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ORIGINALNI RAD - ORIGINAL PAPER

UDK 578.832.1:639.127.09(497.11)

SEROEPIZOOTIOLOSKA ISPITIVANJA ZIVOTINJA SA
LOKALTETA OBEDSKA BARA NA PRISUSTVO VIRUSA
INFLUENCE PTICA®
SEROEPIZOOTIOLOGICAL INVESTIGATIONS OF ANIMALS
FROM OBEDSKA BARA LOCALITY FOR PRESENCE OF

AVIAN INFLUENZA VIRUS

Bosiljka Duri¢ié, Ana Samokovlija, Zivka Ilié, D. Bacié, Sonja Radojiéié,

Ana Gligi¢™

*

Bolest izazvana influenca virusima poznata je od davnina. U no-
vije vreme, javljale su se pandemije izazvane influenca A-virusima sa vi-
sokom stopom smrtnosti. Sadasnja pandemija avijarne influence po-
javila se u Hongkongu 1992. godine sa serotipom HgNg, a sa HsN{
pocela je 1997. godine u Kini (Hongkong). Globalizaciju ove pan-
demije ucinile su migracione ptice. Pojava bolesti registrovana je i u
nasoj zemlji 2007. godine.

Cilj rada je bio da se ispita prisustvo virusa influence ptica tipa A
kod Zivotinja na lokalitetu Obedska bara, poznatom rezervatu brojnih
ptica u Srbiji, kao i odmoristu ptica koje migriraju iz Evrope u Afriku i obr-
nuto. Reakcijom inhibicije hemaglutinacije (Hl test) ispitivani su uzorci
krvnih seruma raznih Zivotinja (123 uzorka pernate Zivine, 64 seruma
magaraca i 40 seruma konja) na prisustvo antitela za influencu A — pod-
tipovi HsN 1, HsNo, HsN3, H7N4 i H7N». Takode su ispitivani i uzorci se-
ruma eksperimentalnih pilica izloZenih kontaktu sa divljiom prirodom
(sentinel jedinke) na podrucju Obedske bare. Specificna antitela za
podtipove HsN4, HsNo, HsN3, H7N¢ i HzN» utvrdena su kod pilica u se-
lima De¢, Boljevci, Petrovéi¢ i Kupinovo, dok u serumima kokoSaka
poreklom iz Dobanovaca, Jakova, BeCmena i Surcina antitela nisu
nadena. Od 23 uzorka krvnog seruma pataka, specifi¢na antitela su

Rad primljen za Stampu 18. 05. 2010. godine

** Drsci. med. vet. Bosiljka Duric¢i¢, redovni profesor, Ana Samokovlija, dr vet. med., doktorant,

Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Katedra za zarazne bolesti Zivotinja i
bolesti pcela, Srbija; mr sci. med. vet. Zivka lli¢, istraziva¢ saradnik, Naucni institut za vetri-
narstvo Srbije "Beograd", Beograd; dr sci. med. vet. Dragan Baci¢, asistent, dr sci. med. vet.
Sonja Radoji¢i¢, vanredni profesor, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine,
Katedra za zarazne bolesti zivotinja i bolesti pcela, Srbija; dr sci. med Ana Gligi¢, visi naucni
saradnik u penziji, Beograd, Srbija
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utvdena kod 3 uzorka i u 4 od 22 uzorka seruma gusaka. Od 40 ispitiva-
nih uzoraka krvnih seruma konja antitela su ustanovljena u jednom
uzorku, dok je u uzorcima seruma magaraca prisustvo specifi¢nih an-
titela utvrdeno u 17 od 64 ispitivana uzorka. U serumima eksperimental-
nih pili¢a antitela su nadena za podtip virusa influence HsN sa koreak-
cijama sa antigenima podtipova HsN> i H7N 1.

