
3. MakcumoBu4, M. MoBaHoBu4, H. Munsc

B aTon paboTe nokasaHbl pe3ynbaTbl UCMbITAHNS CTOMMOCTM NapameTpoB
KpacHOW KPOBSAHOM KapTUHbI Kpbic lWTamma Wistar, nocne BHyTPMMbILLEYHOW annivKaumm
3KCTpaKTa KOpHA 1 KopHsa Helleborus odorus W et K. OnbIT BbINOMIHEH B SKCNEPUMEH-
TanbHbIX ycnoBusax Ha 49 kpbic wtamma Wistar, pa3geneHHbix B 7 rpynn ¢ No 7 € AMHNYHbIX
XXMBOTHbIX (KOHTPOSIbHAsi U LWeCTb OMbITHbIX). KOHTPOMbHOW rpynne KpbiC BHYTPU-
MbILWEYHO annnuumpoBaH duamonormdeckuii pacteop (0,25 mni/100 r m.T.). C uenbto
onpefeneHns AnviHbl MPOAOIPKUTENBHOCTY 3(hhEKTOB IKCTPaKTa, KpbiCam annimumpo-
BaH >XXWAKUA 3KCTPaKT MOA3EMHbIX OPraHoB Yemepuubl B KoHUeHTpauum ot 10 mr/100 r
M.T., @ KPOBb 06pasynkoBaHa KapamnanbHoW nyHkumen nocne 24 4, 48 4. n 72 4. Ucnbl-
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TbIBAHO U BNUSIHWE SKCTPaKTa NoABepryHyTOro noBbllEHHOW TemnepaType Ha 3ameyeH-
Hble 3hdeKTbl, 24 4. NOCe anIKauum MHaKTUBaumMoHHoro (56°C 30 MuH) Unu geHary-
poBaHHOro akctpakta (100°C 5 MuH), croBHO M ahdeKT ananusaTa akcTpakTa. Mo-
nyYeHHble pe3ynbTaTbl remMaToIorM4ecKnMx aHanns3oB ykasanu Ha cnabyo remonmTunye-
CKYI0 @aKTUBHOCTb 3KCTpaKTa. Y BCeX OMbITHbIX FPYM, CPegHee YMUCO IpUTPOLUTOB ObINo
YMEHbLUEHO, HO MOAAEepPXancsa B rpaHnyax pedepeHTHbIX CTOMMOCTEN. 3anncaHbl KOH-
LeHTpaummn remornobrHa 1 remaTokpyTa B KPOBU KPbIC KOHTPOSIbHON U OMbITHBIX rPymnn
6bISIN HVKE B OTHOLIEHUM (DU3MOMOTMHYECKOW CTOUMOCTH, MPU YEM MOJSIb30BaHHLIN 3K-
CTPaKT He 3HaYNTENbHO BIWAS Ha UCMbITbIBAHHbLIE NapameTpbl.

KnioyeBble crioBa: Yemepuua, KpacHas KpoBsHasi N103a, Kpbichbl
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SUPKLINICKI MASTITISI OVACA: UZROCNICI I NJIHOVA
OSETLJIVOST NA POJEDINE ANTIMIKROBNE LEKOVE’
SUBCLINICAL MASTITIS IN SHEEP — CAUSES AND THEIR

SENSITIVITY TO ANTIBIOTICS

Slobodanka Vakanjac, I. Todorovié™

Kalifornija mastitis testom (CMT) ispitano je mleko uzorkovano od
6609 ovaca, odnosno iz 13 218 mamarnih kompleksa. Od 986 uzoraka
mleka sa povecanim brojem somatskih ¢elija u mleku iz 910 (92,3%)
uzoraka izolovani su uzro¢nici mastitisa. Najc¢esc¢i izolovani mikroorgan-
izmi su: E. coli izolovana iz 189 (20,76%) uzoraka, Micrococcus sp. iz
186 (20,43%) uzoraka, Bacillus sp. iz 177 (19,45%), Staphylococcus
aureus iz 172 (18,9%) uzorka i Proteus sp. iz 121 (13,29%) uzoraka
mleka ovaca. Koagulaza negativne stafilokoke (CNS) izolovane su u
mnogo manjem broju iz 25 (2,74%) uzoraka, Streptococcus sp. izolo-
van je iz 19 (2,08%) uzoraka, Pseudomonas sp. iz 14 (1,563%) uzoraka,
hemoliti¢ne E. coli izolovane su iz svega 6 (0,65%) uzoraka, a Strepto-
coccus agalactiae iz samo jednog uzorka. Od 25 izolata koagulaza
negativnih stafilokoka kao Staphylococcus chromogenes identifiko-
vano je 16 (64%) izolata, a kao Staphylococcus simulans 9 (36%) izo-
lata. Osetljivost izolovanih uzro¢nika mastitisa na antimikrobne lekove
ispitana je disk difuzionom metodom.

Kljucne reci: mastitis, ovce, Staphylococcus aureus, koagulaza
negativne stafilokoke, antibiogram, antimikrobni lekovi

Uvod / Introduction

UzroCnici mastitisa ovaca su uglavnom infektivni, rede mehanicki ili

hemijski (toksiCni) agensi. Kod ovaca mastitis uglavnom izazvaju Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, koagulaza negativne stafilokoke (CNS), Ar-
canobacter pyogenes, mikoplazme, pasterele, retko plesni i gljivice. Staphylococ-
cus aureus se prenosi preko sekreta ovaca obolelih od mastitisa, ruku muzaca i

*
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** Dr sci. med. vet. Slobodanka Vakanjac, docent, Katedra za porodiljstvo, Fakultet veterinar-
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opreme za muzu. Prenosioci infekcije mogu biti i jaganjci na sisi, jer se kod njih ovi
mikroorganizmi mogu nacéi na sluznici usta i nosa. Staphylococcus aureus javlja
se najcesce u periodu laktacije i morbiditet se kre¢e od 10 do 30 % u stadu, mada
neki autori beleze ¢ak i do 65% (Mork, 2007). Latentna infekcija vimena ovaca
utvrdena je u 40% pa i do 90% jedinki. Neki sojevi stafilokoka su sposobni da pro-
dukuju penicilinazu, zahvaljuju¢i kojoj postaju otporni na dejstvo penicilina (Mar-
kovi¢, 1982). Schroder i sar. (2005) su ustanovili da je S. aureus 100% osetljiva na
oksacilin, cefacetril i neomicin, te ih preporucuju kod mastitisa izazvanih ovim mi-
kroorganizmom. Corti (2003) je ustanovio da je kod 91% uzoraka mleka uzrocnik
bila bakterija S. aureus, koja je osetljiva na penicilin G, ampicilin, amoksicilin sa
klavulanskom kiselinom, linkomicin, neomicin, gentamicin i kanamicin. Kod stafi-
lokoknog mastitisa mogu se koristiti i cefalosporini, makrolidi i tetraciklini (Pyo-
rala, 2002). Linage (2008) je upotrebom preparata za zasuSenje (penetamat
hidrojodid, benetamin penicilina i framicetin sulfata) pojavu stafilokoknih mastitisa
smanjio sa 41,3 na 9,9%. Vecu oseljivost S.aureus na tilmikozin, nego na druge
upotrebljene antibiotike utvrdio je Bergonier (2003). Simko (1996) je utvrdio da su
sojevi S. aureus izolovani u slu¢ajevima mastitisa ovaca osetljivi na kombinaciju
sulfametoksazola i trimetoprima, eritromicin, gentamicin, kanamicin, tetracikline i
linkomicin, rezistentni prema penicilinu G i ampicilinu, a slabo osetljivi na cefalo-
sporine, rifamicin i spiramicin. Kod ovaca mastitisi izazvani streptokokom (Strep-
tococcus sp.) su retki i javljaju se u nekih 5 % slu€ajeva od ukupnog broja masti-
tisa. Ced¢i su u uslovima nepravilne masinske muze, kada su izazvani bakterijom
Streptococcus uberis, pri ¢emu moze biti inficirano i do 20% ovaca u stadu
(Krzyscin, 2007). Kod ove infekcije upotreba penicilnskih preparata daje uglav-
nom zadovoljavajuce rezultate, tako da se kod klini¢ke forme mastitisa aplikuju vi-
soke doze penicilina G ili polusintetskog penicilina (Gruneth, 1996). Redukcija po-
jave streptokoknih mastitisa (sa 5,8 na 1,8%) postignuta je kombinacijom prepa-
rata za zasus$enje i to pentamat hidrojodida, benetamin penicilina i framicetin sul-
fata (Linage, 2008). Koagulaza negativne stafilokoke kao nespecificni izazivaci
mastitisa, javljaju se u sve ve¢em procentu u stadu. Uoceno je sezonsko variranje
mastitisa prouzrokovanih koagulaza negativnim stafilokokama i ¢eSce se javljaju
pred kraj sezone boravka u stajama (Gonzales, 2003). Jedan od ¢eS¢ih CNS je
Staphylococcus chromogenes (S. chromogenes) koja Cesto naseljava vrh sisa
(Burriel, 1988). Prema podacima iz literature, najéesSce izolovane CNS iz mleka
ovaca su bakterije S. xylosus, S. epidermidis, S. simulans (prisutna je najcesée
kod mesnatih rasa ovaca) i S. chromogenes (Burriel, 1988). Neki radovi ukazuju
na to da je S. chromogenes prisutna ¢ak na 20% vrhova papila ovaca (De Vliger,
20083).

Materijal i metode rada / Material and methods
Kalifornija mastitis test (CMT) | California mastitis test (CMT)

Kalifornija mastitis testom (CMT) ispitano je mleko uzrokovano od
6609 ovaca, odnosno mleko iz 13 218 mamarnih kompleksa.
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Bakteriolosko ispitivanje mleka | Bacteriological examination of milk

U laboratoriji VSI Pancevo bakterioloski je ispitano 986 uzoraka mleka
ovaca koji poti¢u iz onih mamarnih kompleksa kod kojih je CMT-om utvrden po-
rast broja somatskih ¢elija. Uzorci mleka su uzeti u asepti¢nim uslovima. Uzorci
koji su prethodno ¢uvani u frizideru, pre zasejavanja su zagrevani u vodenom ku-
patilu 15 minuta na 37° C, a zatim su zasejavani na krvni agar. Zasejane podloge
su inkubirane u termostatu 24 do 48 h pri 37 © C. Uzro¢nici mastitisa su identifiko-
vani na osnovu izgleda kolonija, vrste hemolize i biohemijskih karakteristika.

Ispitivanje osetljivosti izolovanih uzro¢nika mastitisa na antimikrobne lekove /
Investigation of senstivity to antibiotics of the isolated mastitis causes

Odredivanije osetljivosti uzro¢nika mastitisa na antimikrobne lekove je
vr$eno disk difuzionom metodom. Na povrsinu Meuller-Hinton agara naneta je
suspenzija bakterija, a zatim su pincetom stavljane tablete po ploci. Interpretacija
rezultata je vrSena po preporuci proizvodaca. Postoje tri kategorije osetljivosti
uzro¢nika, ato su :

S - osetljiv — infekcija izazvana osetljivim uzro¢nicima i le¢i se propi-

sanim dozama od strane proizvodaca,

| — umereno osetljiv — koristite pove¢ane doze antimikrobnih lekova

jer je uzroénik na njega umereno osetljiv,

R - infekcija izazvana rezistentnim sojem i ne leci se datim antimikrob-

nim lekom.

Kod izrade antibiograma koristili smo slede¢e antibiogram diskove:
tetracikline, gentamicin, linkomicin + spektinomicin, eritromicin, penicilin G,
ampicilin, trimetoprim + sulfametoksazol, enrofloksacin, neomicin.

Rezultati rada / Results

Na farmama ovaca juznog Banata sa visokim godis$njim procentom
supklini¢ih i kliniCkih mastitisa, izvrSen je pregled mleka Kalifornija mastitis testom
(CMT) u cilju identifikacije grla kod kojih postoji poremeéaj sekrecije mleka. Do-
bijeni rezultati su prikazani u tabeli 1.

Tabela 1. Ukupan broj pregledanih ovaca i mamarnih kompleksa Kalifornija mastitis testom /
Table 1. Total number of examined sheep and mammary complexes using California mastitis test

Broj pregledanih ovaca CMT /
Number of sheep examined
using CMT

Broj pregledanih mamarnih
kompleksa CMT /
Number of examined mammary
complexes using CMT

Broj ovaca pozitivnih na CMT /
Number of sheep positive
to CMT

6 609

13218

986 (14,91%)
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Pozitivno na CMT bilo je 986 ovaca, odnosno 14,91% pregledanih
ovaca je pokazalo povecéan broj SCC posle testiranja CMT-om. Od ukupno 986
uzoraka mleka koji su bili pozitivni na Kalifornija mastitis testu, 910 (92,3%) uzo-
raka mleka je posle zasejavanja na hranjive podloge pokazalo rast patogenih i sa-
profitskih mikroorganizama. Samo 76 (7,7%) uzoraka mleka, iako je bilo pozitivho
na CMT, posle inkubacije na hranjivim podlogama nije pokazalo rast mikroorgani-
zama.

Tabela 2. Rezultati izolacije mikroorganizma iz uzoraka mleka ovaca /
Table 2. Results of isolation of microorganisms from sheep milk samples

Broj izolovanih Procenat izolovanih
Izolovani mikroorganizam / mikroorganizama / mikroorganizama /
Isolated microorganisms Number of isolated Percentage of isolated

microorganisms microorganisms
Escherichia coli 189 20,76
Micrococcus sp. 186 20,43
Bacillus sp. 177 19,45
Staphylococcus aureus 172 18,90
Koagulaza negativne stafilokoke /

. . 25 2,74

Coagulase-negative staphylococci
Proteus sp. 121 13,29
Streptococcus sp. 19 2,08
Pseudomonas 14 1,53
Escherichia coli hemoliticus 6 0,65
Streptococcus agalactiae 1 0,10
Ukupno / Total 910 100%

Iz 910 uzoraka mleka ovaca kao uzro€nici mastitisa izolovani su: E.
coli iz 189 (20,76%) uzoraka, Micrococcus sp. iz 186 (20,43%) uzoraka, Bacillus
sp. iz 177 (19,45%) uzoraka, Staphylococcus aureus iz 172 (18,9%) uzorka i Pro-
teus sp.iz 121 (13,29%) uzorka. Kaogulaza negativne stafilokoke (CNS) izolovane
Su u mnogo manjem broju iz 25 (2,74%) uzoraka, Streptococcus sp. izolovan je iz
19 (2,08%) uzoraka, Pseudomonas sp. je izolovan iz 14 (1,53%) uzoraka, hemo-
litiCna E. coli izolovana je svega iz 6 (0,65%) uzoraka i Streptococcus agalactiae iz
samo jednog uzorka (tabela 2).

Od ukupno 910 uzoraka mleka ovaca, u 197 uzoraka su izolovane
stafilokoke, §to iznosi oko 21,6% od ukupnog broja izolovanih mikroorganizama.
Bakterija S. aureus je izolovana iz 172, odnosno u 18,6% uzoraka mleka. Koagu-
laza negativne stafilokoke (CNS) izolovane su iz 25 (2,7%) uzoraka mleka ovaca
(tabela 3).
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Od ukupno 25 izolovanih kaogulaza negativnih stafilokoka, u 16 (64%)
uzoraka mleka izolovan je Staphylococcus chromogenes, a iz 9 (36%) uzoraka
mleka izolovan je Staphylococcus simulans.

Osetljivost izolovanog uzro¢nika mastitisa ovaca prema odredenom
antimikrobnom leku je u tabeli 4 definisana na osnovu istovetno dobijenih rezulta-
ta antibiograma u preko 80% sluc¢ajeva za dati mikroorganizam odnosno antimik-
robni lek.

Prema rezultatima antibiograma izolati Bacillus sp. su bili osetljivi na
penicilin, ampicilin, eritromicin i linkomicin + spektinomicin, sojevi E.coli su bili
osetljivi na gentamicin, ampicilin, kombinaciju trimetoprim + sulfametoksazol, en-
rofloksacin i neomicin, a hemolitiCne E. coli su bile osetljive na gentamicin i kombi-
naciju trimetoprim + sulfametoksazol. Izolati Pseudomonas sp. su bili osetljivi na
gentamicin, enrofloksacin i neomicin. Izoloti Proteus sp. su bili osetljivi na genta-
micin, enrofloksacin i neomicin. Staphylococcus aureus je bio osetljiv na gentami-
cin, trimetoprim + sulfametoksazol i neomicin, a umereno osetljiv na visoke doze
penicilina. Izolati Micrococcus sp. su bili osetljivi na penicilin G, ampicilin i eritro-
micin. Bakterija Streptococcus agalactiae je bila osetljiva na penicilinske prepa-
rate i kombinaciju trimetoprim + sulfametoksazol. Koagulaza negativne stafi-
lokoke su bile osetljive na gentamicin i umereno osetljive na eritromicin, visoku
dozu penicilina G, ampicilina, neomicina i kombinaciju linkomicin + spektinomi-
cin.

Kod ponovne kontrole mleka nakon sprovedene terapije i isteka ka-
rence odnosno, nakon deset dana od zavrSetka terapije, antimikrobni lekovi koje
smo koristili prema rezultatima antibiograma dali su zadovoljavajuéi ucinak.

Diskusija / Discussion

U toku izvodenja ovog rada ukupno je pregledano 6 609 ovaca Kalifor-
nija mastitis testom, pri Gemu je pozitivno bilo 986 ovaca, odnosno 14,91% grla je
pokazalo poveéan broj SCC u mleku. Nasi rezultati su veoma sli¢ni rezultatima do
kojih je dosao Kaisler (1992), koji je u mleku ispitivanih ovaca (ukupno 17% grla)
pomoc¢u CMT utvrdio povecani broj SCC (preko 2 miliona). Za razliku od navede-
nog autora i naseg iskustva, Bergonier (2003) je u mleku farmera pomo¢u CMT di-
jagnostikovao ¢ak 57% grla sa poveéanim brojem SCC.

Od ukupno 910 uzoraka mleka, E. coli je izolovana iz 189 (20,76%)
uzoraka, $to je u saglasnosti sa nalazom Krzyscina (2007), koji je E.coli izolovao u
21,7% slucajeva supkliniCkih mastitisa ovaca, a manje od nalaza Bergoniera
(2003), koji je E.coli izolovao u svega 4% supkliniCkih mastitisa ovaca.

Staphylococcus aureus je izolovan iz 172 (18.9%) uzorka mleka u sta-
du, $to je manje od nalaza Krzyscina (2007), koji je izolovao Staphylococcus sp. iz
36,7% uzoraka mleka ovaca i Morka (2007), koji je utvrdio nalaz ovog mikroorga-
nizma Cak i do 65% u uzorcima mleka sa supkliniCkim mastitisima, za razliku od
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Lafia (1998), koji je izolovao S. aureus iz 6,8% uzoraka mleka ovaca sa sup-
klinickim mastitisima i Bergoniera (2003), koji je izolovao S. aureus svega iz 4%
uzoraka.

Kaogulaza negativne stafilokoke (CNS) izolovane su iz 25 (2,74%)
uzoraka, §to je manje od nalaza Pengova (2001), koji je kaogulaza negativne stafi-
lokoke dokazao u 18% uzoraka, Lafia (1998) koji je kaogulaza negativne stafi-
lokoke izolovao iz 17,8% uzoraka mleka i Bergoniera (2003), koji je CNS izolovao
u 78% slucajeva supklini¢kih mastitisa ovaca.

Bakterija Streptococcus sp. izolovana je iz 19 (2.08%) uzoraka, a
Streptococcus agalactiae samo iz jednog uzorka, $to je manje od nalaza Bergo-
niera (2003), koji je Streptococcus spp. izolovao iz 6% slucajeva supklinickih mas-
titisa ovaca, Lafia (1998), koji je Streptococcus agalactiae izolovao iz 6,8% uzo-
raka mleka supklini¢kin mastitisa ovaca i Krzyscina (2007), koiji je Streptococcus
spp. izolovao iz 33,2% uzoraka mleka.

U naSem istrazivanju Micrococcus sp. je izolovana iz 186 (20,43%)
uzoraka, §to je viSe od nalaza Keislera (1992), koiji je izolovao mikrokoke iz 5,5%
uzoraka mleka ovaca sa supklini¢kim mastitisima.

Iz mleka sa poveéanim brojem SCC izolovane su Proteus sp. iz 121
(13,29%) uzorka mleka ovaca. Proteus sp. su izolovane iz mleCne Zlezde ovaca
koje se drze u loSim higijenskim uslovima gde ja ve¢a aglomeracija zivotinja na
manjem prostoru.

Izolati Staphylococcus aureus su bili osetljivi na gentamicin, trimeto-
prim + sulfametoksazol i neomicin, a na visoke doze penicilina umereno osetljivi.
Schréder i sar. (2005) su utvrdili osetljivost svih izolata S. aureus na oksacilin, ce-
facetril i neomicin, pa ih preporucuju za terapiju kod mastitisa izazvanih ovim mik-
roorganizmom. Corti (2003) je kod 91% izolata S. aureus utvrdio osetljivost na
penicilin G, ampicilin, amoksicilin sa klavulanskom kiselinom, linkomicin, neomi-
cin, gentamicin i kanamicin. Redukciju pojave stafilokoknih mastitisa (sa 41,3 na
9,9%) postigao je Linage (2008) kombinacijom preparata za zasu$enje i to penta-
mat hidrojodida, benetamin penicilina i framicetin sulfata. Bergonier (2003) je
utvrdio vecu oseljivost S. aureus na tilmikosin in vitro, nego na druge upotrebljene
antimikrobne lekove. Simko (1996) je utvrdio da je S. aureus oseljiv na kombina-
ciju sulfametoksazola i trimetoprima, eritromicin, gentamicin, kanamicin, tetracik-
lin i linkomicin, a rezistentan na penicilin G i ampicilin, §to je veoma sli¢no rezul-
tatima dobijenim u naSem radu, a slabo osetljiv na cefalosporine, rifamicin i spira-
micin.

Ispitivane kulture Streptococcus agalactiae pokazale su osetljivost na
penicilinske preparate i kombinaciju trimetoprim + sulfametaksazol. Kod ove in-
fekcije upotreba penicilniskih preparata uglavnom daje rezultate, tako da se kod
klinicke forme mastitisa aplikuju visoke doze penicilina G ili polusintetskog peni-
cilina (Gruneth, 1996). Linage (2008) je redukovao streptokokne mastitise (sa 5,8
na 1,8%) upotrebom preparata za zasuSenje pentamat hidrojodida, benetamin
penicilina i framicetin sulfata, $to je u saglasnosti sa rezultatima nasih ispitivanja.
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Koagulaza negativne stafilokoke su osetljive na gentamicin i umereno
osetljive na eritromicin, velike doze penicilina G, ampicilina, neomicina i na kombi-
naciju linkomicin + spektinomicin, $to se razlikuje od nalaza Wintera (1999), koji
je utvrdio da su koagulaza negativne stafilokoke osetljive na kloksacilin, spirami-
cin, cefoperazon i cefaleksin i na kombinaciju penicilin + novobiocin.

Izolati E. coli su bili osetljivi na gentamicin, ampicilin, kombinaciju tri-
metoprim + sulfometaksazol, enrofloksacin i neomicin, a hemolitiéna E. coli je
bila osetljiva na gentamicin i kombinaciju trimetoprim + sulfometaksazol. Bla-
govremeno sprovedena adekvatna antibiotska terapija makrolidnim preparatima
brzo dovodi do izle€enja (Gruneth, 1996). Smith (1985) preporucuje parenteralnu
upotrebu antibiotika Sirokog spektra, i to gentamicina, tetraciklina, $to je u saglas-
nosti sa rezultatima nasih ispitivanja.

Mi smo ispitali i osetljivost izolovanih kultura Bacillus sp. koji su prema
rezultatima antibiograma pokazale osetljivost na penicilin G, ampicilin, eritromicin
i kombinaciju linkomicin + spektinomicin. 1zolati Pseudomonas spp. su osetljivi
na gentamicin, enrofloksacin i neomicin. Izolati Proteus sp. su osetljivi na genta-
micin, enrofloksacin i neomicin. Izolati Micrococcus spp. su pokazali osetljivost
na penicilin G, ampicilin i eritromicin. U nama dostupnoj literaturi nismo nasli ra-
dove koji opisuju osetljivost navedenih mikroorganizama na antimikrobne lekove
kod mastitisa ovaca. Razlog tome je §to su Bacillus spp., Pseudomonas sp., Pro-
teus sp. i Micrococcus spp. prisutni u mleku u veoma malom procentu kao iza-
zivaci supklini¢kih mastitisa, te se njima ne pridaje veliki znacaj.

Kod ponovne kontrole mleka nakon sprovedene terapije i isteka ka-
rence, odnosno, nakon deset dana od zavrSetka terapije, antimikrobni lekovi koje
smo koristili prema rezultatima antibiograma dali su zadovoljavajuéi u¢inak i ranije
izolovane mikroorganizme viSe nismo mogli izolovati u mileku.

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu rezultata ispitivanja naj¢e$éi izolovani uzro€nici supkli-
nic¢kih mastitisa ovaca su: E. coli u 189 (20,76%) slu€ajeva, Micrococcus sp. u 186
(20,43%) slucajeva, Bacillus spp. u 177 (19,45%) slu€ajeva, Staphylococcus au-
reus u 172 (18,9%) slucaja, Proteus spp. u 121 (13,29%) slucaju, Streptococcus
spp. u 19 (2,08%) slucajeva, Pseudomonas spp. u 14 (1,53%) slu¢ajeva, hemo-
liti¢ne E. coli u 6 (0,65%) sluCaja i Streptococcus agalactiae u samo 1 (0,1%)
slucaju.

Bakterija Staphylococcus aureus je pokazala osetljivost na gentami-
cin, kombinaciju trimetroprim + sulfanamidi i neomicin. Izolati nehemoliti¢ne
E. coli su pokazali osetljivost na gentamicin, ampicilin, kombinacu trimetropim +
sulfametaksazol, enrofloksacin i neomicin, a hemoliticna E. coli je pokazala osetl-
jivost na gentamicin i kombinaciju trimetoprim + sulfametaksazol. Izolati Pseudo-
monas spp. i Proteus spp. su bili osetljivi na gentamicin, enrofloksacin i neomicin,
aizolovani sojevi Bacillus spp. su bili osetljivi na penicilin G, ampicilin, eritromicin i
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linkomicin + spektinomicin. 1zolati Micrococcus spp. su pokazali osetljivost na
penicilin, ampicilin i eritromicin, a Streptococcus agalactiae na penicilinske prepa-
rate i kombinaciju trimetoprim + sulfametaksazol.
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ENGLISH

SUBCLINICAL MASTITIS IN SHEEP - CAUSES AND THEIR SENSITIVITY TO
ANTIBIOTICS

Slobodanka Vakanjac, I. Todorovié¢

The California mastitis test (CMT) was used to examine the milk of 6609
sheep, actually, from 13218 mammary complexes. A total of 986 milk samples were found
to contain an increased number of somatic cells, and causes of mastitis were isolated from
910 (92.3%) of these samples. The most frequently isolated microorganisms were: E. coli
isolated from 189 (20.76%) samples, Micrococcus sp from 186 (20.43%) samples, Bacillus
sp. from 177 (19.45%), Staphylococcus aureus from 172 (18.9%) samples, and Proteus sp.
from 121 (13.29%) samples of sheep milk. Coagulase-negative staphylococci (CNS) were
isolated in a much smaller number, from 25 (2.74%) samples, Streptococcus sp. was iso-
lated from 19 (2.08%) samples, Pseudomonas sp. from 14 (1.53%) samples, haemolytic E.
coliwas isolated from only 6 (0.65%) samples, and Streptococcus agalactiae from only one
sample. Among the 25 isolates of coagulase-negative staphylococci, 16 (64%) isolates
were identified as Staphylococcus chromogenes, and 9 (36%) isolates as Staphylococcus
simulans. The sensitivity of the isolated causes of mastitis to antibiotics was examined us-
ing the disc diffusion method.

Key words: mastitis, sheep, Staphylococcus aureus, coagulase-negative staphylococci,
antibiogram

PYCCKUA

NOAKNNHNYECKUE MACTUTbI OBEL|, - BO3BYUTEJIN U UX
YYBCTBUTEJIbHOCTb K AHTUBUOTUKAM

CnobopgaHka BakaHsy, U. TogopoBuy

KanudopHua mactut tect-om (KMT) ncnbitaHo MOnoko 6609 oBeL, TO eCTb
13 13218 rpyaHbix Komnnekcos. 3 986 06pa3ynkoB MOMoOKa y KOTOPbIX YTBEPXAEHO
YBEJNIMYEHHOE YNCIIO COMATUYECKUX KNETOK B MOJIOKE M30MMpOBaHbl BO36yANTENM Mac-
Tntans 910 (92,3%) obpasunkoB. Hanbonee 4yacTbie N30NIMPOBAHHBIE MUKPOOPraHU3MbI
cyTb: E. coli nsonvposaHHasa u3 189 (29,76%) obpasdmkos, Micrococcus sp. n3 186
(20,43%) obpaszuukos, Bacillus sp. w3 177 (19,45%), Staphylococcus aureus w3 172
(18,9%) obpasunka u Proteus sp. u3 121 (13,29%) obpasumka monoka osey. Koarynas
oTpuuyartensHon ctacpmnokokkn (KOC), nsonmpoBaHHble B MHOIO MeHbLLEM Yucre us 25
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(2,74%) obpasunkos, Streptococcus sp. nsonuposaH u3 19 (2,08%) obpas4mkos, Pseu-
domonas sp. n3 14 (1,53%) o6pasynkoB, reMmoIMTM4eckon E. coli, n3onnpoBaHHble 13
Bcero 6 (0,65%) ob6pa3umkoB, a Streptococcus agalactiae 3 ToNbKO 04HOro obpasynka.
M3 25 n3onaToB Koarynss oTpuuartenbHbiX cTadmnoKOKKOB Kak Staphylococcus chro-
mogenes naeHTuduumposaHbl 16 (64%) usondatos, a kak Staphylococcus simulans 9
(36%) m3onaToB. YyBCTBMTENBHOCTL U30IMPOBAHHbLIX BO3OyAUTENEN MacTuTa K aHTu-
6roTUKaMm, ncnbitaHa ANCK AN dY3NOHHLIM METOAOM.

Kniodesble cnosa: MacTuT, oBLpbl, Staphylococcus aureus, Koarynsas oTpuuaTenbHON
CcTahNIOKOKKN, aHTUOMOTUKOrpamma
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KOMPARATIVNI PRIKAZ KVALITETA SVINJSKIH POLUTKI
PRIMENOM RAZLICITIH METODA ISPITIVANJA®
COMPARATIVE PRESENTATION OF QUALITY OF PIG CARCASS
HALVES USING DIFFERENT EXAMINATION METHODS

Olga Kosovac, B. Zivkovié, C. Radovi¢™

IstraZivanje je uradeno na 135 svinjskih trupova/polutki razli¢itih
genotipova, oba pola u nekoliko klanica u Vojvodini. Stratifikacija po-
lutki prema telesnoj masi izvrSena je na osnovu koeficijenta linearne re-
gresije osobina na masu ohladenih polutki. Primenjena je analiza "Ge-
neral Regression Models"/statistika 8. Procenat misi¢nog tkiva proce-
njivan je na tri nagina: Simulacijom instrumentalne metode FOM i prime-
nom metode disekcije: EU1,(Commission Regulation, 3127/94) i EU2
(Commission Regulation, 1197/2006). Dobijeni rezultati su pokazali da
je relativni udeo misi¢nog tkiva u polutkama svinja odreden prema pre-
thodnom pravilniku EU1 signifikantno (p<0,05) niZi (49,90%) od
utvrdenog udela miSiénog tkiva prema matemati¢kom modelu FOM
(53,71%) i prema vaze¢em pravilniku EU2 (54,03 %). Na ohladenim po-
lutkama zaklanih svinja udeo mesa buta &ini 16,05%, udeo misi¢nog
tkiva ple¢ke 7,11%, LSD 8,49% i TRD 4,95. Distribucijom svinjskih tru-
pova u trZisne klase prema SEUROP sistemu primenom FOM j EU2 me-
tode sve polutke svrstane u srednje trgovacke klase (E i U), dok je EU1
formula klasifikovala samo 36,30% svinjskih polutki u istu trgovacku
klasu, a 63,70% u niZu trgovacku klasu (R). Nijedna formula nije klasi-
fikovala nijedan trup u trZiSne klase mesa sa najvisim (S) i najnizim ude-
lom mesa (O i P). Na osnovu toga zaklju¢ujemo da je ispitivani uzorak
srednjeg kvaliteta, tj. polutke spadaju u srednje kvalitetne trgovacke
klase (E, U i R). Na kraju moZe se zakljuiti da zbog ustanovljenih
razlika dobijenog procenta mesa primenom predhodne (EU1) i vaZec¢e
(EU2) jednacine neophodna su dalja istraZivanja na ovu temu.

Kljuéne reci: svinja, kvalitet trupa/polutki, metode procene

*

Rad primljen za Stampu 19. 02. 2010. godine

** Dr Olga Kosovac, nauéni saradnik, dr Branislav Zivkovi¢, nauéni savetnik, mr Cedomir Ra-
dovi¢, Institut za sto¢arstvo, Zemun, R Srbija
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Uvod / Introduction

Kada govorimo o kvalitetu svinjskih trupova/polutki sa sigurnosScu
mozemo reéi da je to u svinjarstvu uvek prisutna tema, to je tema koja zavreduje
paznju kako nauke tako i prakse. Kvalitet svinjskih trupova/polutki oéituje se vi-
sokim u¢es$éem misi¢nog tkiva, a narocito u vaznijim delovima polutke kao $to su
but, ple¢ka, ledno-slabinski deo (LSD) i trbusno rebarni deo (TRD). Prvi standardi
za ocenu kvaliteta svinjskih trupova/polutki definisani su jo$ krajem Sezdesetih
godina pro$log veka i do kraja devedesetih godina u vecini zemalja EU procena
mesnatosti se zasnivala na merenju debljine ledne slanine. Osnova za ovakvu me-
todu procene je visoka korelacija (r=0,75) izmedu debljine ledne slanine i pro-
centa mesa u trupovima/polutkama svinja. Poslednjih godina znacajan deo na-
uénih istrazivanja je usmeren ka iznalaZzenju optimalnih reSenja za brzom i pouz-
danom procenom kvaliteta svinjskih trupova/polutki. U tu svrhu je Savet EU 1992.
godine preporucio posebnu metodu disekcije (parcijalna disekcija), koja je uve-
dena 1994. godine (Uredba Komisije br. 3127/94, 1994), a koju su detaljno opisali
Walstra i Merkus (1996). U legislativi EU u primeni je najnovija metoda utvrdivanja
mesnatosti svinjskih trupova/polutki — EU referentna metoda disekcije (Uredba
Komisije 1197/2006). Ova metoda se zasniva na promeni faktora uklju¢enih u
jednacdinu, utvrdenu na disekciji Cetiri osnovna dela (but, plecka, LSD i TRD).

Rezultati istrazivanja mnogih autora su pokazali da postoje razlike
izmedu populacija svinja u odnosu na sastav polutki i distribuciju pojedinih tkiva
(Lukovi¢ i sar., 2000; Timanovi¢, 2003; Bahelka i sar., 2005; KuSec i sar., 2006; Ko-
sovac i sar., 2007; Ukmar i sar., 2008; Durkin i sar., 2008). Sasvim je sigurno da je
neosporan i uticaj primene razli¢itih metoda procene kvaliteta trupova/polutki
svinja.

Imajuci u vidu prethodno navedeno, cilj ovog rada je bio da se utvrdi
mesnatost svinjskih trupova/polutki u delu populacije svinja u Srbiji, koristeci
najnoviju metodologiju propisanu Uredbom Komisije iz 2006. godine (1197/
2006). Dobijeni rezultati su poredeni sa rezultatima utvrdenim po metodologiji iz
1994. godine (Uredba Komisije 3127/1994) i na liniji klanja po parametrima i
kriterijumima na osnovu predloga pravilnika o kvalitetu zaklanih svinja (Petrovic,
2009, http://www.minpolj.gov.rs/izvestaj.pdf)

Materijal i metode rada / Material and methods

Istrazivanje je sprovedeno na 135 svinjskih trupova/polutki razli¢itin
genotipova, oba pola u nekoliko klanica u Vojvodini. Stratifikacija polutki prema
telesnoj masi izvrSena je na osnovu koeficijenta linearne regresije osobina na
masu ohladenih polutki. Primenjena je analiza "General Regression Models'/ sta-
tistika 8, a statisticka znacajnost razlika izmedu prosec¢nih vrednosti ispitana je
Tukey-testom.
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Merenje mase toplih polutki izvrSeno je 45 minuta nakon klanja (3220/
84), a pre rasecanja na toplim desnim polutkama procenjen je procenat miSiénog
tkiva. KoriS¢eno je viSe metoda procene:

1. Simulacijom instrumentalne metode FOM, utvrdivan je sadrzaj
mesa u polutkama i klasa polutki (SEUROP), po formuli koju su definisali Petrovi¢ i
sar. (2009), merenjem debljine masnog tkiva na dva mesta koja odgovaraju pozi-
cijama uboda sonde FOM uredaja (LF i RF) i prec¢nika, odnosno dubine dugog
lednog misi¢a (RM).

Za izraCunavanje procenta mesa primenjena je sledec¢a formula, iz
predloga pravilnika o kvalitetu zaklanih svinja (Petrovi¢ i sar. 2009):

Y = 55,6925 - 0,2402 LF - 0,4575 RF + 0,1578 RM.

2. Metodom parcijalne disekcije, prema prethodnoj (EU1) Uredbi
Komisije (Commission Regulation, 3127/94)

masa podslabinskog misi¢a (filea) + miSiéna masa 4 osnovna dela
EU1 = 1,3 x 100 x

masa podslabinskog misic¢a (filea) + ukupna masa 12 delova polutke

3. Metodom parcijalne disekcije, prema vazecoj (EU2) Uredbi Komi-
sije (Commission Regulation,1197/2006),

masa podslabinskog misi¢a (filea) + miSiéna masa 4 osnovna dela
EU2 = 0,89x100x

masa podslabinskog misi¢a (filea) + ukupna masa 4 osnovna dela

Jedan dan nakon klanja svinja leve polutke trupa su disekcirane
prema referentnoj metodi EU (Commission Regulation (EC) No 3127/94), a koju
su detaljno opisali Walstra i Merkus (1996). Po ovoj metodi polutka se po anatom-
ski precizno definisanoj $emi raseca na 12 delova. Na osnovu koli¢ine mesa u
Cetiri osnovna dela polutke — but, plecka, ledno-slabinski deo (LSD) i trbusno-
rebarni deo (TRD), koji sadrze 75% ukupne muskulature i mase podslabinskog
misica (filea) izraCunat je procenat mesa u polutkama.

Cetiri osnovna dela trupa su rasclanjena na osnovna tkiva: misiéno,
koza sa potkoznim masnim tkivom (KoPo), intermuskularno masno tkivo (IMMT) i
kosti.

Referentni procenat mesa je izracunat koriS¢éenjem dve jednacine:
prva (EU1) propisana od strane EC br. 3127/94.

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and Discussion

Prose¢ne vrednosti o zastupljenosti miSi¢nog tkiva u polutkama iz-
racunati metodom FOM, prema prethodnom (EU1) i vaze¢em Pravilniku (EU2)
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prikazani su u tabeli 1. Dobijeni rezultati pokazuju da je relativni udeo misiénog
tkiva u polutkama svinja odreden prema prethodnom Pravilniku (EU1) signifi-
kantno (p<0,05) nizi (49,90%) od utvrdenog udela miSiénog tkiva prema mate-
matickom modelu FOM (53,71%) i u odnosu na izraCunate vrednosti prema
vaze¢em Pravilniku EU2 (54,03%). Ovo ukazuje na to da se metodom procene
mesnatosti svinjskih polutki prema prethodnom Pravilniku EU1 (Commission
Regulation, 3127/94) potcenjuje udeo mesa u polutkama svinja, a $to se vidi i iz
grafikona 1.

Tabela 1. Mesnatost polutki izraunata metodom FOM, prema prethodnom (EU1) i vaZze¢em
Pravilniku (EU2)

Table 1. Meat share in carcass halves calculated using FOM method, according to previous (EUI) and currently
valid regulations (EU2)

(N=135)
StatistiCki pokazatelj /
Statistical idicator FOM EUT EU2
Aritmeti¢ka sredina / a b a
Arithmetic mean 53,71 49,90 54,03
]I\I/}n[mum / 51,33 46,54 50,58
linimum
]I\l/}akfsmum / 56,30 57,92 59,68
laximum
Standardna devijacija /
Standard deviation 1,36 2,44 212

a, b - signifikantnost na nivou 0,05 (*p<0,05) / significance at 0.05 level (*p<0.05)

Sli¢na istrazivanja su sproveli Lukovi¢ i sar. (2000); Timanovi¢ (2003);
Bahelkai sar. (2005); Kusec i sar. (2006a); KuSec i sar. (2006b); Kusec i sar. (2007).
U tim ispitivanjima su takode ustanovljene znacajne razlike izmedu rezultata
uporednih ispitivanja mesnatosti polutki FOM uredajem i disekcijom. Za razliku od
navedenih autora Bahelka i sar. (2005) su u svojim ispitivanjima pri oceni kvaliteta
polutki instrumentalnom metodom FOM i metodom parcijalne disekcije ustanovili
da je vrednost sadrzaja mesa ocenjena koriSéenjem dve razliCite metode bila jed-
naka (55,54 %).

U grafikonu 1 prikazana je distribucija svinjskih polutki u trgovacke
klase (SEUROP) prema procentu mesa procenjenih matemati¢kom metodom
FOM, prema prethodnom Pravilniku, EU1 (Commission Regulation, 3127/94) i
prema vazeéem Pravilniku, EU2 (Commission Regulation, 1197/2006) EU. Prema
prethodnom Pravilniku (EU1) 63,7 % polutki je klasifikovano u nizu trgovacku
klasu, R, za razliku od ostalih primenjenih metoda (FOM i EU2) gde su sve polutke
klasifikovane u vise trgovacke klase, E i U. Znac¢ajno je napomenuti da nijedna od
primenjenih formula nije klasifikovala polutke u trziSne klase sa najvi§im, S, i
najnizim udelom mesa, O i P Na osnovu toga zaklju¢ujemo da je ispitivani uzorak
srednjeg kvaliteta, tj. polutke spadaju u srednje trgovacke klase (E, U i R).
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Grafikon 1. Distribucija svinjskih polutki u trgovacke klase (SEUROP) prema procentu
mesa (N = 135)
Graph 1. Ranking of pig carcass halves into market class (SEUROP) according to meat percentage (N = 135)

Dobijeni rezultati o ispitivanjima udela pojedinih tkiva u delovima po-
lutke i u celoj polutci prikazani su u tabeli 2. 1z podataka se vidi da na ohladenim
polutkama zaklanih svinja udeo mesa buta ¢ini 16,05%, udeo misi¢nog tkiva
ple¢ke 7,11%, LSD 8,49% i TRD 4,95%. Najvec¢i udeo KoPo u polutci potice od
buta 4,42%, a najmaniji udeo iz ple¢ke (2,63%). LSD i TRD imaju priblizno iste
vrednosti (3,41 i 3,16%) udela KoPo u polutci. Najveci udeo kostiju utvrden je u
LSD (15,60%) i uCestvuje sa 2,35% u polutci, a najmaniji u TRD sa 6,54%, tj. sa
ucesS¢em u polutci od 0,60%. U udelu IMMT u polutci najvise doprinosi TRD sa
1,40%, zatim sledi but sa 1,33%, a sa pribliznim vrednostima od 0,87% i 0,89 %
ucestvuje plecka i LSD.

Sliéna istraZivanja sproveli su Kosovac i sar. (2008) ispitujuci kvalitet
trupa i mesa svinja razliCitih genotipova. U zavisnosti od ispitivane grupe svinja
udeo mesa u butu se kretao u intervalu od 73,12 do 76,46%, u plec¢ki od 61,38 do
67,59%, LSD od 59,77 do 63,66%, a u TRD od 55,68 do 59,70%. Ove vrednosti su
znatno vecée od onih koje su dobijene u nasim ispitivanjima.

Korelacije izmedu % mesa procenjenog matematiCkim modelom
FOM i koris¢enjem dve formule koje su propisane prethodnim i vaze¢im Pravil-
nikom EU prikazani su u tabeli 3 i kre¢u se u granicama od 0,38 do 0,91. Usta-
novljena je visoka pozitivna korelacija (0,91) izmedu procenta mesa koriS¢enjem
formule propisane po prethodnom i vaze¢em Pravilniku EU (EU1 i EU2).
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Tabela 2. Udeo pojedinih tkiva u osnovnim delovima polutki svinja |
Table 2. Share of certain tissues in elementary parts of pig half-carcasses

Udeo u delu polutke / Udeo u celoj polutki /
Deo polutke / Part of carcass half Share in carcass part Share in whole carcass half
(%) (%)

Misi¢no tkivo /
Muscle tissue

But / Ham 67,67 16,05
Ple¢ka / Shoulder 59,37 7,11
Ledno-slabinski deo / Back and loin 56,07 8,49
Trbu$no-rebarni deo / Belly and ribs 48,65 4,95

Koza i potkoZzno masno tkivo (KoPo) /
Skin and subcutaneous fatty tissue (KoPo)

But / Ham 18,67 4,42
Ple¢ka / Shoulder 22,04 2,63
Ledno-slabinski deo / Back and loin 22,47 3,41
Trbu$no-rebarni deo / Belly and ribs 31,10 3,16
Kosti /
Bones
But / Ham 8,07 1,91
Plec¢ka / Shoulder 11,36 1,35
Ledno-slabinski deo / Back and loin 15,60 2,35
Trbusno-rebarni deo / Belly and ribs 6,54 0,66

Intermuskularno masno tkivo (IMMT) /
Intermuscular fatty tissue (IMMT)

But / Ham 5,60 1,33
Plecka / Shoulder 7,22 0,87
Ledno-slabinski deo / Back and loin 5,86 0,89
Trbusno-rebarni deo / Belly and ribs 13,72 1,40

Tabela 3. Koeficijenti korelacije (r) izmedu procenta mesa utvrdenog razli¢itim metodama u
ispitivanim polutkama svinja /

Table 3. Correlation coefficient (r) between meat percentage established using different
methods in examined pig half-carcasses

(N=135)
FOM EU1
EUA EU2 EU2
0,38 0,38 0,91
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Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu istrazivanja i uporedivanja kvaliteta svinjskih trupova na
liniji klanja, prema prethodnom (EU1) i vaze¢em Pravilniku EU (EU2) moze se
zakljuciti sledece:

- Relativni udeo miSiénog tkiva u polutkama svinja odreden prema
prethodnom Pravilniku (EU1) signifikantno (p<0,05) je nizi (49,90%) od utvrde-
nog udela miSi¢énog tkiva ustanovljenog prema matematickom modelu FOM
(53,71%) i prema vazec¢em Pravilniku (EU2), a koji je iznosio 54,03%.