Kljucne reci: Influenca ptica, Obedska bara, HI test

Uvod / Introduction

Influenca je visokokontagiozna, akutna virusna bolest ljudi i veceg
broja vrsta zivotinja. Ekonomske Stete koje prouzrokuje svojom pojavom u zdrav-
stvu i stocarstvu su znatne.

Uzrocnik bolesti je influenca virus tipa A. Istorijski podaci vezani za
ovu bolest ukazuju na to da je influenca poznata od davnina. Prvi opisi bolesti
poti¢u od Hipokrata, iz 412. godine pre nove ere (Acha i Szyfres, 1987). U sred-
njem veku (1500-1800. g.) opisane su brojne epidemije sa visokim letalitetom
(Wright i Webster, 2001). U novije vreme, narocito razvojem brzih saobracajninh
komunikacija medu kontinentima, doSlo je do pojave epidemija influence koje su
poprimale razmere pandemija. Tako je u proSlom veku najpoznatija pandemija
poznata kao ,Spanska groznica“ (1918.) odnela vise od 40 miliona Zivota (Wright i
Webster, 2001). Uzro¢nik je bio virus influence tipa A — H{N;. Zatim se javila pan-
demija 1957. godine (azijski grip), prouzrokovana virusom influence tipa A — H,N,,
a 1968. godine virus A — HsN, (Hongkong), dok je pandemija 1977. godine bila
prouzrokovana virusom influence A — HsN; (Ruski soj) (Alexander i Brown, 2000).

Danas se zna da svi poznati sojevi virusa influence A kod ljudi i Zivoti-
nja pripadaju familiji Orthomyxoviridae i rodu Influenzavirus koji obuhvata viruse
tipa A, Bi C. Prviizolat virusa influence poti¢e od svinja (1930. god.), a prvi humani
influenca virus izolovan je 1933. godine, kasnije nazvan influenca A. Tokom 40-ih i
50-ih godina 20. veka izolovani su sojevi influence tipa B i C. Virus tipa A izaziva in-
fekciju kod ljudi, svinja, konja, foka, domace Zivine i brojnih vrsta divljin ptica.
Klinicka slika kod inficiranih je teSka i Cesto letalna, kako za Coveka tako i za
mnoge zivotinje. Kod nekih vrsta Zivotinja (prezivari, foke i tuljani, psi, kune i dr.) in-
fekcija influenca A virusima obi¢no prolazi inaparanentno, iako je potvrdeno da su
tokom 1979. i 1982. virusi H;N- i H4;Ng izazvali veliki pomor tuljana u jednom zalivu
u SAD (Lang i sar., 1981; Stuart-Harris i sar., 1985). Tip B izaziva blazu infekciju
kod ljudi, dok tip C, pored blage respiratorne infekcije kod ljudi, moze da izazove
infekciju i kod svinja.

Podela virusa influence na tipove izvr§ena je na osnovu razlika u struk-
turi nukleoproteina i strukturnog M-proteina. Tako se genom virusa — segmenti-
rana jednolan¢ana RNK, kod tipova A i B sastoji iz 8 segmenata, za razliku od in-
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fluence tipa C, koji poseduje 7 segmenata. Na osnovu subtipskih specifi¢nih anti-
gena virusa influence — hemaglutinina (H) i neuraminidaze (N), mogu se danas
razlikovati subtipovi sojeva sa 16 razli¢itih hemaglutinina (H4-Hyg) i 9 neuramini-
daza (N4-Ng). Kada se hemaglutinin i neuraminidaza posmatraju sa antigene
strane, kao snazni antigeni podlozni su varijacijama, narocito hemaglutinin. To
ima za posledicu stvaranje novih podtipova virusa influence od kojih neki izazivaju
infekcije razmera epidemija i pandemija. Ove antigenske promene nastaju na viSe
nacina, ¢emu posebno pogoduje segmentirana grada genoma. Zato su moguce
velike unakrsne promene usled razmene segmenata izmedu razlicitih vrsta —
genetski reasortiman ili ,shift“ (Covek, svinja, ptica), ili dolazi do promena manjih
razmera koje se godinama akumuliraju u jednom serotipu pod uticajem spo-
ljaSnjih faktora — ,drift“ (klima, radijacije, hrana, voda i drugo). Ove promene se
retko deSavaju kod virusa influence tipa B i C ali su dosta ¢este kod virusa influ-
ence tipa A (Alexander, 2006; Hay i sar., 2001; Lamb i Krug, 2001; Wright i Web-
ster, 2001).