— Ispitivani uzorak je srednjeg kvaliteta jer su polutke svrstane u
srednje trgovacke klase (E, Ui R).

— Na ohladenim polutkama svinja najveéi udeo mesa potice iz buta
16,5%, zatim sledi LSD sa 8,49%, ple¢ka sa 7,11%, a najnizi udeo mesa nalazi se u
TRD 4,95%.

— Ustanovljena je visoka, pozitivha skoro potpuna korelacija (0,91)
izmedu procenta mesa koris¢enjem formule propisane po prethodnom (Commis-
sion Regulation, 3127/94) i vaze¢em (Commission Regulation, 1197/2006) Pravil-
niku EU (EU1 i EU2).
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ENGLISH

COMPARATIVE PRESENTATION OF QUALITY OF PIG CARCASS HALVES USING
DIFFERENT EXAMINATION METHODS

Olga Kosovac, B. Zivkovié, €. Radovié

Investigations were performed on 135 pig half-carcasses of different geno-
types, of both sexes, at several abattoirs in Vojvodina. The determination of the carcass
halves according to body mass was performed on the grounds of the linear regression co-
efficient of characteristics per mass of chilled halves. The General Regression Models
analysis, statistics 8, was applied. The percentage of muscle tissue was assessed in three
ways: Simulation of the FOM instrumental method and using the dissection method: EU1
(Commission Regulation, 3127/94) and EU2 (Commission Regulation, 1197/2006). The ob-
tained results demonstrated that the relative share of muscle tissue in pig carcass halves
determined according to the EU1 regulation was significantly (<0.05) lower (49.90%) than
the established share of muscle tissue according to the FOM mathematical model
(53.71%) and according to the valid EU2 regulation (54.03 %). In the chilled pig carcass
halves, ham meat accounted for 16.05%, muscle tissue of the shoulder for 7.11%, LSD
8.49% and TRD 4.95. According to the distribution of carcass halves into market classes
according to the SEUROP system using the FOM and EU2 methods, all carcass halves
were ranked medium market class (E and U), while the EU1 formula classified only 36.30%
of the carcass halves into the same class, and 63.70% into a lower market class (R). None
of the formulas classified any carcass half as having the highest "S" or the lowest percent-
age of meat "O" and "P". On these grounds, we conclude that the examined samples are of
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medium quality, in fact, that the carcass halves belong to the medium quality market class
(E, U and R). In closing, it can be concluded that further investigations on this subject are
necessary because of the established differences in the meat percentage obtained by ap-
plying the previous (EU1) and the currently valid (EU2) formula.

Key words: pig, half-carcass quality, assessment methods

PYCCKUA

CPABHUTE/IbHbIA MOKA3 KAYECTBA CBUHbIX TYLI NPUMEHEHUEM
PA3JIMYHBIX METO4OB UCMNbITAHUA

Onbra Kocosau, B. XKXuskoBuy, Y. PagoBu4

WccneposaHve caenaHo Ha 135 CBUHBLIX TYNOBULLEW/TYLL Pa3fNYHbIX FeHO-
TMNoB, 06a nofa B HECKONbKO CKOTOOOMHAX B BoesoguHe. CTpaTtudmkauyusa Tyw no
mMacce Tefla CoBeplUeHa Ha OCHOBEe KO3(huLUMEHTA NIMHENHOW perpeccum CBOMCTB Ha
maccy oxnaxxaéHHbIx Tyw. MNprumeHéH aHanus "General Regression Models" / ctatuctuka
8. MNpOoLEeHT MbIWEYHON TKaHW OueHuBaH Ha Tpu crnocoba: CuMynsuMen UHCTPYMEH-
TanbHoro metoaa (CMM) FOM n npumeHeHnem metoga cekumm: EU1(Commision Regula-
tion, 1197/2006). NonyyeHHble pe3ynbTaTbl NOKa3anu, 4To peNsTUBHANA A0S MbILLEYHOW
TKaHu B Tyluax CBUHEN onpeferneHa no npeablayen nHeTpykuum EY1 curindukaHTHO
(p<0,05) HMxe (49,90%) yTBEPXXAEHHOW AOSM MbILEYHON TKaHW MO MaTeMaTUYecKoun
mogenu FOM (53,71%) n no genctaytowen MHCTpyKumn EU2 (54,03%). Ha oxnaxaéHHbIX
Tywax ybuteix cBuHen pons maca 6egpa coctaenseT 16,05%, [ONA MbILEYHON TKaHu
nonatku 7,11% LSD 8,49% un TRD 4,95. IncTpmbyumein CBUHbIX TYNOBULLEN B PbIHOYHbIE
knaccbl no SEUROP cucteme npumeHevem FOM n EU2 meToga Bce Tyww, pacnpege-
neHHble B cpegHue Toproeble Knaccol (E n U), noka EU1 chopmyna knaccudpmumposana
ToNbKO 36,30% CBMHbIX TYLL B TAKOW XKe TOProBbIv Knacc, a 63,70% B 60511ee HU3Kui Top-
roebii knacc (R). Hu ogHa copmyna He knaccucmuympoBana HW O4HO TyJOBuULE B
PbIHOYHbIE KIacchl Msica ¢ HamBbicwuM "S" n HanHn3wen gonv msca "O" n "P". Ha ocHoBe
3TOro Mbl CAeNaem BblBOA, YTO UCTbITUBAHHBI 06pPasynk CpefgHero KayecTsa, T.e. Tyl
OTHOCUTCS K CPeAHUM KadeCTBEeHHbIM ToproebiM knaccam (E, U n R). Ha koHue MOXHO
cAenatb BbIBOJ, YTO U3-3a YCTAHOBIIEHHbIX Pa3HUL, NOyYEHHOro NpoLeHTa Msaca npumMe-
HeHvem npeablgywen (EU1) n pencreyiowen (EU2) ypaBHeHUs Heo6xoauMbl fanbHue
UCCrefoBaHNa Ha 3Ty TeMy.

KntouyeBble cnoBa: CBMHbS, KAYECTBO TYNOBULLA/TYLLIW, METOAbI OLEHKM
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FARMAKOLOSKI RECEPTORI NEMATODA KAO CILJNA
MESTA DELOVANJA ANTIPARAZITSKIH LEKOVA®
PHARMACOLOGICAL RECEPTORS OF NEMATODA AS TARGET

POINTS FOR ACTION OF ANTIPARASITIC DRUGS

S. M. Trailovi¢, S. R. Ivanovi¢, Jelena Nedeljkovi¢ Trailovié,

A. P. Robertson™

*

HolinergiCki receptori parazitskih nematoda jedno su od naj-
znacajnijih mogucih mesta delovanja antiparazitskih lekova. U ovom
radu prikazani su neki od rezultata elektrofizioloskih i farmakoloSkih ispi-
tivanja nikotinskog i muskarinskog receptora nematoda, kao i litera-
turni podaci o novoj klasi antihelmintika koji deluju upravo na ho-
linergicke receptore. Nikotinski acetilholinski receptor (nAChR) se na-
lazi na somatskim misi¢nim ¢elijama nematoda i odgovoran je za koor-
dinaciju kretanja parazita. Holinomimeti¢ki antihelmintici deluju na ovaj
receptor kao i acetilholin, endogeni neurotransmiter, ali nisu osetljivi na
enzim acetilholin-esterazu koja razlaZe acetilholin. Za razliku od nikotin-
skog receptora vertebrata, Cija je struktura dobro ispitana, stohiomet-
rija nikotinskog receptora nematoda nije u potpunosti poznata. Medu-
tim, u skorije vreme na osnovu dosadasnjih saznanja konstruisan je
model potencijalnog sastava jedne vrste nikotinskog receptora nema-
toda, kao mesta delovanja antihelmintika. Na osnovu ranijih istraZivanja
postoji pretpostavka da klasi¢ni muskarinski receptor postoji i kod
nematoda, tako da i on moZe biti novo farmakolosko ciljno mesto za raz-
voj antinematodnih lekova. Najnovija klasa sintetisanih antihelmintika,
nazvana aminoacetonitrili (AAD), deluje preko nikotinskog receptora.
Monepantel je prvi lek iz grupe AAD kao najznaCajniji kandidat za regis-
traciju u veterinarskoj medicini. lako se u veterinarskoj klinickoj praksi
vec duzi niz godina primenjuje nekoliko grupa holinomimetickih antihel-
mintika (imiodazotiazoli, tetrahidropirimidini, organofosfatni antihelmin-
tici), ocCigledno je da holinergiCki receptori nematoda i dalje pred-
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Stavljaju atraktivno mesto u ispitivanju i razvoju novih antinematodnih le-
kova.

Kljuéne reci: antiparazitski lekovi, nikotinski receptor, muskarinski
receptor, aminoacetonitrili (AAD)

Uvod / Introduction

Infekcije domadcih Zivotinja parazitskim nematodama dovode do sma-
njene produktivnosti, poremecaja opS$teg zdravstvenog stanja, a ponekad i do ug-
inuéa. Antinematodni lekovi podeljeni su u nekoliko grupa: benzimidazoli, imida-
zoltiazoli, avermektini i milbemicini, tetrahidropirimidini i dr. Benzimidazoli deluju
nematocidno tako $to inhibisu transport i preuzimanije glukoze ili inhibiSu fumarat-
reduktazu i vezuju se za B-tubulin u mikrotubulima; imidazoltiazoli i tetrahidro-
pirimidini su agonisti nikotinskog receptora, a piperazin, avermektini i milbemicini
agonisti GABA receptora nematoda (Adams, 2001).

Mi smo posebno zainteresovani za holinergike receptore parazitskin
nematoda jer su jedno od najznacajnijih mogucih mesta delovanja antiparazitskin
lekova. U ovom radu prikazujemo neke od rezultata sopstvenih elektrofizioloSkih i
farmakoloskih ispitivanja nikotinskog i muskarinskog receptora nematoda, ali i
publikovane literaturne podatke o potpuno novoj klasi antihelmintika koja deluje
upravo na holineri¢ke receptore.

Nikotinski acetilholinski receptor (hAChR) nematoda kao mesto delovanja
antihelmintika / Nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) of nematodes as site of action
of anthelmintics

U grupu klasiénih holinomimetickih antihelmintika, za koje je doka-
zano da deluju kao ligandi nikotinskog acetilholinskog receptora (nAChR) nema-
toda, spadaju imiodazotiazoli (levamizol i tetramizol) i tetrahidropirimidini (piran-
tel, morantel, oksantel), dok danas gotovo potpuno napusteni organofosfatni anti-
helmintici efekat ostvaruju povecavajuc¢i koncentraciju endogenog acetilholina na
receptorima. Nikotinski acetilholinski receptor se nalazi na somatskim misi¢nim
¢elijama nematoda i odgovoran je za koordinaciju kretanja parazita. Holinomi-
metiCki antihelmintici deluju kao i acetilholin, endogeni neurotransmiter, ali nisu
osetljivi na enzim acetilholin-esterazu koja razlaze acetilholin. Generalizovano
dejstvo lekova na somatske misice parazita izaziva spasti¢nu paralizu. Na celular-
nom nivou ova grupa antihelmintika dovodi do povecanja ulazne provodljivosti i
posledi¢ne depolarizacije ¢elije, nastale otvaranjem neselektivnih katjonskih ka-
nala. Na nivou pojedinacnih jonskih kanala, levamizol kao tipi¢ni predstavnik ove
grupe lekova otvara neselektivni katjonski kanal &ija je provodljivost 18 do 50 pS,
a vreme otvorenosti 1 do 5 ms. Efekt levamizola se moze potpuno blokirati meka-
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milaminom ili paraherkvamidom, za koje je dokazano da su specifi¢ni blokatori
nAChR nematoda (Adams, 2001; Robertson i sar., 2007a; Robertson i sar.,
2007b).

Svi nNAChR su sastavljeni od 5 proteinskih subjedinica. Najznacajniji
podaci o ovom receptoru su dobijeni ispitivanjima na Torpedo californica (elek-
tricna raza), a najverovatnije i nikotinski receptor nematoda ima vrlo sli¢nu struk-
turu. Sadrzi dve (ili vise) a-subjedinica i tri (ili manje) ne-a subjedinica. One su
postavljene u krug oko centralne pore, gradeéi transmembranski jonski kanal.
Jonsku poru ¢ine drugi transmembranski regioni svake subjedinice (TM2). Nega-
tivno naelektrisane amino kiseline (glutamat, aspartat) u ovom TM2 regionu
reguliSu provodljivost kanala, njegovu katjonsku selektivnost i nivo propustljivosti
za kalcijum (Robertson i sar., 2007a).

Kod vertebrata nAChR moze biti podeljen u dve grupe: nikotinski re-
subjedinice kod adultnih organizama. Na o-subjedinicama se nalazi po jedno me-
sto za vezivanje liganda (dva mesta na receptoru); neuronski nAChR koji je druga
vrsta nikotinskog receptora vertebrata, poseduje nesto slozeniju stohiometriju.
Dve ili ¢ak viSe a-subjedinica sa B-subjedinicama grade pentamerni kanal. Ta-
kode, moguce je da kanal bude pentamerni monomer, koga ¢ine samo o-subjedi-
nice. Kod vertebrata postoji najmanje 12 a-subjedinica i 3 B-subjedinice, ali samo
manji broj njih gradi funkcionalne receptore. Samo subjedinice od 0.7 do a.12 €ine
homomerni kanal (bez kombinacije sa B-subjedinicama). Razli€iti homomerni i
heteromerni receptori imaju razliCite farmakoloSke karakteristike (Robertson i
sar., 2007b).

Za razliku od ovih podataka kod nematoda nije potpuno poznata sto-
hiometrija nikotinskog receptora. Poznato je da veéi broj gena enkodira sintezu
razliCitih subjedinica nikotinskog receptora nematoda i nadmasuje po raznolikosti
subjedinice vertebrata. Ovo ukazuje na veliki diverzitet tipova nikotinskih recep-
tora nematoda. Farmakoloski gledano, nikotinski receptor nematoda je slicniji
neuronskom receptoru vertebrata, jer je recimo neosetljiv na blokadu o-bunga-
rotoksinom. Za razliku od vertebrata, kod adultnih nematoda je dokazano vise ti-
pova nAChR na misiénim ¢elijama (Robertson i sar., 2007a).

Kod Caenorhabditis elegans, slobodno Zive¢e nematode, mogu se
diferencirati dve struje koje nastaju kada acetilholin otvori kanal: prva, nazvana
nikotin-osetljiva struja, koja se moze blokirati dihidro-B-eritroidinom, a preferira
nikotin kao agonist; i druga, nazvana levamizol-osetljiva struja, koja je neosetljiva
na dihidro-B-eritroidin i preferira levamizol kao agonist. Kod velike nematode svi-
nja Ascaris suum, dokazana su tri tipa NAChR na misi¢noj membrani: L-tip (prefer-
ira levamizol kao agonistu), N-tip (preferira nikotin kao agonistu) i B-tip (preferira
befinijum kao agonistu). Levamizol aktivira L-tip kanala, ali u manjoj meri otvarai N
i B-tip kanala. Befinijum pre svega otvara B-tip kanala, ali i L-tip, dok na N-tip ne
deluje. O¢igledno da je kod parazitskih nematoda farmakoloska diferenciranost
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razliCitih tipova nikotinskog receptora manije izrazene nego kod C. elegans (Rob-
ertson i sar., 2007a; Robertson i sar., 2007b).

Na osnovu dosadasnjih saznanja konstruisan je model potencijalnog
sastava jedne vrste nikotinskog receptora nematoda, prikazan na slici 1. Receptor
se sastoji iz 5 proteinskih subjedinica koje okruzuju centralnu jonsku poru. UNC-
38 je subjedinica homologna a-subjedinici vertebrata, UNC-29 i LEV-1 su subjedi-
nice homologne B-subjedinici vertebrata. Interfejs izmedu o i ne-o. subjedinice
gradi mesto vezivanja nikotinskih agonista (trougao). Analogno o-subjedinici ver-
tebrata svaka UNC-38 moze da sadrzi mesto vezivanja acetilholina (€etvorougao)
(KoEhlep, 2001).

,,-- —m.

/ \\\L N “J//L NC- "»\

«;A/ Na*/\’/

LEV-1 UNC-29 '|

A 4

Slika 1. Model katjnoskog kanala nematoda koga otvara acetilholin i levamizol
Figure 1. Model of nematode cation ion-channel, which opens both acetylcholine and levamisole

Jedno od osnovnih pitanja vezanih za sam mehanizam dejstva ho-
Iinergiékih agonista je njegova selektivna toksi¢nost. Iz gore navedenog proizilazi

.....

.....

dama ispitivanja (merenjima provodljivosti pOJedlnacnog kanala) ustanovljeno je
da ovaj antiparazitik aktivira nikotinski kanal sisara. Otvaranje pojedina¢nog ka-
nala traje kra¢e u odnosu na efekat klasi¢nog neurotransmitera acetilholina i ne
dolazi do serije otvaranja u obliku klastera, kada se primene viSe koncentracije
leka. Maksimalna struja koja nastaje posle otvaranja kanala levamizolom je svega
3% struje koju izazove acetilholin. MoZe se zakljuciti da levamizol deluje kao slabi
agonist nNAChR sisara. Takode, levamizol izaziva blokadu otvorenog kanala AChR.
Afinitet kojim izaziva blokadu (190 uM, -70 mV) je sli¢an kao i kod nematodnog re-
ceptora $to ukazuje na to da se ovde radi o razli¢itoj osetljivosti receptora nema-
toda i sisara prema levamizolu, a ne o razlikama u kinetici otvaranja kanala.
Poznato je da se a-subjedinica NnAChR nematoda i sisara razlikuje. Kada se ami-
nokiselina o Gly-153 zameni homolognom glutaminskom kiselinom nematoda, u
nAChR sisara dolazi do signifikantnog povecéanja osetljivosti prema levamizolu.
Ovo je pravo objasnjenje selektivnhog dejstva levamizola na nikotinski receptor pa-
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razita bez znacajnijih efekata na nikotinske receptore domacina (Rayes i sar.,
2004).

Ispitivanja sa proteinskim kinazama, odnosno njihovim inhibitorima,
donose nove podatke da i postreceptorska modifikacija moze promeniti odgovor
na lek i kao takva u€estvovati u smanjenoj reakciji rezistentnih parazita na antipa-
razitik. U naSim istrazivanjima koristili smo selektivne antagoniste enzima kinaza,
da bismo ispitali znacaj kinaza i procesa fosforilizacije u modulaciji funkcije
nikotinskog receptora. Nasa ispitivanja pokazuju da odgovor misiéne ¢elije As-
caris suum nije uvek isti ve¢ da varira upravo zavisno od stanja fosforilizacije
nAChR. Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost da rezistencija na levamizol ne
zahteva ultimativhu promenu aminokiselina na mestu vezivanja leka za receptor,
ve¢ da moze ukljudivati regulaciju aktivnosti receptora kroz promene stanja nje-
gove fosforilizacije (slika 2) (Trailovi¢ i sar., 2002).

Ach 10pM

\/¢& Ach 10pM APF (W) Ach 10nM
] ¥\ (vﬂ( : 4\

10 mV

200000 ms ——
Staurosporin 1pM

APF

SN s Y

Levamizol 10uM Levamizol 10uM

10 mV

100000 ms Staurosporin 1M

Slika 2. Dejstvo staurosporina, neselektivnog inhibitora proteinskih kinaza (protein kinaze A,
C, G i CaM kinaze) na depolarizaciju misi¢éne éelije A. suum izazvane acetilholinom ili
levamizolom

Figure 2. Effects of staurosporine (broad-spectrum kinase inhibitor with activities against PKA, PKG, PKC,
myosin light chain kinase (MLCK), CaM kinase and tyrosine kinase) on the depolarization of the Ascaris
suum muscle cell caused by acetylcholine or levamisole

Neurotransmisija kod nematoda / Neurotransmission in nematodes

Drugi deo nasih ispitivanja odnosi se na znacaj neuropeptida nema-
toda u neurotransmisiji. Neuropeptid AF2 je prvi put otkriven kod Ascaris suum, ali
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kasnije i kod nekoliko drugih vrsta nematoda: C. elegans, Panagrellus redivivus i
Haemonchus contortus. AF2 izaziva dugotrajno potenciranje dejstva acetilholina,
alineilevamizola. Potenciranje efekta acetilholina pokazuje da nikotinski receptor
nematoda poseduje znacajan nivo plastinosti. To navodi na zaklju€ak da je mo-
guce farmakolo$kim putem prevenirati razvoj rezistencije na holinergike antihel-
mintike (slika 3) (Trailovi¢ i sar., 2005).

(a) ACh3M

v 1N

20 mV —
AF2 1M

200000 ms

®)  Ach3mm

/N

20 mV
\m— AF2 1M Atropine 3(M

500000 ms

Slika 3. Kratkotrajna aplikacija neuropeotida AF2 dovodi do pojacanja depolarizacionog
efekta acetilholina na misiénoj ¢eliji A. suum (a); Ovakav efekt AF2 je osetljiv na atropin
(b)

Figure 3. Brief application of AF2 produces lasting potentiation of acetylcholine responses (a); this effect is
sensitive to atropine (b)

Muskarinski acetilholinski receptor (NAChR) nematoda kao mesto
delovanja antihelmintika / Muscarinic acetylcholine receptor (mAChR) of nematodes
as site of action of anthelmintics

Muskarinski receptor regulise funkcije neurona i misicnih celija preko
G-kuplovanih kaskadnih reakcija. Na osnovu ranijih rezultata posli smo od pret-
postavke da klasi¢ni muskarinski receptor postoji kod nematoda i da on moze biti
novo farmakolo$ko ciljno mesto za razvoj novih antinematodnih lekova. Na osno-
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vu dobijenih rezultata istrazivanja efekt muskarinskog agoniste metilfurmetiodida
na potencijal membrane misi¢ne Celije Ascaris suum je dozno-zavisan i osetljiv na
klasi¢éne muskarinske antagoniste atropin i 4-DAMP. Ove receptorske strukture
zahtevaju dalja detaljna ispitivanja radi definisanja njihove uloge u nervno-
misi¢nom sistemu nematoda i odredivanja mogucnosti da budu iskoriS¢ene u
razvoju novih antinematodnih lekova (slika 4) (Trailovi¢ i sar., 2008)

10CM 30M 100CM 3000M 600CM

10 mV

500000 ms

Slika 4. Dozno zavisni efekt muskarinskog agoniste metilfurmetijodida na depolarizaciju
membrane misiéne celije A. suum

Figure 4. Dose-dependent effect of muscarinic agonist 5-methylfurmethiodide on the A. suum muscle cells
membrane depolarization

Da su holinergicki receptori nematoda atraktivna ciljna mesta za anti-
nematodne lekove govori i €injenica da najnovija klasa antihelmintika, nazvana
aminoacetonitrili (AAD), deluje upravo na nikotinski receptor. AAD su klasa jedin-
jenja male molekulske mase, koji se relativno lako dobijaju alkilacijom fenola hlo-
racetonom. Do sada je sintetisano preko 600 jedinjenja sa razli¢itim ariloksi ili aroil
grupama u aminoacetonitriinom jezgru.