U epizootiologiji influence danas je poznato da su vodene ptice pri-
rodni rezervoari svih influenci virusa tipa A. Isto tako ptice selice imaju veliki znacaj
u Sirenju pti¢je influence $to se desilo sa subtipom virusa HsNy, koji je iz Kine
prenesen na celu Aziju i u Evropu. Kada je u pitanju zoonozni karakter avijarne in-
fluence sve do 1997. se mislilo da se pticji virusi ne mogu preneti na humanu
populaciju. Te godine visoko patogeni kokosji (ptiji) virus HsN; izazvao je pomor
piliéa na 3 farme (70-100%), a zatim se pojavio kod ljudi sa letalitetom oko 30%
(Claas i sar. 2006; Shortridge i sar., 1998; Yuen i sar., 1998). Molekularnim meto-
dama virusoloSke dijagnostike dokazana je povezanost pti¢je influence HsN4 sa
pojavom oboljenja kod ljudi (Bender i sar., 1999). To je bio prvi opis direktnog
prenosa virusa influence sa ptica na Coveka. Ovaj slucaj je rezultirao time da je na
farmama u okolini Hongkonga ubijeno preko 2 miliona piliéa. Tokom 1999. za-
belezena je i infekcija dece pticjim virusom A-HgN, (Guan i sar, 1999; Peiris i sar.,
1999). Kada su druge vrste ptica u pitanju i prisustvo virusa influence, prvi viru-
lentni soj ptiCjeg virusa HsN; izolovan je iz divljih gusaka 1996. u Kini (Alexander,
2006), a domace patke su imale glavnu ulogu u Sirenju virusa u epidemijama
tokom 2003. i 2004. (De Jong i Hien, 2006; Sims i sar., 2005). Posle toga je za-
beleZzeno desetak epidemija izazvanih virusima influence tipa Hs i H;, koji su
neprestano prisutni u populacijama divljih ptica (Swaine, 2006; Tweed i sar.,
2004). Prva pojava visokopatogenog pticijeg virusa HsN; u Srbiji je registrovana
tokom 2007. kod uginulog labuda u Backom MonoStoru (Petrovi¢, 2007). Iste go-
dine oboljenje je registrovano i u susednoj republici Hrvatskoj, kada je virus HsN;
izolovan iz nekoliko crvenokljunih labudova, divljih pataka i re¢nih galebova
(Savi¢ i sar., 2005), kao i republikama Sloveniji i Bosni i Hercegovini.
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Cilj istrazivanja / Objective of Investigations

Na osnovu poznatih epizootioloSko-epidemioloskih podataka o Si-
renju i prisustvu influenca virusa kod vodenih i migracionih vrsta ptica ukazala se
potreba da se ispita da li su virusi influence ptica tipa A prisutni u populaciji Zivoti-
nja na lokalitetu Obedska bara, poznatom rezervatu brojnih vrsta ptica u Srbiji, Sto
je i bio cilj nasih istrazivanja. S obzirom na to da pomenuti lokalitet predstavlja i
odmoriste vec¢eg broja migracionih ptica koje se iz Evrope sele u toplije krajeve i
Afriku i obrnuto, iz Afrike u Evropu, pretpostavka je da bi virusi influnce ptica tipa A
trebalo da budu prisutni i u populaciji Zivotinja sa ovog podrudja.