Inicijalna ispitivanja efikasnosti kod prezivara pokazala su da neki od
testiranih AADs efikasno eliminiSu larve 4. stadijuma (L4) H. contortus i Telador-
sagia spp. kod ovaca i Cooperia oncophora kod goveda (Stein i sar., 2010). Pri
tome, pojedini predstavnici AADs su se izdvojili po izrazitoj efikasnosti, koja se
kre¢e od 90 do 100%, protiv Nematodirus spathier, H. contortus, Teladorsagia cir-
cumcincta i Trichostrongylus columbiformis kod ovaca (Sager i sar., 2009).

Monepantel - novi antihelminticki lek / Monepantel — new anthelmintic drug
Monepantel je prvi lek iz grupe aminoacetonitrila koji se pojavio kao
najozbiljniji kandidat za registraciju u veterinarskoj medicini. Kako je Evropska
agencija za lekove (EMEA) ve¢ odredila vrednosti maksimalno dozvoljenih kon-
centracija rezidua monepantela u mesu ovaca i koza, o¢ekuje se vrlo brza cen-
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tralna registracija ovog leka u EU (Kaminsky i sar., 2008). Izrazita efikasnost
monepantela (skoro 100%-tna) potvrdena je i kod prirodnih i kod vestacki izazva-
nih infekcija ovaca gastrointestinalnim nematodama (Sager i sar., 2009). Kao
efektivna peroralna doza monepantela odredena je doza od 2,5 mg/kg telesne
mase (Hosking i sar., 2008; Kaminsky i sar., 2009; Hosking i sar., 2009a). Pojedini
izolati gastrointestinalnih nematoda kori§¢enih za izazivanje eksperimentalnih in-
fekcija imali su razvijenu rezistenciju na benzimidazole ili levamizol, §to je bilo izu-
zetno vazno za procenu efikasnosti monepantela. Za veéinu testiranih nematoda
(Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus axei, Tri-
chostrongylus colubriformis, Trichostrongylus vitrinus, Cooperia curticei, Coope-
ria oncophora, Nematodirus battus, Nematodirus spathiger, Nematodirus filicollis,
Oesophagostomum venulosum, Chabertia ovina), posle vestacke infekcije, efikas-
nost monepantela iznosila je preko 98%, izuzev za Oesophagostomum venulo-
sum gde je redukcija broja parazita iznosila 88%. Sli¢nu efikasnost monepantel je
ispoljio i kod ovaca koje su bile prirodno inficirane, pa je i u ovom slu€aju za
vecinu vrsta nematoda efikasnost ovog aminoacetontrila iznosila preko 99%
(Hoskingi sar., 2009b; Hosking i sar., 2010a; Bustamante i sar., 2009; Mason i sar.,
2009).

U farmakokineti¢kim ispitivanjima, kao potencijalno novi lek mone-
pantel je ispoljio dobre farmakokinetiCke osobine, kao i veéina ostalih testiranih
derivata aminoacetonitrila. Medutim, uprkos ovoj €injenici karenca ¢e najverovat-
nije biti relativno dugacka (Karadzovska i sar., 2009; Hosking i sar., 2010b).

Do sada se Cesto deSavalo da potencijalno perspektivne antihel-
mini¢ke supstance ne produ dalje od pretkliniCkih ispitivanja zbog toksi¢nosti za
sisare. Ovaj put svi AAD su ispolijili nisku toksi¢nost kod glodara i prezivara. Or-
alna letalna doza derivata aminoacetonitrila kod pacova iznosi preko 2 g/kg tele-
sne mase. Ispitivanja podnosljivosti razli¢itih AAD, takode su pokazala da se radi o
jedinjenjima koja sisari dobro podnose (Malikides i sar., 2009a; Malikides i sar.,
2009b; Malikides i sar., 2009c; Hosking i sar., 2009c).

Zakljuéak / Conclusion

U veterinarskoj klini¢koj praksi ve¢ duzi niz godina primenjuje se
nekoliko grupa holinomimetickih antihelmintika, kao §to su: imiodazotiazoli (le-
vamizol, tetramizol), tetrahidropirimidini (pirantel, morantel, oksantel) i organofos-
fatni antihelmintici. Mehanizam antihelminti¢kog delovanja sve tri navedene gru-
pe lekova je isti. Oni deluju kao direktni ili indirektni agonisti nikotinskog acetilho-
linskog receptora (NAChR) nematoda. U meduvremenu, primena nekih od ovih
antihelmintika je gotovo potpuno napustena (organofosfatna jedinjenja), dok je
prema ostalima zbog dugotrajnije upotrebe, u vecoj ili manjoj meri, doSlo do raz-
voja rezistencije. Otuda se nametnula potreba za novim efikasnim antihelmin-
tikom. Istrazivanja koja se sprovode u tom pravcu ocigledno pokazuju da je
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nikotinski receptor nematoda i dalje atraktivno mesto za delovanje antinematod-
nih lekova. U prilog tome govori i najnovija klasa sintetisanih antihelmintika — ami-
noacetonitrila (AAD), koji takode deluju preko ovog receptora. Monepantel je prvi
lek iz grupe AAD, kao najozbiljniji kandidat za registraciju u veterinarskoj medicini.
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ENGLISH

PHARMACOLOGICAL RECEPTORS OF NEMATODA AS TARGET POINTS FOR
ACTION OF ANTIPARASITIC DRUGS

S. M. Trailovié, S. R. Ivanovi¢, Jelena Nedeljkovi¢ Trailovi¢, A. P. Robertson

Cholinergic receptors of parasitic nematodes are one of the most important
possible sites of action of antiparasitic drugs. This paper presents some of our own results
of electrophysiological and pharamcological examinations of nicotinic and muscarinic re-
ceptors of nematodes, as well as data from literature on a new class of anthelmintics that
act precisely on cholinergic receptors. The nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) is lo-
cated on somatic muscle cells of nematodes and it is responsible for the coordination of
parasite movement. Cholinomimetic anthelmintics act on this receptor, as well as acetyl-
choline, an endogenic neurotransmitter, but they are not sensitive to enzyme acetylcholine-
esterase which dissolves acetylcholine. As opposed to the nicotinic receptor of vertebra,
whose structure has been examined thoroughly, the stoichiometry of the nicotinic receptor
of nematodes is not completely known. However, on the grounds of knowledge acquired
so far, a model has been constructed recently of the potential composition of a type of
nematodes nicotinic receptor, as the site of action of anthelmintics. Based on earlier investi-
gations, itis supposed that a conventional muscarinic receptor exists in nematodes as well,
so that it can also be a new pharamocological target for the development of antinematode
drugs. The latest class of synthesized anthelmintics, named aminoacetonitriles (AAD), act
via the nicotinic receptor. Monepantel is the first drug from the AAD group as a most signifi-
cant candidate for registration in veterinary medicine. Even though several groups of choli-
nomimetic anthelmintics (imiodazothiazoles, tetrahydropyrimidines, organophosphat an-
thelmintics) have been in use in veterinary practice for many years now, it is evident that
cholinergic receptors of nematodes still present an attractive place in the examinations and
development of new antinematode drugs.

Key words: antiparasitic drugs, nicotinic receptor, muscarinic receptor, aminoacetonitriles
(AAD)

PYCCKUA

®APMAKOJIOMMHYECKUE PELIENMTOPbI HEMATOAOB KAK LIEJIEBbIE MECTA
OENCTBUA AHTUMAPA3UTAPHDIX JIEKAPCTB

Cawa M. Tpannosu4, Cawa P. UBaHoBuY, EneHa Hegenbkosuy Tpaunosud,
AnaH IN. Po6epTcoH

XonuHeprnyeckne peuenTopbl NapasuTapHbIX HEMATOAO0B OAHO U3 CaMbiX
3Ha4YUTErNbHbIX BO3MOXHbBIX MECT AeVCTBMA aHTUnapasuTapHbIX nekapcTs. B aton pa-
60Te NoKasaHbl HEKOTOPbIE N3 COOCTBEHHbIX PE3yNbTaToB ANEKTPODN3NONOTNHECKUX U
hapmaKoornyecKmnx NCrblTaHNA HUKOTMHOBOIO M MyCKapMHOBOIO peLienTopax HemaTtog,
CMOBHO U NMTepaTypHble AaHHble O HOBOM KJlacCce aHTUreNibMUHTUMKOB, AENCTBYIOLWME
KaK pas Ha XOonuHepruyeckue pelenTtopbl. HUKOTUHOBbLIN aueTUNXONMHOBBIA pelenTop
(HALXP) HaxoguTcst Ha COMaTUYECKUX MbILWEYHbIX KNETKax HeMaToh U OTBETCTBHHbIN

263



Vet. glasnik 64 (3-4) 253 - 264 (2010) S. M. Trailovi¢ i sar.: Farmakoloski receptori
nematoda kao ciljna mesta delovanja antiparazitskih lekova

AN KOOpAVHAaLMM ABWKEHUS NapasnToB. XONIMHOMUMETUYECKUE aHTUIreNIbMUHTUKW Ael-
CTBYIOT Ha 3TOT peLenTop CIIOBHO M aueTUNXOSUH, SHAOTEHHbIN HEBPOTPaHCMUTEP, HO He
YYBCTBUTESbHbIE K 3H3UMY aueTUIIXONMH-3CTepas, pacluennsiowmii aueTunxonuH. B
OTNMYME OT HMKOTMHOrO peuenTtopa vertebrata-no3BOHOYHbIE, YbA CTPYKTypa XOpOLIO
ncnbiTaHa, CTOXMOMETPUS HUKOTMHOBOMO peLenTpa HeMaTog He MOSIHOCTbIO M3BECTHA.
Mexay Tem, B npeAcTosLiee BPEMS HA OCHOBE ObIBLUMX [0 CUX MOP NO3HAHUA KOHCTPYU-
poBaHa MoZenNb NOTEeHUManbHOro coctasa O4HOMO BMAA HUKOTUHOMO peLenTop HemaTtog,
KakK mecTa AeWCTBUS aHTUrellbMUMHTUKOB. Ha ocHoBe 6onee paHHbIX McCcnenoBaHum
CyLecTByeT NpeAnochblyika, YTO KNacCMYeCcKnin MyCKapuHOBBIA peLienTop CyLIecTBYeT ny
HemaTog, Tak, Y4TO 1 OH MOXeT 6bITb HOBas hapmakosiormyeckas uenb - TapreT 4ns pas-
BUTUSI @aHTUHEMATOHbIX JlekapcTB. Hanbonee HOBbIN KNAacc CUHTETUYECKUX aHTUresb-
MWHTMKOB, Ha3BaHHbIN aMmHoaueToHnTpunbl (AAH), AencTByeT Yepes HUKOTUHOBbLIV pe-
yentop. MoHenaHTen nepoBe nekapcTBo U3 rpynnbl AAH Kak camblil 3HAYNTENbHbINA KaH-
AvgaT ans peructpaummn B BeTepMHapHOW MeguuuHe. XoTa BeTEePUHAPHON KNMHNYECKOW
npakTuke yxe 6onee AOMArUiA psg NeT NPUMEHSAETCH HECKOMbKO Fpynn XONMHOMUME-
TUYECKNX aHTUTeNbMUHTUKOB (MMMOAa30TMa30 bl, TeTparnaponupMmnamnHbl, opraHodoc-
haTHble aHTUreNbMUHTUKKM), O4EBUAHO, YTO XONIMHEPrMyeckne peLenTopbl HemaTos u
Aanblue npeacTaBnseT cobon aTpaKkTMBHOE MECTO B UCTbITAHWUN M Pa3BUTUMN HOBbIX aHTK-
HemaToAHbIX JIeKapcTB.

KntoueBble cnoBa: aHTMnapasuTapHbie NIeKapcTBa, HUKOTUHOBLIN peLenTop,
MYCKapWHOBBIN peLenTop, ammHoaueToHUTpunbl (AAH)
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FARMAKOTERAPIJA KANCERSKOG BOLA KOD PASA I
MACAKA’
PHARMACOTHERAPY OF CANCER PAIN IN DOGS AND CATS
SUFFERING FROM CANCER

Mirjana Milovanovié, M. Jovanovié, Sonja Vuckovié, Milica Prostran®*

U patogenezi kancera zna¢ajno mesto zauzima bol, kao prateci
simptom ovog teskog patoloskog stanja. Bol koji prati kancer je hro-
niénog toka i srednje jakog do jakog intenziteta, tako da ozbiljno
narusava kvalitet Zivota pacijenata obolelih od ove bolesti. Terapija
kancerskog bola kod pasa i ma¢aka sprovodi se primenom lekova iz
razli¢itih faramakoloskih grupa. To su pre svega neopioidni i opioidni
analgetici, antagonisti NMDA receptora, antikonvulzivni lekovi, tricik-
liéni antidepresivi i steroidni antiinflamatorni lekovi. Neki lekovi su regis-
trovani za upotrebu u veterinarskoj medicini, a neki se preuzimaju iz
palete lekova namenjenih za primenu u humanoj medicini.

Kljucne reci: analgetici, bol, karcinom, macke, psi

Uvod / Introduction

Bol se definiSe kao neprijatan osecaj i emocionalno iskustvo izazvano
stvarnim ili potencijalnim oSte¢enjem tkiva (International Association for the Study
of Pain — IASP). Da bi ova definicija bola mogla da se primeni u veterinarskoj kli-
nic¢koj praksi, izvrSena je njena modifikacija, pa se bol objasnjava kao averzivno
senzorno iskustvo izazvano stvarnim ili potencijalnim oStecenjem tkiva, koje do-
vodi do progresivnih motornih ili vegetativnih reakcija, primorava zivotinju da
nauci kako da izbegne bol i moze da izmeni ponasanje karakteristicno za datu
vrstu, ukljuCujuéi i socijalno ponasanje.

Po duzini trajanja bol moze biti akutan, subakutan i hroni¢an. Kancer-
ski bol spada u hroni¢an bol srednje jakog ili jakog intenziteta, koji prati patoge-
* Rad primljen za $tampu 20. 04. 2010. godine
** Drsci. med. vet. Mirjana Milovanovi¢, asistent, dr sci. med. vet. Milan Jovanovié, asistent, Fa-

kultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu; dr sci. med. Sonja Vuckovié, vanredni

profesor, dr sci. med. Milica Prostran, redovni profesor, Medicinski fakultet Univerziteta u
Beogradu, R Srbija
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nezu kancerske bolesti od njenog pocetka do terminalne faze. Medutim, doka-
zano je da nisu svi tumori praceni bolom. Prema navodima Duncan i Lascelles
(2007), 30% tumora kod pasa i macaka prate jasno uocljivi znaci bola u trenutku
postavljanja dijagnoze. NajéeS¢e su to maligni procesi koji su primarno lokali-
zovani u usnoj duplji, na kostima, urogenitalnom sistemu, o¢ima, nosnoj duplji,
kimenom stubu, gastrointestinalnom (Gl) sistemu i kozi. Ono $to je vazno istaci
jeste Cinjenica da je prag bola individualna kategorija koja zavisi i od uzrasta zivo-
tinje (mlade jedinke su osetljivije od starih jedinki). Pored toga, kancer je bolest
pra¢ena bolom koji nastaje usled primene kauzalne terapije (hemioterapije, radi-
oloske terapije), kao i usled hirurSkih intervencija (postoperativni bol).

Polazno stanoviste za kontrolu bola kod onkoloskih pacijenata treba
da bude nadin utvrdivanja intenziteta bola. To €esto nije lako i zahteva tesnu
saradnju vlasnika Zivotinje i veterinara. Procena kancerskog bola se bazira na
posmatranju i registrovanju promena u ponasanju Zivotinje, kao i reakciji na bol
prilikom pregleda (palpacije) tumorskog tkiva kada je to moguée (Brearley i Brear-
ley, 2001).

Farmakoterapija kancerskog bola / Pharmacotherapy of cancer pain

Kancerski bol se kod pasa i madaka kontroliSe primenom lekova sa
analgetiCkim dejstvom kao $to su: nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL),
opioidni analgetici, antagonisti N-metil D-aspartat (NMDA) receptora, antikon-
vulzivni lekovi, tricikliCni antidepresivi i glukokortikoidi.

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL)/
Non-sterord anti-inflammatory drugs (NSAID)

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi su posebna farmakodinamska gru-
pa lekova, poznata pod nazivom antipireticki analgetici, neopioidni analgetici ili
nesteroidni antireumatici. Primenjuju se nasiroko, kako u humanoj tako i veteri-
narskoj klinickoj praksi, za otklanjanje, ublazavanje i kontrolu bola slabog do
srednje umerenog intenziteta (analgeti¢ko dejstvo), le¢enje upala kostiju i mekih
tkiva (antiinflamatorno dejstvo), kao i za snizavanje povi$ene telesne temperature
(antipireti¢ko dejstvo).

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi svoje analgeti¢ko delovanje ostva-
ruju inhibicijom sinteze prostaglandina koji senzitiviSu nociceptore prema me-
hani¢kim i hemijskim stimulusima (histamin, bradikinin, serotonin) (Vu¢kovi¢ i
sar., 2007). Tacnije, ovi lekovi inhibiSu aktivnost ciklooksigenaze (COX) enzima
odgovornog za sintezu prostaglandina iz arahidonske kiseline. U organizmu Zziv-
otinja i ljudi ciklooksigenaza je prisutna u dva izo-oblika i to: ciklooksigenaza-1
(COX-1) i ciklooksigenaza-2 (COX-2). Ciklooksigenaza-1 je konstitutivni enzim
odgovoran za sintezu prostaglandina koji u¢estvuju u brojnim fizioloskim proce-
sima u organizmu. U novije vreme, COX-1 detektovana u mozgu definiSe se kao
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COX-3 (Hersh i sar., 2005). Nasuprot tome, COX-2 je inducibilni enzim koji se ak-
tivira samo kada je tkivo u zapaljenju (Rang, 2005). Indukovana COX-2 katalizuje
prekomernu produkciju prostaglandina (PGE,, PGl,) koji, izmedu ostalog, imaju
znacajnu ulogu u razvoju i progresiji kancera (Tennis i sar., 2010). Dokazano je da
ekspresija COX-2 u kancerskoj ¢eliji inhibiSe apoptozu, olak§ava adheziju kancer-
skih ¢elija za zdravo tkivo, podstice rast i angiogenezu tumora (Raegg i Dormon,
2001; Koki i sar., 2002). Tako je kod pasa obolelih od karcinoma mokracne besike,
bubrega, mle€ne Zlezde, creva, koze, sluzokoze nosa i osteosarkoma utvrdeno
znacajno povecanje ekspresije COX-2 (Khan i sar., 2001; Knottenbelt i sar., 2006;
Lavalle i sar., 2009). Sli¢ni rezultati dobijeni su i kod ljudi obolelih od razli¢itih vrsta
karcinoma (karcinom plu¢a, mokraéne beSike, kolona, pankreasa, prostate...)
(Sobolewski i sar., 2010). Usled velikog uticaja COX-2 i prostaglandina (PGE,,
PGl,) u patogenezi karcinoma, opravdana je primena NSAIL u prevenciji kolorek-
talnog karcinoma kod ljudi nekoliko godina unazad, a razmatra se i uklju€ivanje
ovih lekova u protokol le€enja odredenih vrsta karcinoma (Baron, 2003).

U terapiji kancerskog bola kod malih Zivotinja primenjuju se paraceta-
mol i sledec¢i NSAIL: karprofen, ketoprofen, meloksikam, piroksikam, etodolak,
aspirin, tepoksalin, derakoksib i firokoksib (Brearley i Brearley, 2001; Duncan i
Lascelles, 2007).

Paracetamol je derivat anilina. Deluje analgeticki i antipiretiCki tako
Sto inhibiSe ekspresiju COX-3 u CNS-u. Za otklanjanje i kontrolu akutnog bola kod
pasa primenjuje se peroralno (p.o.) u dozi od 10-15 mg/kg t.m. na 8h, tokom 5
dana. Duza primena ovog leka zahteva korekciju doze i reZima doziranja na 5-
10 mg/kg na 12h. Osim toga, paracetamol (10-15 mg/kg) se moZe kombinovati sa
kodeinom (0,5-2 mg/kg). Oba leka daju se p.o. na 12h. Prednost paracetamola u
odnosu na NSAIL je u tome $to ne ispoljava toksi¢ne efekte na sluzokozu Gl
sistema i nije toksi¢an za bubrege. Duza primena paracetamola kod pasa moze
da prouzrokuje nezeljene efekte kao Sto su: depresija, povraé¢anje i hemoglobine-
mija. Nabrojana nezeljena dejstva su dozno-zavisna i reverzibilna. Paracetamol se
ne primenjuje kod macaka, zbog izraZzene hepatotoksi¢nosti (Duncan i Lascelles,
2007; Cupi¢ i sar., 2007; Compendium of Data Sheets, NOAH, 2009; Jezdimirovié,
2010).

Karprofen je NSAIL koji ispoljava vecu slektivhost prema COX-2. Kod
pasa se primenjuje za otklanjanje i kontrolu bola umerenog do jakog intenziteta.
Peroralna doza ovog leka za psa iznosi 2 mg/kg t.m. na 12h ili 4 mg/kg na 24h.
Kod macaka se moze primenijivati za otklanjanje akutnog bola jednokratno u dozi
od 4 mg/kg, intramuskularno (i.m.) ili subkutano (s.c.). Tretman ovim lekom se
kod macaka moze ponoviti jo$ jednom, nakon 24 ¢asa. Duza primena karprofena
kod pasa moze da prouzrokuje oStec¢enje sluzokoze zeluca i creva, oStec¢enje
funkcije jetre i bubrega i poremecaj koagulacije. Nabrojana nezeljena dejstva su
¢e$éa kod pasa rase labrador i retriver (Duncan i Lascelles, 2007; Cupié i sar.,
2007; Compendium of Data Sheets, NOAH, 2009; Jezdimirovi¢, 2010).
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Ketoprofen je potentan NSAIL koji inhibiSe sintezu prostaglandina,
leukotriena, kao i aktivnost bradikinina. Ovaj lek se primenjuje za otklanjanje akut-
nog bola kod pasa i mac¢aka. Peroralna doza za pse iznosi 2 mg/kg dnevno, a po-
tom 1 mg/kg dnevno, tokom 5 dana. Duza primena ketoprofena kod pasa podra-
zumeva korekciju doze na 0,25 mg/kg dnevno, maksimalno 30 dana. Ma¢kama
se daje p.o. u dozi od 1 mg/kg dnevno tokom 5 dana. Ketoprofen ne treba davati
pre i posle hirurSke intervencije, zbog moguéeg krvarenja (Duncan i Lascelles,
2007; Cupi¢ i sar., 2007; Compendium of Data Sheets, NOAH, 2009; Jezdimirovié,
2010).

Meloksikam je NSAIL koji ispoljava neSto vec¢u selektivnost prema
COX-2. Primenjuje se za ublazavanje i otklanjanje akutnog bola i kontrolu hro-
ni¢nog bola kod pasa i macaka. Peroralna doza za psa iznosi 0,2 mg/kg prvog
dana, a zatim 0,1 mg/kg dnevno. Kod macaka se meloksikam primenjuje p.o. u
dozi od 0,1 mg/kg prvog dana, 0,05 mg/kg tokom naredna 4 dana, a zatim
0,05 mg/kg svakog drugog dana ili 0,025 mg/kg dnevno (Duncan i Lascelles,
2007; Cupi¢ i sar., 2007; Compendium of Data Sheets, NOAH, 2009; Jezdimirovié,
2010).

Piroksikam, kao i meloksikam spada u oksikame. Kod pasa se pri-
menjuje u le€enju osteoartritisa, a zabelezeno je da kod ovih Zivotinja deluje i anti-
tumorogeno tj. da smanjuje veli¢inu nekih vrsta tumora kao §to su: karcinom
mle¢ne Zlede, sarkom mekih tkiva, karcinom m. besike (Greene isar., 2007; EIms-
lie i sar., 2008; de M Souza, 2009). Za kontrolu hroni¢nog bola kod pasa obolelih
od karcinoma piroksikam se primenjuje p.o. u dozi od 0,3 mg/kg na 48h.
Mackama se ovaj lek daje sa posebnim oprezom zbog moguceg krvarenja u Gl
traktu. Peroralna doza za macke iznosi 1mg/macki, tokom 7 dana. DuZa primena
podrazumeva davanje piroksikama u istoj dozi svaki drugi dan, ali je pra¢ena vi-
sokom incidencom hemoragija u Gl traktu (Duncan i Lascelles, 2007; Cupié i sar.,
2007; Jezdimirovi¢, 2010).

Etodolak se primenjuje za le€enje akutnog bola, kontrolu hroni¢nog
bola i leCenje osteoartritisa kod pasa. Ovim Zivotinjama se etodolak daje p.o. u
dozi od 5-15 mg/kg jednom dnevno. Moguca nezeljena dejstva ovog leka su
povracanije, dijareja i miSi¢na slabost, a zapazena su kod pasa kojima je ovaj lek
aplikovan u trostruko vecéoj dozi od preporucene. Etodolak nije indikovan za
macke (Duncan i Lascelles, 2007; Cupié i sar., 2007; Jezdimirovié, 2010).

Aspirin odnosno acetilsalicilna kiselina je prvi NSAIL koji je naSao pri-
menu u humanoj, a zatim i veterinarskoj klini¢koj praksi. Zbog izrazenih nezeljenih
efekata na gastrointestinalni sistem, bubrege, jetru i koagulaciju krvi, duza pri-
mena ovog leka kod pasa, a narocito kod macaka se ne preporucuje. Kod pasa se
za kontrolu hroni¢nog bola aspirin primenjuje p.o. u dozi od 10 mg/kg na 12h, a
kod macaka u istoj dozi na 48h. Primena aspirina je kontraindikovana kod Zivoti-
nja kod kojih ¢e biti izveden hirurski zahvat (Duncan i Lascelles, 2007; Cupié i sar.,
2007; Jezdimirovi¢, 2010).
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Tepoksalin je NSAIL koji inhibiSe ciklooksigenazu i lipooksigenazu.
Za kontrolu kancerskog bola kod pasa se primenjuje p.o. u dozi od 10-20 mg/kg
prvog dana, a zatim u dozi od 10 mg/kg dnevno. Zbog izraZzenog antiinflamator-
nog dejstva, tepoksalin ispoljava ve¢u analgeti¢ku aktivnost kod karcinoma ud-
ruzenih sa inflamacijom. Duza primena ovog leka zahteva stalni veterinarski nad-
zor i povremeni prekid terapije. Tepoksalin se ne propisuje mackama (Brearley i
Brearley, 2001; Duncan i Lascelles, 2007 Compendium of Data Sheets, NOAH,
2009).

Derakoksib i firokoksib su NSAIL najnovije generacije. Spadaju u se-
lektivne inhibitore ciklooksigenaze-2 (COX-2 inhibitori), pa su stoga daleko bez-
bedniji u odnosu na starije NSAIL. Naime, ovi koksibi Stede sluzokozu Gl sistema i
ne deluju toksi¢no na bubrege i jetru (Vuckovi¢ i sar., 2007). Za kontrolu hro-
ni¢nog bola kod pasa, derakoksib se primenjuje p.o. u dozi od 1-2 mg/kg, a fi-
rokoksib p.o. u dozi od 5 mg/kg jednom dnevno. Derakoksib i firokoksib se ne pri-
menjuju kod pasa sa ulceracijama u Gl traktu (zbog usporavanja reparacije
oSteé¢enog tkiva), kao i kod gravidnih i kuja u laktaciji. Takode, ovi lekovi se ne
propisuju psima mladim od 4 meseca. Koksibe ne treba davati ma¢kama, jer niji-
hovo delovanje na ovu vrstu nije jo$ dovoljno ispitano (Duncan i Lascelles, 2007;
Compendium of Data Sheets, NOAH, 2009).

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi su pogodni za primenu u otklanja-
nju i ublazavanju akutnog, kao i u kontroli hroni¢nog bola kod Zivotinja. Pogod-
nost njihove primene ogleda se, pre svega, u tome $to je vecina lekova iz ove far-
makodinamske grupe registrovana za veterinarsku kliniku praksu tj. nalazi se u
paleti veterinarskih lekova mnogih farmaceutskih fabrika. Medutim, nedostatak
primene NSAIL, posebno u kontroli kancerskog bola, lezi u €injenici da ovi anal-
getici ne deluju dovoljno snazno na bol jakog intenziteta. Osim toga, NSAIL ispo-
ljavaju i nezeljene efekte na Gl sistem (gastritis, ulceracije sluzokoze Zeluca i
creva), bubrege (akutna bubrezna insuficijencija, papilarna nekroza), jetru (akut-
na insuficijencija jetre) i hematopoezni sistem, koji su u korelaciji sa duzinom tret-
mana. Pored toga, macke su posebno osetljive na NSAIL zbog manjka glukuronil
transferaze, enzima odgovornog za biotransformaciju ovih lekova u hepatocitima.
S obzirom na to da kancer obi¢no ima hroni¢ni tok, jasno je da incidenca pojave
nezeljenih efekata NSAIL primenjenih u kontroli kancerskog bola kod pasa i
macaka znacajna. Nezeljeni efekti NSAIL na Gl sistem se donekle mogu ublaZiti
primenom sintetskog prostaglandina mizoprostola i inhibitora protonske pumpe
omeprazola. Mizoprostol se psima daje p.o. u dozi od 2-5 ug/kg, a mac¢kama u is-
toj dozi na 12h. Omeprazol se kod pasa i macaka primenjuje p.o. u dozi od 0,5-1
mg/kg dnevno. Takode, jedan od nacina da se izbegnu nezeljeni efekti usled duze
primene NSAIL kao analgetika jeste i kombinovana primena neopioidnih i opioid-
nih analgetika u subefektivnim pojedinaénim dozama (Duncan i Lascelles, 2007;
Cupi¢ i sar., 2007; Jezdimirovié, 2010).
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Opioidni analgetici / Opioid analgesics

Narkoticki analgetici — opioidi efikasni su kod bolova jakog intenziteta
kakav je Cesto i kancerski bol. U humanoj klini¢koj praksi su na prvom mestu u
terapiji bola kod onkolo$kih pacijenata. Njihovu duzu primenu prati razvoj toleran-
cije i fizicke zavisnosti, $to ne bi trebalo da bude prepreka za primenu ovih anal-
getika kod pacijenata sa kancerskim bolom. Opioidni analgetici aktiviraju opioid-
ne receptore (u, k, d—receptori) u CNS-u, ali i na periferiji, koji onda smanjuju
ekscitabilnost neurona i oslobadanje ekscitatornin neurotransmitera. Kod pasa
opioidni analgetici (morfin i njemu sli¢na jedinjenja) deluju depresivno na CNS.
Nasuprot tome, kod macaka i nekih drugih vrsta (konj, govece, koza, ovca, svinja)
ovi lekovi mogu da prouzrokuju ekscitaciju. Osim toga, nezeljeni efekti, kao Sto su
povracanije, sedacija i konstipacija, dodatno otezavaju primenu opioida u kontroli
hroni¢nog bola kod pasa i ma¢aka obolelih od karcinoma. | na kraju, problem
zabrane distribucije opioidnih analgetika za primenu u veterinarskoj medicini, €ini
ove lekove nedostupnim za veterinarsku klinicku praksu (Brearley i Brearley,
2001; Duncan i Lascelles, 2007; Cupié i sar., 2007; Jezdimirovié, 2010).

Morfin je fenantrenski alkaloid opijuma sa narkoti¢ko-analgeti¢kom
aktivnos¢u. Nosi epitet "boZanskog leka" za otklanjanje bola i predstavlja jedinicu
mere analgetiCke aktivnosti svih ostalih opioidnih analgetika. Morfin se psima daje
p.o. u dozi od 0,2-0,5 mg/kg na 6-8h ili 0,5-3 mg/kg na 8-12h. Sedacija i opstipa-
cija su nezeljeni efekti koji su dozno-zavisni, pa se kod primene morfina u ve¢im
dozama (>0,5 mg/kg) javljaju sa visokom incidencom. Zbog toga je preporuka da
se doza morfina kod pasa postepeno povecéava. Za kontrolu kancerskog bola kod
macaka, morfin se daje p.o. u dozi od 0,2-0,5 mg/kg 3 do 4 puta na dan. Medutim,
zbog moguce ekscitacije, kod ove vrste Zivotinja morfin se primenjuje sa izvesnim
oprezom (Brearley i Brearley, 2001; Duncan i Lascelles, 2007).

Kodein ili metil morfin je takode sastojak opijuma, koji se dobija meti-
lacijom morfina. Za kontrolu hroni¢nog bola kodein se psima daje p.o. u dozi od
0,5-2 mg/kg na 8-12h. Sedacija i opstipacija su moguci nezeljeni efekti ovog leka i
oni su dozno-zavisan. Kodein se ne primenjuje kod macaka (Brearley i Brearley,
2001; Duncan i Lascelles, 2007).

Fentanil je sintetski opioidni analgetik, Cija je analgetiCka aktivnost
0ko100 puta veéa od morfina. Fentanil u obliku transdermalnog flastera se pri-
menjuje kod pasa u dozi od 2-5 ug/kg/h. To znaci da se kod pasa srednje veli¢ine i
velikih pasa, transdermalni flaster menja na 12-36h, a najduze za 72 h od postav-
lianja. Flaster se stavlja na obrijanu koZu na mestu gde ga Zivotinja teSko moze
skinuti (greben vrata). Fentanil u obliku transdermalnog flastera moze da se pri-
meni kod velikih macaka. U tom slu€aju uzima se flaster najmanje veliine
(25 ug/h fentanila). Duzina izlaganja ovom leku kod mac¢aka je do 120h. Transder-
malni flaster sa fentanilom se ne sme seéi. Nezeljeni efekti fentanila koji se mogu
javiti kod pasa i macaka su letargija, smanjen apetit i pad telesne temperature.
Prakti¢an problem u primeni transdermalnog flastera sa fentanilom kod pasa i

270



Vet. glasnik 64 (3-4) 265 - 275 (2010) Mirjana Milovanovi¢ i sar.: Farmakoterapija
kancerskog bola kod pasa i macaka

macaka je i taj $to je povrsina koZe na koju se moze stavljati flaster ograni¢ena (u
odnosu na ljude), pa se ovaj lek ne moze dugo koristiti za kontrolu hroni¢nog bola
(Brearley i Brearley, 2001; Duncan i Lascelles, 2007).

Butorfanol je derivat morfina. Za kontrolu hroniénog bola kod pasa
se daje p.o. u dozi od 0,2-0,5 mg/kg na 8 h, a kod macaka 0,5-1 mg/kg na 6h. Bu-
torfanol postize slabiji analgeti¢ki efekat kod macdaka nego kod pasa. Pored toga,
zapazeno je da kod macaka butorfanol utiCe na ponasanje, tako da one postaju
privrzenije vlasniku i ispoljavaju veéu potrebu za mazenjem. Nezeljeni efekat ovog
leka kod pasa je sedacija, a kod macke midrijaza koja je dozno-zavisna (Brearley i
Brearley, 2001; Duncan i Lascelles, 2007; Compendium of Data Sheets, NOAH,
2009).

Buprenorfin je derivat tebaina, sa molekulskom strukturom sli¢nom
morfinu. AnalgetiCka aktivhost buprenorfina je oko 30 puta ve¢a od morfina. Ovaj
lek ima osobinu da se sporo vezuje i odvaja od opioidnih receptora, te stoga nje-
govo analgeti¢ko dejstvo sporo nastupa ali zato duze traje. Buprenorfin je efi-
kasniji u kontroli hroniénog bola kod macaka nego kod pasa. Interesantan je po-
datak da je analgeticki efekat buprenorfina bolji kada se mackama aplikuje oralno
tji. bukalno (0,02 mg/kg na 6-7h) u odnosu na parenteralnu primenu (0,01-
0,02 mg/kg, i.m.), koja je ograni¢ena na jedno do dva davanja leka u razmaku od
2h. Na trzistu USA ovaj lek se nalazi i u obliku transdermalnog flastera. Povra¢anje
i disforija, kao nezeljeni efekti, veoma se retko javljaju kod macaka (Robertson i
Taylor, 2004; Duncan i Lascelles, 2007; Compendium of Data Sheets, NOAH ,
2009).

Tramadol je sintetski analgetik sa centralnim dejstvom. Analgeti¢ka
aktivnost tramadola sli¢na je onoj kod opioida. U kontroli kancerskog bola kod
pasa tramadol se primenjuje p.o.u dozi od 4-5 mg/kg, a kod macaka u dozi od 1-
2 mg/kg na 12h. Kod pasa se bolja analgeti¢ka aktivnost tramadola postize kom-
binovanom primenom sa paracetamolom ili NSAIL, a kod macaka kombinova-
nom primenom sa nekim NSAIL (Brearley i Brearley, 2001; Duncan i Lascelles,
2007).

Antagonisti N-metil D-aspartat (NMDA) receptora /
Antagonists of N-methyl D-aspartate (NMDA) receptors

U ovu farmakodinamsku grupu lekova spadaju ketamin, tiletamin,
dekstrometorfan i amantadin. Za kontrolu kancerskog bola kod pasa i mac¢aka pri-
menjuje se amantadin. Ovaj lek se psima i mac¢kama aplikuje p.o. u dozi od 4-5
mg/kg za pse i u dozi od 3-5 mg/kg za macke, dnevno. Posebno se dobrom poka-
zala kombinovana primena amantadina i NSAIL u kontroli kancerskog bola.
Nezeljeni efekti amantadina mogu da se jave u vidu uznemirenosti i dijareje, ali su
prolaznog karaktera i ¢e$¢éi su kod pasa nego kod macaka. Ketamin je takode do-
bar analgetik, posebno za macke, ali ne postoji prikladan farmaceutski oblik ovog
leka za p.o. primenu. Za kontrolu neuropatskog bola kod ljudi ketamin se prime-
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njuje lokalno u obliku gela. Eventualna iskustva u primeni ovog farmaceutskog
oblika ketamina kod macaka nisu publikovana (Brearley i Brearley, 2001; Duncan
i Lascelles, 2007).

Antikonvulzivni lekovi / Anticonvulsant drugs

Gabapentin je strukturni analog gama-aminobuterne kiseline (GABA)
koji se primenjuje u le¢enju epilepsije kod ljudi i pasa. U novije vreme ovaj lek se
koristi u le¢enju neuropatskog bola kod ljudi (dijabeti¢ka neuropatija, amputacija
ekstremiteta) i pasa (amputacija ekstremiteta). Za kontrolu kancerskog bola kod
pasa gabapentin se primenjuje p.o. u dozi od 3-10 mg/kg dva do tri puta dnevno.
Medutim, analgeti¢ka aktivnost ovog leka kod pasa sa kancerskim bolom nije do-
voljno izrazena. Razlog tome je brza biotransformacija kojoj podleze gabapentin
kod ove vrste Zivotinja. Stoga se bolji analgeti¢ki efekat dobija kombinovanom pri-
menom gabapentina i nekog NSAIL. Ma¢kama se gabapentin daje p.o. u dozi od
1-4 mg/kg na 24h (Duncan i Lascelles, 2007).

Tricikliéni antidepresivi / Tricyclic antidepressants

Amitriptilin je triciklicni antidepresiv koji se kod pasa i macaka pri-
menjuje za leCenje poremecaja u ponasanju vezanim za depresiju. Takode, ovaj
lek je efikasan i u kontroli bola kod hroni¢nog (idiopatskog) cistitisa macaka, za
ublazavanje neuropatskog bola nastalog usled oste¢enja nerava, kao i u otklan-
janju tegoba kod hroni¢nog pruritusa pasa i macaka (antihistaminski efekat). Za
kontrolu kancerskog bola amitriptilin se psima i mackama daje p.o. u dozi od 0,5-
2 mg/kg dnevno, tokom 12 meseci. Psi i macke dobro podnose ovaj lek. Moguca
nezeljena dejstva su ekstremna pospanost, suvoéa usta i o€iju, pojacana zed, hi-
potenzija, nauzeja, smanjen apetit. Amitriptilin se moze kombinovati sa NSAIL.
Ovaj lek se ne daje zajedno sa tramadolom, zbog nedovoljno izuCene interakcije
(Duncan i Lascelles, 2007).

Imipiramin je tricikli¢ni antidepresiv koji se primenjuje u lecenju te-
goba vezanih za urinarnu inkontinenciju kod starih pasa. U kontroli hroni¢nog,
kancerskog bola kod pasa i macaka ovaj lek se moze primeniti p.o. u dozi od 0,5-
1 mg/kg na 8h (za pse) i u dozi od 2,5-5 mg/kg na 12h (za macke) (Duncan i Las-
celles, 2007).

Glukokortikoidi / Glucocorticoids

Prednizolon je steroidni antiinflamatorni lek koji deluje i analgeticki na
bol slabog do umerenog intenziteta. Smanjuje zapaljenje i otok, pa bolju anal-
geticku efikasnost ispoljava kod karcinoma udruzenih sa inflamacijom, kao i kod
malignih oboljenja CNS i perifernih nerava. Prednizolon se u ove svrhe psima
aplikuje p.o. u dozi od 0,25-1 mg/kg na 12-24h, tokom 14 dana, a zatim u istoj dozi
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na 48h. Ma¢kama se ovaj lek daje p.o. u dozi od 0,25-0,5 mg/kg na 48h. Duza pri-
mena prednizolona prouzrokuje promene u ponasanju pacijenta (euforiju). Pred-
nizolon se ne primenjuje zajedno sa NSAIL (Brearley i Brearley, 2001; Duncan i
Lascelles, 2007).

Glukozamin je prirodno jedinjenje koje se dobija iz hitina (polimera),
osnovnog sastojka ljuSture morskih ljuskara. Hondroitin vodi poreklo iz hrskavice
morskih pasa, krava i svinja. Opisani aktivni principi su dodaci ishrani, koji pose-
duju umereno antiinflamatorno i analgeti¢ko dejstvo. Kod pasa se primenjuju u
dozi od 13-15 mg/kg (raCunato prema hondroitin sulfatu) na 24h, a kod macaka
p.o. u dozi od 15 mg/kg na 12-24h. Preporu€uje se kombinovana primena ovih
dodataka ishrani sa NSAIL i drugim analgeticima (Duncan i Lascelles, 2007).

Umesto zakljucka / Instead of a conclusion

Onkologija u veterinarskoj medicini pretstavlja noviju nau¢nu disci-
plinu, koja se razvila zahvaljujuci Zelji i potrebi vlasnika za leGenjem njihovih ljubi-
maca i zelji da se izbegne eutanazija obolelih od ove teSke bolesti. Produzetak Zi-
votnog veka pasa i macaka sa kancerom nametnulo je potrebu za prou¢avanjem
terapije bola kod ovih pacijenata. Rezultat toga je da se za kontrolu kancerskog
bola danas koristi veéi broj lekova iz razli¢itin farmakodinamskih grupa. Neki od
njih su registrovani za upotrebu u veterinarskoj medicini, a neki se preuzimaju iz
palete lekova namenjenih za primenu kod ljudi.

Literatura / References

1. Baron JA. Epidemiology of non-steroidal anti-inflammatory drugs and cancer. Prog Exp
Tumor Res 2003; 37: 1-24.

2. Brearley CJ, Brearley JM. Chronic pain in animals. In: Flecknell AP, Waterman-Pearson
A editors. Pain Management in Animals. 2th ed. London: WB Saunders, 2001;
147-60.

3. Compendium of Data Sheets, NOAH - National Office of Animal Health, 2009, UK.

4, Cupié V, Muminovi¢ M, Kobal S, Velev R. Farmakologija za studente veterinarske medi-
cine. Beograd, Sarajevo, Ljubljana, Skoplje, 2007.

5. de M Souza CH, Toledo-Pize E, Amorin R, Barboza A, Tobias KM. Inflammatory mam-
mary carcinoma in 12 dogs: clinical features, cyclooxigenase-2 expression,
and response to piroxicam treatment. Can Vet J 2009; 50(5): 506-10.

6. Duncan B, Lascelles X. Supporative carefor the Cancer Patiens. In: Withrow JS and Vail
MD editors. Small Animal Clinical Oncology. 4th ed. London: Saunders-
Elsevier, 2007: 291-304.

7. EImslie RE, Glawe P, Dow SW. Metronomic therapy with cyclophosphamide and piroxi-
cam effectively delays tumor recurrence in dog with incompletly resected soft
tissue sarcomas. J Vet Intern Med 2008; 22(6): 1373-9.

8. Greene SN, Lucroy MD, Greenberg CB, Bonney PL, Knapp DW. Evaluation of cisplatin
administered with piroxicam in dog with transitional cell carcinoma of the uri-
nary bladder. J Am Vet Med Assoc 2007; 231(7): 1056-60.

273



Vet. glasnik 64 (3-4) 265 - 275 (2010) Mirjana Milovanovi¢ i sar.: Farmakoterapija
kancerskog bola kod pasa i macaka

9. Hersh EV, Lally ET, Moore PA. Update on cyclooxygenase inhibitors: has a third COX

isoform entered the fray? Curr Med Res Opin 2005; 21(8): 1217-26.

10. Jezdimirovi¢ M. Veterinarska farmakologija. IV dopunjeno izdanje. Beograd: Fakultet
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, 2010.

11. Khan KN, Stanfield KM, Trajkovic D, Knapp DW. Expression of COX-2 in canine renal cell
carcinoma. Vet Pathol 2001; 38(1): 116-9.

12. Knottenbelt C, Mellor D, Nixon C, Thompson H, Argyle DJ. Cohort study of COX-1 and
COX-2 expression in canine rectal and bladder tumours. J Small Anim Pract
2006; 47(4): 196-200.

13. Koki A, Khan NK, Woerner BM et al. Cycloovigenase-2 in human pathological disease.
Adv Exp Med Biol 2002; 507: 177-84.