Materijal i metode rada / Material and methods

Serumi / Serums: Reakcijom inhibicije hemaglutinacije (HI) ispitivani su
uzorci krvnih seruma razlicitih vrsta Zivotinja sa istraZzivanog podrucéja na prisustvo
specificnih antitela za nekoliko podtipova influence ptica. Ispitivanjima su
obuhvacena 123 uzorka seruma pernate zZivine, 64 uzorka seruma magaraca i 40
seruma konja. Pored krvnih seruma odrasle Zivine, ispitivani su i krvni serumi od
30 ,sentinel” pili¢a koiji su bili postavljeni na lokalitetu Obedska bara i podeljeni u 2
grupe koje su ostavljene na obodu bare u selima Kupinovo i Obrez. Pili¢i su u pri-
rodi bili izloZeni kontaktu sa drugim pticama (divlje ptice) koje su dolazile na hranu
i na taj nacin ostvarivale kontakt sa eksperimentalnim pili¢éima. Od eksperimental-
nih piliéa uzimana je krv 7. i 14. dana od pocetka ogleda radi otkrivanja prisustva
specifi¢nih antitela za virus pti¢je influence tipa A.

Svi uzorci seruma su pre rada inaktivisani na 56°C u trajanju od 30 mi-
nuta. Serumi su zatim razredivani (1:10i 1:20 i viSe) za dalja seroloska ispitivanja i
do rada ¢uvani na -18°C. Kontrolni imuni serumi dobijeni su uz specifi¢ne anti-
gene iz Hrvatske (Veterinarski institut, Zagreb, Dr V. Savi¢) u liofilizovanom stanju
pod slede¢im oznakama: HsN-A/Cygnus olor/Croatia/1/2005 (lot:S-HsN4,12/07);
HsN3; A/mallard/Croatia/1/2005 (lot: s-H;N4-A/chicken/ltaly/1067/1999 (lot: S
H,N1/12/97).

Antigeni / Antigens: Svi koris¢eni antigeni za serolo$ka ispitivanja kao i
kontrolni pozitivni serumi poti¢u iz Centra za peradarstvo Veterinarskog instituta iz
Zagreba, Hrvatska (dr V. Savi¢). Dobijeni su u liofilizovanom stanju pod sledec¢im
oznakama: HsN¢-R5371/Croatia (lot;A-HsN4/05/08); HsNo-A(turkey/Italy/1980:lot:
H5N2/12/07); H5N3-A/mallard /Croatia/1/06 (lot: A-H5N3/05/08); H,N+-A/chicken/
ltaly/1067/1999(lot:A-H;N4/12/06) i H,Ny-A/Av-7152/Croatia/2007 (lot.A H;N,/04/
08).

Kao materijal za rad kori§¢eni su kokosji eritrociti u Alsever rastvoru, a
zatim ispirani 3 puta u fizioloSkom rastvoru (FR) posle ¢ega je pravljena 1% sus-
penzija eritrocita za izvodenje reakcije hemaglutinacije i inhibicije hemaglutinacije
(HA i HI).
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Izvodenje reakcije inhibicije hemaglutinacije (HI) / Haemagglutina-
tion inhibition (HI) reaction test: Pre izvodenja svake reakcije, odredivan je hema-
glutinacioni titar virusa metodom hemaglutinacije u mikrotitracionim plo¢ama uz
pravljenje razblaZenja antigena od 1:4 do 1:2048. Posle odredivanja hemaglutina-
cionog titra virusa, pripremana su radna razredenja virusa sa fizioloSkim rastvo-
rom od 4 hemaglutinacione jedinice (4 HJ) radi izvodenja standardnog testa inhi-
bicije hemaglutinacije. Reakcija je izvodena tako $to je u sva udubljenja mikro-
ploca sipano po 0,025 ml FR. Posle toga je izvodena titracija uzoraka seruma od
po 0,025 ml a zatim je dodato po 0,025 ml antigena sa 4 jedinice hemaglutinina.
MeSavini serum-antigen je posle perioda inkubacije od 30 minuta dodavano po
0,025 ml 1% kokosjih eritrocita, koji su sluzili kao indikator reakcije antigena i an-
titela. Pri svakom izvodenju reakcije radene su kontrole jedinica hemaglutina-
cionog antigena, eritrocita i pozitivnog kontrolnog seruma. Poslednje razblazenje
seruma, koje je inhibiralo 4 jedinice hemaglutinacionog antigena oznaceno je kao
titar antitela seruma, odnosno pozitivni nalaz.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Rezultati izvrSenih seroloskih ispitivanja uzorkovanih krvnih seruma
ptica, magaraca i konja na prisustvo specifiCnih antitela protiv visoko virulentninh
sojeva virusa influence ptica tipa A dobijeni primenom testa inhibicije hemagluti-
nacije (HI) prikazani su u tabelama od 1-4.