14. Lavalle GE, Bertagnolli AC, Tavares WL, Cassali GD. COX-2 expression in canine mam-
mary carcinoma. correlation with angiogenesis and overall surviva. Vet Pathol
2009; 46(6): 1275-80.

15. Raegg C, Dormon O. Suppression of tumor angiogenesis by nonsteroidal antiinflam-
matory drus: a new function for old drugs. Sci Worl J 2001; 1: 808-11.

16. Rang PH, Dale MM, Ritter MJ, Moore KP, Lamb P. Farmakologija. 5th ed. — prevod, prvo
srpsko izdanje, 2005, Novi Sad, Srbija: Data Status, 2003.

17. Robertson SA, Taylor PM. Pain management in cats — past, present and future. Part 2.
Treatment of pain clinical pharmacology. J Feline Med Surg 2004; 6: 321-33.

18. Sobolewski C, Cerella C, Dicato M, Ghibell L, Diederich M. The role of COX-2 in cell pro-
liferation and cell death in human malignancies. Int J Cell Biol 2010.

19. Tennis MA, Vanscoyk M, Keith RL, Winn RA. The role of prostacycline in lung cancer.
Transl Res 2010; 155(2): 57-61.

20. Vuckovi¢ S, Prostran M, Todorovi¢ Z. Neopioidni analgetici. U knjizi: BoSnjak S, Beleslin
D, Vuckovié-Deni¢ Lj (ur). Farmakoterapija kancerskog bola. Beograd: Aka-
demija medicinskih nauka, Srpskog lekarskog drustva, 2007: 79-93.

ENGLISH

PHARMACOTHERAPY OF CANCER PAIN IN DOGS AND CATS SUFFERING FROM
CANCER

Mirjana Milovanovi¢, M. Jovanovié¢, Sonja Vuékovi¢, Milica Prostran

Pain is an important symptom that accompanies cancer disease. Cancer pain
is a chronic pain of medium to strong intensity, and it usually seriously impairs the quality of
life of the cancer patients. In dogs and cats, the management of cancer pain includes drugs
from different pharmacological groups. They are non-opioid and opioid analgesics, NMDA
antagonists, anticonvulsant drugs, tricyclic antidepressants and steroids. Some of them
are registered for use in veterinary medicine, and some are drugs for use in human medi-
cine.

Key words: analgesics, pain, cancer, cats, dogs
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PYCCKUA

®APMAKOTEPAMUA KAHLIEPHOW BEOJIN Y COBAK U KOLLEK
MupsHa MunosaHoBuy, M. MoBaHoBMY, CoHS Byukosu4, Munuya MpocTpaH

B naToreHese kaHuUepHON 60NE3HN 3HAYUTENbHOE MECTO 3aHuMaeT 60rb,
KaK CONpOBOXAAKOLWMIA CUMITOM 3TOrO TSXKEMOro NaTtofiorMyeckoro coctosHus. bonb,
compoBoOXdaoLas KaHLepHyo 601e3Hb XPOHUHECKOro TeHEHNA N cpedHee CUIbHOW [0
CUNIbHOW MHTEHCUBHOCTHU, TaK, Y4TO CEPbE3HO HapyLlaeT Ka4yeCcTBO XXU3HWN NauneHToB, 60-
netowme KaHuepom. Tepanus KaHuepHow 60nn y cobak M KOLEK MPOBOAMTCH MpuMe-
HEeHVeM NeKapcTB U3 pasnnyHbiX hapMakoorMyeckmnx rpynn. 3TO nNpexae BCero He-
ONMONAHbIE N ONMONAHBIE aHMbreTUkK, aHtTaronncTsl HMJA peLentopoB, aHTUKOHBY b-
CVBHbIE NeKapCTBa, TPULMKIMYECKNE aHTUAENPECKBLI U CTEPOUAHbIE aHTUMHMNaMmMa-
TOpPHbIE NlekapcTBa. HekoTopble NekapcTBa perncTpupoBaHbl 45 ynoTpebreHns B BeTe-
pVaHPHOWN MeaULMHE, @ HeKOTOPbIe NEPEHNMAIOTCS M3 NaNUTPbI 1EeKapCTB, HAa3HAYEHHbIX
AN NPUMEHEHNS B TyMaHHOW MeanLyHe.

KnoyeBble cnosa: aHanbretTuku, 6osb, KapunHomMa, KOWKN, cobaku
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REZISTENCIJA BAKTERIJA NA HINOLONE I NJEN UTICAJ
NA ZDRAVLJE LJUDI I ZIVOTINJA®
MECHANISMS OF QUINOLONE RESISTANCE AND IMPLICATIONS
FOR HUMAN AND ANIMAL HEALTH

Maja Velhner, Gordana Kozoderovi¢, Zora dJelesi¢, 1. Stojanov, R. Ratajac,
Dragica Stojanovié***

Siroka upotreba antimikrobnih lekova iz grupe hinolona u huma-
noj i veterinarskoj medicini uslovila je razvoj rezistencije kod bakterija,
a time i probleme u le¢enju, posebno komplikovanih infekcija ljudi.
Rezistencija na hinolone se razvija usled mutacija na hromozomima, ali
se moZe i preneti putem plazmida. Ciljni enzim gram-negativnih bak-
terija na koji deluju ovi lekovi naziva se giraza A, dok je ciljni enzim
gram-pozitivnih bakterija uglavhom topoizomeraza IV. Giraza A je enzim
koji se sastoji od dve subjedinice koje kodiraju geni gyrA i gyrB. Funk-
Clja ovog enzima je regulisanje negativno orijentisanih navoja na DNK,
te je neophodan za replikaciju bakterija. Kod bakterija kod kojih su us-
tanovljene tackaste mutacije na 83 i/ili 87 kodonu gyrA gena razvija se
rezistencija na hinolone, ¢iji se nivo odreduje procentom minimalne in-
hibitorne koncentracije (MIC). Nedavno je dokazano da se rezistencija
na hinolone moZe preneti i putem plazmida PMQR (plasmid mediated
quinolone resistance). Ciljni gen na plazmidu je qnr gen, koji kodira
protein sa pentapeptidnim ponovcima koji formiraju naborane beta
plo¢e neophodne za interakcije proteina. Qnr protein se vezuje za gi-
razu i $titi je od inhibitornog efekta ciprofloksacina. Distribucija qnr
dirigovane rezistencije je vecéa kod ljudi nego kod Zivotinja. Ipak, kod
Zivine je ovaj tip rezistencije dokazan ¢esée nego kod drugih vrsta Zivo-
tinja koje se uzgajaju za ishranu ljudi. Plazmidima prenosiva rezisten-
cija doprinosi brZzem Sirenju rezistencije na hinolone. Ispravno ruko-
vanje namirnicama moZe u znatnoj meri doprineti smanjenju rizika od
infekcija kojima su izloZeni ljudi. U laboratorijama humane i veterinar-
ske medicine, neophodno je pratiti osetljivost bakterija na antimik-

* Rad primljen za $tampu 20. 04. 2010. godine

** Dr sci. med. vet. Maja Velhner, Nauéni institu za veterinarstvo "Novi Sad", Novi Sad; mr sci.
Gordana Kozoderovi¢, dipl. biolog, dr sci. med. Zora Jelesi¢, vanredni profesor, Institut za
javno zdravlje Vojvodine, Novi Sad, R Srbija; dr sci. med. vet. Igor Stojanov, mr sci. med. vet.
Radomir Ratajac, dr sci. med. vet. Dragica Stojanovi¢, Naucni institu za veterinarstvo "Novi
Sad", Novi Sad, R Srbija
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robne lekove, ne samo kod kliniCkih izolata, ve¢ i vrsta izolovanih iz Zi-
votne sredine. Kako je u vise navrata dokazano da je upotreba antimik-
robnih lekova u direktnoj korelaciji sa pojavom rezistencije bakterija na
ove lekove, savetuje se ograni¢ena i strogo kontrolisana primena anti-
mikrobnih lekova, kako u veterinarskoj tako i u humanoj medicini.

Klju¢ne reci: hinoloni, rezistencija, GyrA, QRDR, PMQR, qnr, MIC

Uvod / Introduction

Rezistencija na antimikrobne lekove je jedna od veoma vaznih oso-
bina koje bakterije poseduju. Klini¢ki znacajna rezistencija, koja je ustanovljena
kod skoro svih vrsta bakterija, obi¢no se povezuje sa na¢inom primene lekova u
humanoj i veterinarskoj medicini. Rezistencija moze biti prirodna ili ste¢ena (Li,
2005). Geni za rezistenciju se mogu nac¢i na hromozomima i na mobilnim ge-
netickim elementima kao $to su plazmidi. Primena hinolonskih preparata, od
pocetka Sezdesetih godina do danas, uslovila je pojavu rezistencije i na ovu grupu
lekova. Zbog toga se savetuje stroga kontrola primene lekova, kako u humanoj
tako i u veterinarskoj medicini. U ovom radu su opisani najvazniji mehanizmi raz-
voja rezistencije bakterija na hinolone i fluorhinolone, kao i moguénost da se ove
bakterije nadu u namirnicama i uzrokuju infekcije kod ljudi.

Hinolonski antimikrobni lekovi su u upotrebi od 1962. godine i imaju
Siroku primenu u humanoj i veterinarskoj medicini. U pocCetku su se koristili u tera-
piji infekcija izazvanih gram-negativnim baterijama, ali zahvaljujuci novim genera-
cijama lekova, nalaze primenu i u terapiji bolesti koje su izazvane i gram-pozitiv-
nim bakterijama. Rezistencija bakterija na hinolone koja se tokom godina razvila,
predstavlja ozbiljan problem u primeni ove grupe lekova. Rezistencija bakterija
moze biti prirodna ili steCena. SteCena rezistencija bakterija nastaje uglavnom
zbog mutacija na hromozomu ili mehanizma aktivhog efluksa. Poznato je naime
da inaktivacija efluks pumpe kod nekih bakterija pojacava osetljivost na hinolon-
ske lekove (Li, 2005). Aktivan efluks u sadejstvu sa drugim determinantama rezis-
tencije odgovoran je za multiplu rezistenciju kod mnogih vrsta bakterija.

Mehanizmi razvoja rezistencije i naéini Sirenja rezistentnih
bakterija / Resistance mechanisms and spread of resistant bacteria

Ciljni molekuli za dejstvo hinolona su enzimi koji katalizuju replikaciju
DNK bakterijske celije. Uloga vaznih enzima za replikaciju bakterijske ¢elije
opisuje se na sledeéi nacin. Topoizomeraze reguliSu povezivanje i razvezivanje
DNK prstenova i duplog lanca DNK. Takode, enzimi iz ove grupe uzrokuju
kratkotrajne prekide na DNKi odgovorni su za ponovno povezivanje krajeva razd-
vojenih lanaca. Topoizomeraza IV se sastoji od dve subjedinice — ParC i ParE, i
ima ulogu da ispravlja navoje DNK bakterija. Ova reakcija zavisi od adenozin tri-
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fosfata (ATP) i odigrava se sporije od procesa razvezivanja. Sa druge strane, gi-
raza koja sadrzi takode dve subjedinice (GyrA i GyrB), uvodi negativne navoje u
linearni dupleks DNK na takav nacin da lanac DNK obmotava enzim i uvrée se ce-
lom duzinom oko njega. Kada tokom replikacije dode do odmotavanja lanca
DNK, uklanjaju se negativni navoji i tek delovanjem giraza enzima sa ovog mesta
replikacija se nastavlja (Drlica i Zhao, 1997; Levine i sar., 1998). Remeteci funkciju
ovih bakterijskih enzima hinoloni blokiraju DNK sintezu. Topoizomeraza IV je ciljni
molekul za antibakterijsko dejstvo fluorohinolona, ciprofloksacina na S. aureus, ali
i na druge gram-pozitivne bakterije (Drlica i Zhao, 1997). Za gram-negativne bak-
terije ciljni molekul je giraza te ukoliko dode do stvaranja kompleksa hinoloni-
giraza i DNK bi¢e blokirana replikacija ispred replikacione viljuske i samim tim
bakterijska ¢elija odumire (Drlica i Zhao, 1997). Razvoj rezistencije gram-nega-
tivnih bakterija na hinolone najéesce je izazvan mutacijom na gyrA genu. Smanje-
nje osetljivosti na pojedine lekove je povezano sa taCkastim mutacijama na re-
gionu koji odreduje rezistenciju na hinolone (Quinolone resistance — determining
region, QRDR). U ovom delu hromozoma najées¢e su mutacije na serinu 83 i as-
paraginskoj kiselini 87. Mutacija na serinu 83 sa nekom od hidrofobnih amino-
kiselina ¢e povecati nivo rezistencije, a dvostruke mutacije na oba kodona (83 i
87) ¢e ga udvostruditi i utrostuciti. Mutacije na Par C proteinu takode mogu sniziti
osetljivost na ciprofloksacin koja, ukoliko je udruzena sa mutacijom za koju je
odgovoran gen gyrA, moze pojacati rezistenciju na hinolone. Najvisi nivo rezisten-
cije se razvija ukoliko postoje po dve tackaste mutacije na oba gena, gyrA i parC
(Drlicai Zhao, 1997). Nivo rezistencije na antibakterijske lekove se odreduje preko
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). Bakterije se smatraju osetljivim na ci-
profloksacin ukoliko je MIC < 1 ug/ml, a rezistentnim ukoliko je MIC > 4 ug/ml. U
literaturi postoji puno podataka o epidemioloskoj povezanosti izolata iz namirnica
animalnog porekla i izolata poreklom od ljudi, $to ukazuje na mogucnost pre-
noSenja rezistentnih bakterija sa zivotinja na ljude. Postoji veliki broj literaturnih
podataka o Gyr A rezistenciji kod gram-negativnih bakterija. U ovom radu izno-
simo rezultate istraZivanja koji ukazuju na moguénost prenoSenja ovih bakterija
na ljude preko namirnica i Zivotinja.

Sianglum i sar. (2007) su ustanovili sli€ne tipove rezistencije kod so-
jeva Escerichiae coli izolovanih iz uzoraka fecesa ljudi i njihovih ku¢nih ljubimaca.
Takode autori su na osnovu DNK analize i sekvenci gyrA gena ustanovili pove-
zanost medu bakterijskim izolatima. Ustanovljena je rezistencija na nalidiksinsku
kiselinu (NAL) kod 31,6% sojeva E.coli izolovanih kod ljudi i 32,4% izolata porek-
lom od kuc¢nih ljubimaca. Isti tip rezistencije utvrden je kod 35,6% sojeva izolova-
nih iz uzoraka povréa i 57,1% sojeva izolovanih iz sladoleda, Sto ukazuje na
mogucnosti prenoSenja ovih bakterija putem namirnica na ljude. Sedmogo-
diSnjim istrazivanjem tim istraZivaCa iz Centra za kontrolu i prevenciju bolesti
(CDC, USA) je ustanovio da je u grupi netifoidnih salmonela najveéi porast broja
rezistentnih izolata na hinolone bio kod Salmonella Enteritidis i Salmonella Thy-
phimurium. Kod 27 izolata iz ove kolekcije sojeva ustanovljena je i rezistencija na
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B-laktame proSirenog spektra i hinolone (Whichard i sar., 2007). Smatra se da su
vrste iz roda Campylobacter u najve¢oj meri doprinele Sirenju rezistencije na hi-
nolonske lekove. Naime, ove bakterije u kontaktu sa hinolonima veoma brzo is-
poljavaju fenotipsku rezistenciju. Kod ovih kao i kod ostalih gram-negativnih bak-
terija, tackaste mutacije na gyrA genu, i to naj¢eS¢e treonin 86 u izoleucinu
uzrokovale su poviSen nivo rezistencije na ove lekove. Pritome je MIC ciprofloksa-
cina >16 ug/ml, dok su mutacije asparaginske kiseline na kodonu 90 u aspar-
aginu i treoninu na kodonu 86 u lizinu, pratile vrednosti MIC ciprofloksacina od 6
do 16 ug/ml. Zajedni¢kim delovanjem efluks pumpe CmeABC i mutacije na gyrA
genu, MIC ciprofloksacina moze biti ve¢i od 32 ug/ml (Zhang i sar., 2003). C. jejuni
i C. coli su stalni deo mikrobioma digestivnog sistema Zivotinja. Tokom procesa
klanja meso se Cesto kontaminira sadrzajem iz digestivhog sistema. Ovako kon-
taminirano meso moze uzrokovati infekcije kod ljudi. Kako se u praksi zivina Cesto
leci hinolonskim lekovima, u kontaktu sa lekom vrSi se selekcija rezistentnih so-
jeva kampilobakterija za koje je dokazano da mogu opstati sve do kraja proizvod-
nog ciklusa. Smatra se da antibiotici eliminiSu sojeve osetljive na lek, pri ¢emu u
digestivnhom sistemu tom prilikom nema kompeticije sa crevnim bakterijama, i
vremenom rezistentne bakterije postaju dominantne (Zhang i sar., 2003). Is-
traZivanjem u évedskoj je ustanovljeno da su za nastanak infekcije Campylobac-
ter vrstama najvedi faktori rizika za ljude, konzumiranje nepasterizovanog mleka i
zivinskog i svinjskog mesa pripremljenog na rostilju. Takode je utvrden i znacaj
kontakta ljudi sa zivinom koji su zaposleni na farmama kod kojih se Campylobac-
ter Cesto izoluje (Studahl i sar., 2000). Medutim, mutacije na hromozomima i
pojacano delovanje efluks pumpe nisu jedini mehanizmi rezistencije koji se Cesto
aktiviraju u sadejstvu sa plazmidski dirigovanom rezistencijom. Prvi put je ovaj
mehanizam razvoja rezistencije opisan kod klinickog izolata Klebsiella pneumo-
niae, od strane Martinez-Martinez i sar. (1998). Autori su ustanovili da transkonju-
ganti imaju viSestruko povec¢anu rezistenciju na hinolone. ViSestruko poveéana
rezistencija je zabelezena kod sojeva koji imaju pMG252 plazmid u odnosu na so-
jeve bez plazmida, poput E. coli J53. Protein Qnr na ovom plazmidu kodira qnr
gen. Protein se sastoji od 218 aminokiselina i ima strukturu pentapeptidnih pono-
vaka koji formiraju naborane B-ploCe odgovorne za interakcije proteina. U
prec€iS¢enom stanju Qnr protein Stiti E. coli od inhibitornog delovanja ciprofloksa-
cina, pri Cemu je koncentracija Qnr proteina u direktnoj proporciji sa stepenom
osetljivosti na hinolone. Pored toga Sto kodira Qnr protein, plazmid pMG252
takode kodira i determinante za rezistenciju na druge antimikrobne lekove (Li i
sar., 2005) (tabela 1).
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Tabela 1. Geni za rezistenciju na plazmidu pMG252 i njihova funkcija /
Table 1. Resistance genes on plasmid pMG252 and their function

Naziv gena za rezistenciju / Funkcija gena /
Name of resistance gene Gene function

Kodiraju acetiltransferazu odgovornu za rezistenciju na
aac geni / aac genes aminoglikozide / Code acetyltransterase responsible for resis-
tance to aminoglycosides

gﬁ\%snhﬁﬂgg&a’;&xi' B;A-;ﬁe?x(gﬁo(’} Odgovorni su za rezistenciju na p-laktame /
FOX5, DHA-1, 0XA-30, SHV-é7T B- Iactamg o Responsible for resistance to 3-lactam antibiotics

Odgovorni za rezistenciju na hloramfenikol /

cat geni / cat genes Responsible for resistance to chloramphenicol

gacE1 / gacFl Regulidu efluks pumpu / Regulate efflux pump

Kodiraju dihydropteroate koji su odgovorni za rezisten-
sull geni / sull genes ciju na sulfonamide / Code dihydropteroate which are re-
sponsible for resistance to sulphonamides

Plazmidski prenosiva rezistencija je registrovana kod klini¢kih izolata
E. coli u nekoliko bolnica u Kini, gde je od 1993. godine utvrden porast rezistencija
(>50%) na fluorohinolone. Naime, u ovoj zemlji je, prema navodima iz literature,
najveci procenat rezistencije bakterija na antibakterijske lekove uzrokovan njiho-
vom velikom i nepravilnom upotrebom (Li i sar., 2005). Smanjena osetljivost na ce-
falosporine je rasprostranjena u Indiji. Bolnicki izolati Salmonella enterica serovar
Thyphi sa zna€ajnom rezistencijom ¢esto se nalaze u bolnicama u Africi i Aziji
(Parry i Threlfall 2008). Kako navode Li i sar. (2005), plazmidski prenosiva rezisten-
cija na hinolone ustanovljena je i u Egiptu, Japanu i Evropi. Proizilazi da plazmidi
koji su nosioci rezistencije bakterija doprinose njihovom uspesnijem opstajanju u
raznim ekoloskim niSama. Smatra se da je plazmid doprineo Sirenju rezistencije
na hinolone u raznim regionima u svetu, $to je, kao i kod drugih antimikrobnih
lekova, u direktnoj srazmeri sa upotrebom antibiotika kod ljudi i Zivotinja. Em-
pirijska upotreba hionolona je nesumnjivo dodatno doprinela Sirenju rezistencije
bakterija na ove lekove (Li, 2005). U Engleskoj je registrovana rezistenciji Saimo-
nella vrsta na hinolone. Kod ovih bakterija je dokazan novi gen rezistencije na hi-
nolone (qgnr), §to je prac¢eno povecanim vrednostima MIC ciprofloksacina, koje su
iznosile od 0,125 ug/ml do 1,0 ug/ml, a osetljivost na nalidiksinsku kiselinu sa
vrednosti MIC <16 ug/ml. Sojevi salmonela sa gnr genom koji su izolovani u
Engleskoj, povezivani su sa Dalekim istokom i uvozom hrane sa Tajlanda (Hop-
kins i sar., 2008). Izvestaji iz Danske ukazuju na pojavu plazmidom prenosive mul-
tiple rezistencije E. coli kod dva bolni¢ki leCena pacijenta. Jedan izolat E coli je
posedovao gen qnrA, a drugi gen gnrS i oba su bila osetljiva na ciprofloksacin;
mutacije na topoizomerazama nisu ustanovljene (Cavaco i sar., 2007). Gen gnrS
je ustanovljen kod 23 soja Salmonella enterica serovar Corvallis izolovanih u Dan-
skoj i Tajlandu. Svi izolati su imali povec¢ani MIC ciprofloksacina >0,06 ug/ml, dok
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je osetljivost na NAL iznosila 8 — 16 ug/ml. Mutacije na genu gyrA nisu us-
tanovljene, $to navodi na &injenicu da poveéan MIC ciprofloksacina moze biti
dirigovan isklju¢ivo plazmidom (Cavaco i sar., 2007b). Istrazivanja iz Velike Brita-
nije takode upuéuju na Cestu pojavu uvoza rezistentnih bakterija preko ljudi koji su
putovali u Egipat, Indiju, Maleziju, Maroko i Tajland (Hopkins i sar., 2008). Proteklu
dekadu obelezila je i pojava soja Salmonella Typhimirium DT104 (STDT104) sa
viSestrukom rezistencijom na ampicilin, hloramfenikol, streptomicin, sulfonamide
i tertraciklin. Geni odgovorni za viSestruku rezistenciju su upakovani zajedno u os-
trvo genoma oznake SGI1 koje je integrisano u hromozom, $to je doprinelo in-
terkontinentalnom Sirenju STDT104 (Boerlin i Reid-Smith, 2008). Epidemioloska
istrazivanja su ukazala na klonalno Sirenje S. Typhimirium DT104 iz hrane na ljude,
koji su zbog alimentarne infekcije le€eni u jednoj bolnici u Engleskoj. Od ukupno
27 pacijenata, pet je leCeno samo ciprofloksacinom ili u kombinaciji sa drugim an-
timikrobnim lekovima. Kod dva pacijenta, od kojih je jedan le€en ciprofloksaci-
nom, a drugi fleroxacinom, kao i kod Sest pacijenata koji nisu bili tretirani ovim
lekovima, dokazana je epidemioloSka povezanost S. Typhimirium DT104 sa uzor-
cima iz lokalne klanice svinjskog mesa (Molbak i sar., 1999).

Zakljuéak / Conclusion

Rezistencija bakterija na antimikrobne lekove, bez obzira na to dalije
re¢ o horizontalnom ili vertikalnom preno$enju, ima ozbiljne posledice po zdravlje
ljudi. U populaciji ljudi narocito su ugrozena deca, osobe starije Zivotne dobi, kao i
odrasle osobe kod kojih je imunolo$ki sistem oslabljen usled postojanja neke
druge primarne bolesti. 1z tih razloga je neophodan monitoring rezistencije na an-
timikrobne lekove i kod kliniCkih izolata i kod bakterija izolovanih iz namirnica.
Neophodna je pravilna upotreba antimikrobnih preparata kao vaznog faktora u
limitiranju pojave rezistencije. Na industrijskim farmama za uzgoj piliéa je mnogo
teze odrzavati adekvatnu koncentraciju leka u sistemima za napajanje i hranu
tako da je verovatnoca da jedinke neée dobiti adekvatnu dozu leka mnogo veca.
Posledica toga je razvoj rezistencije na hinolone i druge antimikrobne lekove.
Zato se i u sto€arskoj proizvodnji zeli da se maksimalno smanji upotreba lekova u
preventivne svrhe, a u terapijske samo ukoliko je to neophodno. Upotreba hi-
nolonskih preparata se ne preporucuje ni u brojlerskoj proizvodnji posle trece
nedelje, zbog povecanog rizika od pojave sojeva Campylobacter vrsta, rezistent-
nih na ovu grupu antimikrobnih lekova. Svetska zdravstvena organizacija i Centar
za kontrolu bolesti (CDC) ukazuju na to da pored influence, zdravlje ljudi jednako
ili viSe ugrozavaju alimentarne infekcije. Kako se iz najrazvijenijih zemalja ¢esto
izveStava o pojavi infekcija sa rezistentnim sojevima bakterija, koje su usledile po-
sle putovanja na druge kontinente, izvesna je moguénost "uvoza" bakterija nao-
ruzanih mehanizmima za razvoj rezistencije. Uporne bolni¢ke infekcije su takode
u vrhu mogucih riziénih epidemija. Kona¢no, klonalno Sirenje multirezistentnih
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bakterija sa zivotinja i namirnica na ljude, ukazuje na tezinu problema sa kojima se
suoCavamo u humanoj i veterinarskoj medicini. Zbog navedenih razloga neop-
hodna je u bakterioloSkim laboratorijama primena testova za ispitivanje osetlji-
vosti, odnosno rezistencije bakterija na antimikrobne lekove, kao i primene mo-
lekularanih testova radi analize mehanizama i nacina Sirenja rezistentnog fenotipa
bakterija.
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ENGLISH

MECHANISMS OF QUINOLONE RESISTANCE AND IMPLICATIONS FOR HUMAN
AND ANIMAL HEALTH

Maja Velhner, Gordana Kozoderovi¢, Zora Jelesié, |. Stojanov, R. Ratajac,
Dragica Stojanovi¢

Quinolone antibiotics have been widely used in human and veterinary medi-
cine. This has caused the development of resistance and difficulties in the treatment of
complicated bacterial infections in humans. The resistance to quinolones develops due to
chromosome mutations and it can also be transferred by plasmids. The target enzyme for
quinolones in Gram-negative bacteria is Gyrasa A, while the target enzyme in Gram-
positive bacteria is mostly topoisomerase IV. Gyrase A consists of two subunits encoded by
genes gyrA and gyrB. The function of the enzyme is to introduce negative supercoiling in
DNA and therefore is essential for the replication of bacteria. Quinolone resistance devel-
ops if point mutations at 83 and/or 87 codon are introduced on gyrA. Establishing a minimal
inhibitory concentration (MIC) to this group of antimicrobials will reveal possible mutations.
Recently it was discovered that quinolone resistance is transmittable by plasmid termed
PMQR (plasmid mediated quinolone resistance). The target gene marked qnr encodes a
pentapeptide repeat family protein. Pentapeptide repeats form [ sheets, involved in
protein-protein interactions. Qnr protein binds to GyrA protecting the enzyme from the in-
hibitory effect of ciprofloxacin. The distribution of gnr related resistance is higher in humans
thanin animals. In poultry, however, this type of resistance is present more than in other ani-
mals. Plasmid mediated resistance contributes to the faster spread of quinolone resis-
tance. Proper food handling will significantly contribute to decreasing the risk from infec-
tion to which people are exposed. In medical and veterinary laboratories antimicrobial re-
sistance monitoring in clinical and environmental isolates is advised. Since correlation be-
tween antibiotics application and antimicrobial resistance is often suggested, antimicrobial
use must be under strict control of the authorities both in human and in veterinary medi-
cine.

Key words: quinolone, resistance, GyrA, QRDR, PMQR, gnr, MIC

PYCCKUA

MEXAHU3MbI COMPOTUBIEHUA EAKTEPVIVI HA XUHOJIOHbI U BIIMAHUE HA
300POBbE NIOAEN N XKUBOTHbIX

Mas BenxHep, lopgaHa Ko3ogeposu4d, 3opa Enecud, U. CtosHoB, P. PaTtasu,
Oparvya CtosaHoBMY

LLinpokoe ynotpebneHme aHTMOMOTMKOB M3 rpynbl XMHONIOHOB B F'YMaHHON 1
BeTEpVHapHOM meauumHe, 06yCroBUIIO pasBuUTUE CYNpPOTUBNEHNS Y 6AKTEPUA, a TEM U
npo6nemMbl B Ne4YeHUn, OTAENbHO OCITOXXHEHHbIX MHApeKUmn nogen. ConpoTuBneHne Ha
XWHOJIOHbI BO3HUKAET 6narogaps MyTaumsaM Ha XpOMOCOMax, a TakKe 3TO COMnpoTuBIie-
HMe nepeHocHoe NyTéM Nnamuaos. Lieneson sH3MM y rpaMm oTpuLaTeNibHbIX 6akTepui
Ha KOTOPbIA AENCTBYIOT 3TN aHTUOMOTUKI, Ha3biBaeTCH rmpasa A, noka LeneBom 3H3UM y
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rpamm MosioXXMTeSbHbIX 6akTepuin rnasHbiM obpa3om Tononsomepasa IV. M'mpasa A aH-
3MM, COCTOMMBIN 13 ABYX NOAEAUHUL, KOAMPYOLWME reHbl rvp A v rup b. ®yHKuust 3Toro
3H3UMa perynmpoBaTtb OTpULaTeNbHO OPUEHTMPOBaHHbIE N3rnbbl Ha HK, To Heo6xo4um
ANA pennukauumn 6aktepun. Y 6akTepuin y KOTOPbIX YCTaHOBIEHbI TOHEYHbIE MyTaLun Ha
83 n/vnn 87 KogoHe rmp A reHa pa3BnBaeTCsl COMPOTUBIIEHNE HA XMHOJIOHbI, YTO MOXXHO
YCTaAHOBUTb YTBEPXAEHVWEM MWHUMANbHOW WHrMOUTOPHOW KoHueHTpauuun (MUK). He-
[aBHO JO0Ka3aHo, YTO COMPOTUBIIEHNE HA XMHOJTOHbI MOXHO NEPEHECTU U NYTEM NyasmMu-
noB NMMXP (plasmid mediate quinoline resistance). Lleneson reH Ha nna3muge o603Ha4veH
XHP M KOAMPYET MPOTEnH C neHTanenTuHbIMU BTOporognkamu, hopMupytowme cKna-
AdvaTtble 6eTa NNUTbl HEOOXOoAUMble ANS MHTepakuMn NPOTEeMHOB. XHP MPOTEeWH CBS-
3biBaeTca Ana [mpasbl 1 3awmaeT oT UHIMBMTOPHOro adhdhekTa LmnpognokcaymHa.
OncTpnbyumsa XHp AMPVIKMPOBAHHOIO COMPOTMBIIEHUSA 6onee 6onbluas y nogen, Yem y
XXMBOTHbIX. OfHAaKO, Y AOMALUHWUX NTWL 3TOT TUM COMPOTUBIIEHNS AOKa3aH valle, 4em y
OPYrvX BUAOB XUBOTHbIX, BblpalMBaemMble ANs NUTaHns nogen. MNnasmmaamm nepeHoc-
HOE COMpOTKMBIIEHME COAENCTBYET 60/1€€ ObICTPOMY PACLUMPEHUIO CONMPOTUBIIEHUS HA XU-
HOMOHbI. VicnpaBHoe ynpasneHne nuweBbiMy NPOAYKTaMu MOXET B 3HAYMTENbHON Mepe
COAENCTBOBATb, YTO PUCKM OT MH(PEKLMI, KOTOPbIMU BbICTaBMEHbl MOAN 3HAYUTENBHO
MeHbLue. B nabopaTopusix ryMaHHOW 1 BeTEPUHAPHON MeAULMHBI, HEO6XOAMMO CreanTb
YYBCTBUTENbHOCTb 6aKTEPU K aHTUMUKPOOHBLIM NpenapaTtam, He TONbKO Y KNIMHYECKNX
N30NATOB, YK€ 1 BUAOB, U30NIMPOBAHHbLIX N3 cpebl 0buTaHms. Kak 4acTo gokasaHo, 4To
ynotpebrneHne aHTMOMOTUKOB B MPSIMOA KOPPENSLMN C ABNIEHNEM COMPOTMBIIEHUSA 6aK-
Tepu K aHTMOMOTUKaM, COBETYETCS OrpaHUYEHHOE U CTPOroe KOHTPONMPOBAHHOE Mpu-
MEHEHVE aHTUMUKPOOHbIX JIEKAPCTB, Kak B BETEPUHAPHOW, TaK U B 'YMaHHOW MeAuLUuHe.

KntoyeBble crosa: XMHOMOH, conpoTusrienve, rupA, XPAP, NMMXP, xHp, MUK
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MOGUCNOSTI PRIMENE FARMAKOLOSKOG STRES TESTA
U FUNKCIONALNOM ISPITIVANJU SRCA KOD PASA’

POSSIBILITIES OF APPLYING PHARMACOLOGICAL STRESS TESTING

IN ASSESSMENT OF HEART FUNCTIONAL CAPACITY IN DOGS

Ljubica Spasojevi¢ Kosi¢, D. R. Trailovié™

Sistolna i dijastolna sréana funkcija, procenjene ehokardiograf-
ski, ne odraZavaju funkcionalni kapacitet pacijenta, niti mogu da ob-
jasne pojavu simptoma pri odredenom stepenu aktivnosti. Procena
funkcionalnog kapaciteta je sastavni deo kardioloskih pregleda u hu-
manoj medicini. Funkcionalno ispitivanje srca moZe da se sprovede
testom opterecenja ili farmakoloski. Dosadas$nja istraZivanja u kardiolo-
giji pasa nisu doprinela klinickoj upotrebi funkcionalnog ispitivanja
srca kod pasa. Farmakoloski stres test je optimalan nacin funkcional-
nog ispitivanja srca kod pasa. Buduc¢i da podraZava efekte umerene
fizicke aktivnosti, dobutamin je predloZen kao lek izbora za izazvivanje
farmakoloskog stres testa. U ovom radu su dati pregledi rezultata
najznacajnijih istraZivanja, kao i nasih istraZivanja primene dobutamin
stres testa (DST) kod pasa, sagledani su nedostaci dosadasnjih is-
traZivanja i ukazano je na buduce pravce istraZivanja DST.

Kljuéne reci: funkcionalno ispitivanje srca, dobutamin stres test, pas

Funkcionalno ispitivanje srca / Functional heart examination

Fundamentalni zahtev za mnoge aktivnosti svakodnevnog Zivota je

sposobnost da se izvede pretezno aerobni rad, rad koji zahteva integrativne aktiv-
nosti srca, pluca i cirkulacije da isporuce kiseonik metabolicki aktivnoj misi¢noj
masi. Kod kardiovaskularnih pacijenata ehokardiografski nalazi u mirovanju, kao
Sto su sistolna i dijastolna dimenzija leve komore, zapravo ne odrazavaju pacijen-
tov funkcionalni status ili simptome koji se pojavljuju kod pacijenta pri odredenom
stepenu aktivnosti. Merenje funkcionalnog kapaciteta predstavlja vredno sred-

*

Rad primljen za Stampu 14. 04. 2010. godine

** Dr sci. med. vet. Ljubica Spasojevi¢ Kosi¢, Departman za veterinarsku medicinu, Poljo-

privredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu; dr sci. med. vet. Dragis$a R. Trailovi¢, redovni
profesor, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu
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stvo za dijagnozu, procenu terapije i prognoze u najrazlicitijim sluajevima. Spe-
cifi¢ni aspekti testiranja, kao Sto su nacin vezbanja i protokol ispitivanja, krajnja
tacka testiranja, analiza respiratornih gasova, su visoko zavisne od populacije
koja se testira i razloga upucivanja pacijenta na procenu funkcionalne sposob-
nosti. Bez obzira na navedene specifi¢nosti i uprkos znatnom napretku u imidzing
dijagnostici, procena funkcionalnog kapaciteta ostaje znacajna procedura kon-
trole odredenih patoloskih stanja kardiovaskularnog sistema u humanoj medicini
(Fleg i sar., 2000).

Kardiolozi u humanoj medicini koriste funkcionalno ispitivanje srca u
dijagnostici ishemije miokarda, oboljenja valvula, kardiomiopatije, koronarne ar-
terijske bolesti (CAD), sréane insuficijencije, periferne arterijske bolesti, pejsmejk-
era, kongenitalnih sréanih oboljenja. Kod ljudi se test opterecenja srca (er-
gometrija) sprovodi kori§¢enjem pokretne trake ili bicikla, ili se izvodi farmako-
loSki, intravenskom infuzijom dobutamina, arbutamina, dipiridamola ili adenozina
(Fleg i sar., 2000; Gulati i sar., 2005; Wackers, 1993; Kim i sar., 2004; Thomas i Mi-
yamoto, 2004; Lavie i sar., 2004).

Farmakoloski stres test / Pharmacological stress test

Farmakolo$ki stres ne moze kompletno da zameni fizicko optereéenje
i treba da se razmatra kao zamena ili drugi izbor za pacijente kod kojih se o¢ekuje
da je fizitko opterecenje neadekvatno, kao $to su to pacijenti sa ortopedskim,
neuroloskim, perifernim vaskularnim i drugim problemima (Wackers, 1993). Drugi
razlog razvoja procedura farmakolo$kog stres testiranja nalazimo u €injenici da je
tokom izvodenja pokreta pacijenta na ergobiciklu ili pokretnoj traci otezana
upotreba i sprovodenje ehokardiografskih pregleda (Freeman i sar., 1984; Man-
nering i sar., 1988; Hoffmann i sar., 1993).

Farmakolo$ki stres test se kod ljudi koristi da identifikuje supklini¢ka
sréana oboljenja kod pacijenata tretiranih doksorubicinom i kod talasemijskih pa-
cijenata, u dijagnostici koronarne arterijske bolesti, zatim da se predvide peri-
operativna deSavanja, kao i deSavanja u postoperativnom oporavku posle vasku-
larne hirurgije. FarmakoloSki stres test je dobar nezavisan indikator prognoze i to-
lerancije vezbe pacijenata sa sréanim oboljenjem (McEntee i sar., 1996).

KoriS¢enje odredenih agenasa za farmakoloski stres test uslovljava
upotrebu odredene imidzing tehnike. Ovo je potpuno razumljivo ako se imaju u
vidu razli¢iti mehanizmi delovanja odredenih lekova koji se koriste za farmako-
loSki stres (Wackers, 1993).

Osobine i dejstvo dobutamina u DST kod pasa /
Characteristics and effect of dobutamine in DST in dogs

Inicijalni korak u razvoju procedure farmakoloskog stres testiranja kod
pasa bilo je determinisanje sréanih performansi kod zdravih pasa tokom infuzije
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dobutamina, pri ¢emu je doza dobutamina postepeno poveéavana (McEntee i
sar., 1996; 1998). Dobutamin je izabran jer je najceSc¢e kori§éeni lek u humanoj
medicini za farmakoloski stres test (Wackers, 1993). Stavige, aplikovan intraven-
skom infuzijom, dobutamin ispoljava svoje dejstvo odmah i moze da se koristi sa
relativnom sigurno$¢u, jer ima kratkotrajan efekat (Jewitt i sar., 1974). Dobutamin
ispoljava visoku inotropnu efikasnost, niske hronotropne i vazopresorne efekte,
kao i niska aritmogena svojstva (Tuttle i Mills, 1975). Terapijska doza dobutamina
za prouzrokovanje pozitivnhog inotropnog efekta krec¢e se od 2,5 do 20 ug/kg/min
(Bonagura i Kirk, 1995; Miller i Tilley, 1995).

Dobutamin je jak 31 adrenergicki agonista sa minimalnim $2 i o adre-
nergic¢kim efektima (Tuttle i Mills,1975; Sonnenblick i sar., 1979). Ispitivanja spro-
vedena na zdravim neanestetisanim psima (Vatner i sar., 1974; Hinds i Haw-
thorne, 1975; Liang i Hood, 1979) pokazala su da dobutamin poveéava minutni
volumen i kontraktilnost miokarda, da ima mali efekat na sréanu frekvenciju i
aortni krvni pritisak, dok se ukupni periferni vaskularni otpor smanjuje. Kada se
izvrSi prethodna preganglijska blokada primenom mekamilamina, i sréana fre-
kvencija i arterijski krvni pritisak se povecavaju pod dejstvom dobutamina, dok se
periferni vaskularni otpor ne menja (Liang i Hood, 1979). Ovi rezultati sugeriSu da
dobutamin kod pasa poseduje znacajno direktno hronotropno i inotropno dej-
stvo, a samo minimalni direktan vaskularni efekat. Medutim, u prisustvu intaktnog
baroreceptornog refleksa, direktni hronotropni efekat dobutamina je ponisten
preko refleksnog usporavanja sr¢ane frekvencije prouzrokovanog poviSenjem
sistolnog volumena i minutnog volumena. Takode, dolazi do pojave refleksne va-
zodilatacije i smanjenja perifernog vaskularnog otpora (Liang i sar., 1981).

Primarno dejstvo dobutamina, koje je iskori§¢eno u dijagnosti¢ke
svrhe, jeste povecéanje sréane frekvencije i sistolnog krvnog pritiska, $to direktno
povecava potrebe miokarda za kiseonikom, sli¢no deSavanjima tokom umerene
fiziCke aktivnosti.

Infuzija dobutamina od 2,5 do 42,5 ug/kg/min, aplikovana postepenim
povecanjem doze svakih 5 minuta za po 5 ug/kg/min, dovodi do dvostrukog po-
vecanja kapaciteta sréane pumpe kod svesnih zdravih pasa (McEntee i sar., 1996;
1998). Snaga minutnog volumena srca, definisana kao proizvod minutnog volu-
mena srca i sistemskog arterijskog pritiska, predstavlja varijablu koja karakteriSe
globalnu sréanu performansu sa aspekta hemodinamike (Tan, 1987). Dostizanje
maksimalne snage minutnog volumena srca (CPOmax) kod pasa pri infuziji dobu-
tamina se javlja pri maksimalnom minutnom volumenu srca (COmax), zbog
izostajanja znacajne promene srednjeg sistemskog arterijskog pritiska. Pri ino-
tropnoj stimulaciji sprovedenom infuzijom dobutaminom, visoke doze dobuta-
mina od 27,5 do 50 ug/kg/min indukuju zna¢ajno povecéanje indeksa snage srca
(CPI, cardiac power index), sr¢anog indeksa (Cl, cardiac index), sistolnog in-
deksa (SI, stroke index), sr¢ane frekvencije, kao i zna¢ajno smanjenje pulmonal-
nog vaskularnog otpora (PVR, pulmonary vascular resistance) i sistemskog vas-
kularnog otpora (SVR, systemic vascular resistance). Sr¢ani indeks (Cl) je pri-
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marno odgovoran za ovakvo povec¢anje u CPl. Poveéanje vrednosti sréanog in-
deksa (CI) se javlja uglavhom zbog povecanja u sistolnom volumenu, dok se ne
dostigne maksimalna vrednost sistolnog volumena (SV max), a zatim je po-
vecanje sréanog indeksa posledica povecanja i sr€ane frekvencije (HR) i sistol-
nog volumena (SV) (McEntee i sar., 1996). Sistolni indeks (Sl) i sréana frekvencija
(HR) doprinose aproksimativno 55% i 45% maksimalnom povecéanju sréanog in-
deksa (Cl) (Mc Entee i sar., 1996). Povecéanije sistolnog indeksa (Sl) je posledica
smanjenja minimalnog indeksa volumena leve komore (VImin). Tokom infuzije
dobutamina, maksimalni indeks volumena leve komore (Vimax) i dijastolni priti-
sak leve komore (LVDP) se ne menjaju. Zbog toga, povecéanije u sistolnim funkci-
jama leve komore tokom infuzije dobutamina kod pasa ne nastaje zbog po-
vecanja punjenja srca (preload) (McEntee i sar., 1998).

Infuzija dobutamina pri postepenom povecanju doze kod zdravih
pasa rase bigl indukuje znacajne promene indeksa sistolne funkcije miokarda kao
§to su maksimalna frekvenca porasta pritiska u komorama (Max dP/dt), koli¢nik
maksimalne frekvencije rasta ventrikularnog pritiska sa razvijenim pritiskom ((max
dP/dt)/DP), ejekciona frakcija (EF), srednja sistolna ejekciona frekvencija (SER),
pre-ejekcioni period (PEP), ejekciono vreme leve komore (LVET), indeks ejek-
cionog vremena leve komore (LVETI), koli¢nik PEP/LVET. Medutim, osetljivost
ovih indeksa da detektuju promene u sréanoj kontraktilnosti je razli¢ita. Najosetlji-
viji indeksi za detekciju povecanja kontraktilnosti miokarda su: max dP/dt, (max
dP/dt)/DP i srednja SER. Najmanje osetljivi indeksi za detekciju povec¢anja kon-
traktilnosti miokarda su EF, PEP i LVET, pri Cemu ovi indeksi znac¢ajno koreliraju sa
drugim indeksima. Najmanju osetljivost u detektovanju povecanja kontraktilnosti
imaju LVETI i PEP/LVET i njihove vrednosti ne pokazuju zna€ajnu korelaciju sa
drugim merenim indeksima. Prednost indeksa ejekcione faze sastoji se u tome da
one mogu da budu merene neinvazivno elektrokardiografijom ili ehokardiografi-
jom (McEntee i sar., 1998). Kori§¢enjem invazivnih tehnika, kao najtacnijih i naj-
sistolne funkcije miokarda tokom infuzije dobutamina kod zdravih svesnih pasa,
koje mogu da posluze kao standard pri buduéem ispitivanju osetljivosti neinva-
zivno merenih indeksa kontraktilnosti miokarda kod svesnih zdravih pasa i kod
pasa obolelih od kardiomiopatije (McEntee i sar., 1998).

Aspekti klinicke primene DST kod pasa /
Aspects of clinical application of DST in dogs

Kod pasa je, kao i kod ljudi, opisano postojanje delimi¢nog prekla-
panja bazalnih vrednosti sréanih performansi izmedu zdravih pasa i pasa sa kar-
diomiopatijom (Calvert, 1992). Sa ove tacke gledista, procena funkcije miokarda
pasa podvrgnutih stres testiranju, a ne u mirovanju, predstavlja mnogo osetljiviju i
specifiCniju dijagnosti¢ku tehniku u ranom otkrivanju supklini¢kih slu¢ajeva kar-
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diomiopatije pasa (McEntee i sar., 1998; 2001). Pokazano je da dobutamin stres
test (DST) kod pasa asimptomati¢nih na dilatacionu kardiomiopatiju predstavlja
osetljiv, neinvazivni dijagnosti¢ki metod u otkrivanju rane disfunkcije miokarda.
Pored opravdanosti kori§¢enja DST u dijagnostiCkom postupku pojedinih, pre
svega supklini¢kih patoloskih stanja, nekoliko dodatnih razloga opravdava izbor
procedure farmakoloSkog stres testiranja kod pasa. U slu¢aju farmakoloskog
stres testiranja puna kooperativnost pacijenta se ne zahteva, moguce je kori§ée-
nje invazivnih kao i neinvazivnih tehnika dijagnosti¢kih pregleda, test je eko-
nomican, i na kraju, maksimalan odgovor moZze lakS8e da se prepozna nego u
slu€aju testa opterecenja (Freeman i sar., 1984; Tan i sar., 1989).

Kod rane disfunkcije leve komore bigla eksperimentalno izazvane
ventrikularnim pejsingom, vrednosti za frakciono skraéenje (FS), PEP, LVET,
PEP/LVET i srednju brzinu skraéenja vlakana leve komore (mVcf) posle infuzije
dobutaminom, znacajno se razlikuju od vrednosti kod klinicki normalnih pasa.
Vrednosti maksimalnih procentualnih promena za LVET i mVcf zbog DST su bile
manje kod pasa sa ranom disfunkcijom leve komore. Ejekciono vreme leve ko-
more se smanjuje u manjem stepenu tokom dobutamin infuzije kod pasa posle
pejsinga, u poredenju sa vrednostima koje su postojale pre pejsinga. Sistolni vre-
menski intervali odrazavaju globalnu sistolnu funkciju leve komore. Ejekciono
vreme leve komore zavisi od kontraktilnosti miokarda, prethodnog optere¢enja
srca (preload), naknadnog optereéenja srca (afterload) i sréane frekvencije. Pro-
mene LVET kao odgovor na infuziju dobutamina kod pasa posle razvoja rane dis-
funkcije leve komore je u vezi sa manjim poveéanjem kontraktilnosti i sréane
frekvencije. Infuzija dobutamina indukuje manje povecanje u mVcfi veée smanje-
nje u PEP/LVET nakon ventrikularnog pejsinga u poredenju sa vrednostima pre
pejsinga. Smanjenje u odnosu (koli¢niku) PEP/LVET primeceno kod pasa sa ra-
nom disfunkcijom leve komore tokom infuzije visokih doza dobutamina daje vred-
nosti koje su sli¢ne onima kod zdravih pasa (McEntee i sar., 2001). Ovaj rezultat je
takode primec¢en kod dobermana sa ranom DCM koji su podvrgnuti slaboj ino-
tropnoj stimulaciji dobutaminom od 5 pug/kg/min (Minors i O’Grady, 1998). Tokom
dobutamin stres ehokardiografije, visoke vrednosti dijametra leve komore na
kraju sistole (LVESD) i sistolnog indeksa stresa zida, a redukovane vrednosti FS i
odnosa brzine ranog i kasnog mitralnog punjenja (E/A) su povezani sa razvojem
okultne DCM (Minors i O’Grady, 1998).

Da bi se prilagodio na pove¢ane metaboliCke zahteve u vezi sa testom
opterecenja, regionalni nutritivni krvotok miokarda mora da se povecéa. Ako kod
pacijenta postoji znaCajna koronarna stenoza, infuzija dobutamina stvara hete-
rogenost krvotoka miokarda. Sa kori§¢enjem dobutamina, heterogenost krvotoka
miokarda je gotovo uvek povezana sa ishemi¢nim abnormalnostima pokreta zida
miokarda (Wackers, 1993). U humanoj medicini se pojava ishemije pri DST regis-
truje na osnovu regionalnih pokreta zida miokarda, kori§¢éenjem ehokardiografije,
pri Gemu je leva komora podeljena na 16 segmenata miokarda prema modelu koji
je predlozilo Americko drustvo ehokardiografije (Lang i sar., 2005). U veterinarskoj
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medicini nisu uspostavljeni ehokardiografski pregledi sa aspekta provere regio-
nalne pokretljivosti segmenata leve komore. Osim toga, koronarna arterijska
bolest kod pasa ne predstavlja dominantno oboljenje, pa registrovanje regionalne
ishemije miokarda moze da bude nesvrsishodno sa aspekta veterinarske kardio-
logije. Medutim, pojedina sr€ana oboljenja (hipertrofi€éna kardiomiopatija, fibroza
miokarda) "opterecuju" srce potencijalnom ishemijom. Metode kori§éene u is-
traZivanjima DST kod Zivotinja odnosile su se na EKG, Dopler-sfigmomanomet-
riju, M-modus, 2D-modus i Dopler-ehokardiografiju, pri ¢emu su ehokardiograf-
ska merenja koriS¢ena za dobijanje parametara koji odreduju sistolnu i dijastolnu
sréanu funkciju. Ehokardiografski pregledi i merenja u DST su teSki za izvodenje
kod pasa zbog nekooperativnosti pacijenata (uznemirenost, dahtanje) sa jedne
strane i karakteristika delovanja dobutamina (tahikardija) i njegovog kratkog tra-
janja efekata sa druge strane. Zbog toga treba razmotriti kori§¢enje drugih dijag-
nosti¢kih metoda, kao $to su elektrokardiografija ili merenje koncentracije sréanih
biomarkera (natrijumureti¢nih peptida A i B, angiotenzina Il), na Sta ukazuju nasa,
kao i istrazivanja drugih autora (McEntee i sar., 2000).

Protokoli u dosada$njim istrazivanjima su dugog trajanja ( od 40 do 80
minuta) da bi se koristili u klinickim uslovima, a jedino istrazivanje DST kod
klinickih sluCajeva koristilo je slabu inotropnu stimulaciju dobutaminom
(5 ng/kg/min). Koris¢enje agresivnijeg protokola sa postepenim povec¢anjem
doze u kra¢im vremenskim intervalima zadovoljava moguc¢nosti kori§¢enja u
klinickim uslovima, povec¢ava znaéajno sréane performanse bez izazivanja ozbilj-
nih nezeljenih efekata. Takode je potrebno razmotriti koriS¢enje drugog leka, uz
dobutamin, u onim slu€ajevima kada psi nemaju adekvatan odgovor povecanja
sréane frekvencije. Pored odabira protokola, posebno je znaajno formulisati
drugacije krajnju tatku protokola. U dosada$njim istrazivanjima DST, krajnja tacka
testa odnosila se na povis$enje frekvencije preko 200/min, pojavu aritmija ili nekon-
trolisanog uzbudenja kod pasa, $to zapravo predstavlja nezeljene efekte DST.

Zarazvoj klini¢kog testa doziranje dobutamina treba da bude takvo da
proizvodi signifikantno povecéanje sréanih performansi bez indukovanja previSe
nezeljenih efekata. Davanje dobutamina postepenim povec¢anjem doze, umesto
pojedinacne visoke doze, redukuje razvoj nezeljenih efekata (McEntee i sar.,
2001). NaSa iskustva sa DST takode govore u prilog ovakvoj tvrdniji.

Opisani su sréani i nesréani nezeljeni efekti kod ljudi u vezi sa visokim
dozama DST (Mertes i sar., 1993). Razvoj sr¢anih aritmija nakon primene dobu-
tamina kod svesnih pasa se javlja u niskom stepenu (Tuttle i Mills, 1975; McEntee i
sar., 1996; McEntee i sar., 2001). Nije ustanovljeno postojanje nezeljenih sréanih
efekata pri ispitivanjima DST kod pasa sa eksperimentalno izazvanom ranom dis-
funkcijom leve komore, ¢ak ni pri visokim dozama dobutamina, dozama znatno
viSim od terapijskih. PoSto su ispitivanja sprovedena na psima rase bigl, sigurnost
DST ne moze da se ekstrapolira na druge rase, koje su predisponirane sréanim
aritmijama, niti na pse sa spontanim javljanjem DCM.
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Najcesce aritmije koje su opisane kod ljudi u vezi sa DST bile su ko-
morni prevremeni kompleksi (VPCs), pretkomorni prevremeni kompleksi (APCs),
neproduzena ventrikularna tahikardija. Pojava ozbiljnih aritmija tokom DST je
retka, pacijenti ih dobro toleriSu i retko zahtevaju tretman (Mertes i sar., 1993; Ka-
tritsis i sar., 2005). Razvoj aritmija objasnjava se stimulacijom 31 adrenergickih re-
ceptora, dobutamin indukovanom redukcijom koncentracije kalijuma plazme,
kao i pojavom ishemije kod nekih pacijenata. Nasa istrazivanja na psima (neob-
javljeni podaci), kao i istrazivanja sprovedena na konjima (Frye i sar., 2003) su po-
kazala smanjenje koncentracije ovog elektrolita u serumu.

Pored aritmija, nezeljeni sréani efekat opisan kod humanih pacijenata
bila je ishemija. Prema na$im istraZivanjima, ishemija miokarda moze da se regis-
truje elektrokardiografski i kod pasa bez oboljenja KV sistema, a moze da se
dovede u vezu sa visokim sréanim frekvencijama razvijenim pri visokim dozama
dobutamina tokom DST (neobjavljeni podaci). Ishemija u vezi sa DST kod ljudi je
prolaznog karaktera. Prekidanje aplikacije DST je najceS¢e sve $to je potrebno za
reSavanje ovakvog problema, dok kod izvesnog broja pacijenata sublingvalna
aplikacija nitroglicerina ili intravenska aplikacija p-blokatora predstavlja tretman
za simptomatsku ishemiju (Mertes i sar., 1993).

Nesrcani nezeljeni efekti kod pasa u vezi sa DST su povracanje, dah-
tanje i kongestija mukoznih membrana. Povracanje se javlja kod pasa pri visokim
dozama dobutamina (32,5; 37,5 i 42,5 ug/kg/min.). Povra¢anje spontano pre-
staje, bez tretmana medikamentima. Nijedan od nezZeljenih efekata ne zahteva
prekidanje funkcionalnog ispitivanja, odnosno zaustavljanje infuzije dobutamina.
Medutim, povra¢anije privremeno ometa odgovor na dobutamin (zbog vagusnog
refleksa) i primorava na produzenje infuzije dobutamina. Dahtanje tokom DST
otezava izvodenje ehokardiografskog pregleda (McEntee i sar., 1996; McEntee i
sar., 2001).
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ENGLISH

POSSIBILITIES OF APPLYING PHARMACOLOGICAL STRESS TESTING IN
ASSESSMENT OF HEART FUNCTIONAL CAPACITY IN DOGS

Ljubica Spasojevi¢ Kosi¢, D. R. Trailovi¢

Systolic and diastolic heart functions, evaluated using echocardiography, do
not reflect the functional capacity of the patient and they cannot explain the occurence of
symptoms during a certain degree of activity. Evaluation of the functional capacity is an in-
tegral part of cardiological examinations in human medicine. Functional examinations of
the heart can be carried out using the body burden test or pharmacologically. Investiga-
tions carried out so far into canine cardiology have not contributed to the clinical implemen-
tation of functional heart examinations in dogs. Pharmacological stress testing is an opti-
mal way to perform a functional heart examination in dogs. Since it reflects the effects of
moderate physical activity, dobutamine has been recommended as the medicine of choice
for provoking a pharmacological stress test. This work presents a review of the results of
the most important investigations, as well as our own investigations, of the application of
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the dobutamine stress test (DST) in dogs, and the problems in investigations so far have
been considered and future directions for DST investigations pointed out.

Key words: functional heart examination, dobutamine stress test, dog

PYCCKUA

BO3MOXHOCTU NPUMEHEHUA ®APMAKOJIOTMYECKOI'O CTPACC TECTA B
OYHKUUNOHATIbBHOM UCTbITAHUM CEPOLA Y COBAK

Jlio6buya Cnacoesuy Kocuy, 1. P. Tpannosuy

CuncTonbHas n gnacTtonbHas cepfedHast PyHKUUS, OLEeHEeHHbIe 9XOKapAmo-
rpacpmyecku, He OTpaXKaroT PYHKLOHANBHYIO MOLHOCTb NauMeHTa, HU MOryT OO bACUHUTD
SIBfIEHWE CMMMTOMOB MpU OnpeAenéHHON cTeneHn akTMBHOCTU. OueHKa yHKLUMOHasb-
HOM MOLLHOCTW COCTaBHasA YacTb KapAWONOrM4eCKNX OCMOTPOB B ryMaHHOW MeauuuHe.
®yHKLUMOHaNbLHOE UCbITaHe cepAaLa MOXHO NMPOBECTU TECTOM Harpy3ku unm papmako-
norv4ecku. beiBLUKEe A0 CUX NOP UCCNEAOBaHUS B KAPAMONOrM cobak He CoAencTBOBaNM
KIMHUYECKOMY ynoTpebneHuto yHKLMOHANBHOro UCMbITaHWs cepaua y cobak. dapmak-
OJ10rMeYCKMIN CTpecc TECT ONTUMAarbHbIV CNOCO6 DYHKLMOHANBHOrO UCMbITaHWSA cepauay
cobak. Tak kak nogpaxxaeT apheKTbl yMEPEHHOW aKTUBHOCTH, 40OYTamMVH NpeasoXKeH B
KayecTBe fekapcTsa Bbibopa AN Bbl3blBaHUSI hapMakoormyeckoro ctpecc tecta. B
3TON paboTe AaHbl OCMOTPbI PE3YbTAaTOB CaMbIX 3HAYUTENbHbBIX UCCEA0BaHUN, CIIOBHO
N HaWWWX nccnepoBaHvin npumeHeHns gobytamuH ctpecc Tecta (ACT) y cobak, 0603peHbl
HepocTaTKy ObIBLUMX A0 CUX MOP WCCReAoBHaui U ykasaHo Ha 6byaylume HanpaBieHus
uccneposanun (ACT).

KntoueBble crnoBa: hyHKLMOHANbHOE UCNbITaHne cepaua, 4obyTaMuH CTpece TecT,
cobaka
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DIPLOMIRANI STUDENTI - DOKTORI VETERINARSKE MEDICINE
— GRADUATE STUDENTS - DOCTORS OF VETERINARY MEDICINE

FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE
U BEOGRADU 2009-2010. GODINE

Duri¢, Miodrag, Jelena

Rodena 19. 01. 1986. u Beogradu
Diplomirala 20. 11. 2009.

Stalno mesto boravka Beograd
Jurija Gagarina 55/8

Vucicevi¢, Zoran, Milo$

Roden 17. 01. 1985. u Beogradu
Diplomirao 20. 11. 2009.

Stalno mesto boravka Beograd
Bulevar oslobodenja 43

Joéié, Zivan, Maja

Rodena 03. 05. 1976. u Beogradu
Diplomirala 24. 12. 2009.

Stalno mesto boravka Umka
Karadordeva 52

Milosevi¢, Dragan, Sandra
Rodena 07. 09. 1985. u Beogradu
Diplomirala 30. 12. 2009.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Nehruova 60/9

Jovanovié¢, Miroslav, Marko
Roden 09. 09. 1981. u Beogradu
Diplomirao 05.03. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Bul. Kralja Aleksandra 250/Ill

Petri¢, Radenko, Viadana
Rodena 14. 10. 1983. u Sapcu

Diplomirala 09. 03. 2010.
Stalno mesto boravka Bogati¢
Macvanska 33

Cairovié, Viéentije, Vladimir

Roden 25. 06. 1981. u Smed. Palanci
Diplomirao 10. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Smed. Palanka
Milana Krsljanina 7

Stanisi¢, Svetolik, Dragan
Roden 14. 02. 1981. u Bijeljini,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 10. 03. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
Mala Obarska

Dimitrijevi¢, Miroslav, Marija
Rodena 13. 05. 1980. u Beogradu
Diplomirala 16. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Cvijiceva 112-120/Ill

DBurié, Branko, lvana

Rodena 07. 09. 1980. u Beogradu
Diplomirala 16. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Bulevar oslobodenja 51

Jovi¢, Milovan, Veroljub
Roden 03. 03. 1980. u Kraljevu
Diplomirao 17. 03. 2010.
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Stalno mesto boravka Cukojevac
Stubal 353

Dragutinovi¢, Dragan, lvana
Rodena 02. 05. 1979. u Beogradu
Diplomirala 22. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Bul. Kralja Aleksandra 290/31

Purié, Veselin, Dusko

Roden 01. 10. 1984. u Gracanici, BiH
Diplomirao 22. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Porjecina
Petrovo

Trajkovi¢, Dusan, Milo$

Roden 30. 12. 1981. u Smederevu
Diplomirao 22. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Cacak
Dragacevska 2/1

Zivanovi¢, Slobodan, Milan
Roden 12. 09. 1980. u Sapcu
Diplomirao 22. 03. 2010.
Stalno mesto boravka Dublje
Vojvode Z. MiSi¢a 26

Jovanovié, Ljubinko, Valentina
Rodena 07. 11. 1967. u Niksi¢u
R. Crna Gora

Diplomirala 23. 03. 2010.

Radovié¢, Nikola, Veljko

Roden 28. 12. 1982. u Beogradu
Diplomirao 23. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Paracin
Nikola Tesla b.b.

Stanisavljevié¢, Milosav, Dalibor
Roden 17. 01. 1982. u Jagodini
Diplomirao 24. 03. 2010.

Stalno mesto boravka selo Grabovica
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Devenica, Biljana, Martina
Rodena 19. 06. 1982. u Banja Luci
R. Srpska, BiH

Diplomirala 24. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Banja Luka
Sime Solaje 5

Medi¢, Dusan, Vanja
Rodena 24. 09. 1980. u Kninu,
R. Hrvatska

Diplomirao 24. 03. 2010.
Stalno mesto boravka Jajinci
Slobodana Jovi¢a 39V

Pesi¢, Vojislav, Danijela
Rodena 19. 01. 1980. u Vranju
Diplomirala 29. 03. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Carice Milice 11/1

Stanojevi¢, Dragan, Dejan
Roden 11. 01. 1984. u Sapcu
Diplomirao 29. 03. 2010.
Stalno mesto boravka Debrc
Suvo Selo b.b.

Ciganovi¢, Pavle, Vladimir

Roden 26. 03. 1980. u Sarajevu, BiH
Diplomirao 08. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Senta

Kej Tisin cvet 8

Dordevi¢, Predrag, Ivana
Rodena 17. 10. 1980. u Jagodini
Diplomirala 08. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Jagodina
Radmila Dordevi¢a 16/12

Zdravkovié, Dobrivoje, SlaviSa
Roden 25. 11. 1984. u Gacku

R. Srpska, BiH

Diplomirao 14. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Mladenovac
Pruzatovacka 44
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Poljak, Bura, Miroslav

Roden 07. 07. 1983. u Zrenjaninu
Diplomirao 15. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Ostojicevo
Marsala Tita 69

Jeli¢, Petar, Dalibor

Roden 15. 07. 1972. u Sisku

R. Hrvatska

Diplomirao 20. 04. 2010.

§talno mesto boravka Kaluderica
Zarka Zrenjanina 4d

Jovié, Milenko, Bojan

Roden 22. 04. 1981. u Bijeljini,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 20. 04. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
Jasenovackih mucenika 21

Mari¢, lvan, Golub

Roden 07. 01. 1967. u Vijencu,
Pijevlja, R. Crna Gora
Diplomirao 20. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Prijepolje
Seljasnica b.b.

Nikoli¢, Zlatko, Zoran

Roden 12. 04. 1969. u Pasjanu,
Gnjilane

Diplomirao 20. 04. 2010.
Stalno mesto boravka Pasjane,
Gnjilane

Dugié, Jovo, Nenad

Roden 19. 11. 1984. u Gradaccu, BiH

Diplomirao 21. 04. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Ace Joksimovica 104

Panti¢, Dragoslav, Milo$

Roden 26. 10. 1982. u Beogradu
Diplomirao 21. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Mladenovac
Seliste 12, Rajkovac

Stojanovi¢, Miroslav, Marko
Roden 19. 07. 1977. u Beogradu
Diplomirao 21. 04. 2010

Stalno mesto boravka Beograd
Vojvode Stepe 249/8

Veljkovié, Jezdimir, Igor
Roden 27. 07. 1977. u Leskovcu
Diplomirao 21. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Leskovac
llije Strele 5/15

Trosi¢, Milenko, Zorka

Rodena 12. 03. 1980. u Beogradu
Diplomirala 22. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Duje i Dragoljuba 9

Krsti¢, Slobodan, Marija
Rodena 26. 05. 1980. u Beogradu
Diplomirala 23. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Batajnica
Ratarska 24

Milanovi¢, Toma, Sanja

Rodena 01. 02. 1984. u Beogradu
Diplomirala 23. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Cingrijina 31

Jovicié, Dragutin, Milan
Roden 20. 06. 1978. u Derventi,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 26. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Prnjavor
Rade VranjeSevi¢ 4

Vlaji¢, Vaso, Goran

Roden 04. 07. 1981. u Banja Luci,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 26. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Banja Luka
Lovéenska 79
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MiloSevi¢, Bogomir, Marina
Rodena 27. 03. 1985. u ZajeCaru
Diplomirala 28. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Zajecar
Pere Radovanovi¢a E4/15

Srdi¢, Branislav, Danko

Roden 16. 11. 1980. u Banja Luci,
R. Srpska, BiH
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Diplomirao 28. 04. 2010.
Stalno mesto boravka Celinac
Petra Duiji¢a Starog bb

Todorovi¢, Dragoslav, Milica
Rodena 31. 12. 1984. u Beogradu
Diplomirala 29. 04. 2010.

Stalno mesto boravka Grabovac
Selo Ljubini¢ 91



UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RUKOPISA

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

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

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

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

OPSTA UPUTSTVA

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

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj prvoj stranici treba napisati sledece:

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

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

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

KRATAK SADRZAJ

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

PISANJE TEKSTA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Knjige i druge monografije:

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

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

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

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

3. Poglavlja u knijizi:

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

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

4. Rad ili abstrakt u Zborniku radova:

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

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

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

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

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