Sumarni rezultati ispitivanja prisustva specificnih antitela u uzorcima
krvnog seruma raznih vrsta zivine za 5 subtipova virusa avijarne influence A
sakupljenih na lokalitetu Obedska bara prikazani su u tabeli 1. Antitela za subti-
pove HsNy, HsNo, HsN3, H-N4 i H/N, nadena su kod pili¢a u selima Dec¢, Boljevci,
PetrovCi¢ i Kupinovo, dok u serumima kokosaka iz Dobanovaca, Jakova, Be¢me-
na i Surcina antitela nisu ustanovljena.

Tabela 1. Nalaz antitela kod Zivine na 5 subtipova virusa avijarne influence A /
Table 1. Findings of antibodies to & subtypes of avian influenza type A in fowl

Dobanovei 19 kokosaka | 0/19 019 019 / /
Dobanovci 223)222;1(/ 0/2 0/2 / / /
Jakovo 10 kokosaka / 0/10 0/10 0/10 / /
Be¢men 20 kg%k}(z)f:gka/ 0/20 0/20 / / /
Suréin 15 kokosaka 015 0/15 / / /
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nastavak tabele 1. / cont. Table 1.

Det 10 pataka/ 110 0/10 2/10 / /
Boljevci 9 %‘{;;:: / 1/9 1/9 0/9 / /
Petrovié 11 pataka/ 111 0/11 /11 / /
Kupinovo 1 122%';25/ 0/12 0/12 / 4/12 /
Kupinovo ng(?;?; s/ 1/2 / / / 1/20
Kupinovo 131??‘;?9'5‘:‘/ 113 / / / 213
Ukupro 123 5/123 1/108 2/59 412 3/23

Nalaz specifi¢nih antitela u krvnim serumima konja sa ispitivanog po-
drucja prikazan je u tabeli br. 2. Dobijeni rezultati pokazuju da je pozitivan nalaz
registrovan samo u jednom uzorku i to za serotip HsN4 virusa influence. Nalaz
specificnih antitela u 64 uzorka ispitivanih krvnih seruma magaraca sa lokaliteta
Zasavica, ukazuje na to da je bilo pozitivno 17 seruma i to na serotipove HgNj; i
H,N, virusa avijarne influence.

Tabela 2. Seroloski nalaz specificnih antitela za virus influence A u serumima konja i

magaraca /
Table 2. Table 2. Serological findings of specific antibodies to influenza virus type A in serums of horses
and donkeys
Lokaliteti / Vrsta i broj /
Locality Number and species HsN1 HsN2 H7N2 HsN1 H7N2
) 64 magarca /
Zasavica 64 donkeys 17/64 NT 1/64 3/64
40 konja /
Obedska bara 40 horses 1/40 NT 1/40 1/40

Rezultati seroloskih ispitivanja 30 krvnih seruma sentinel pili¢a za 3 se-
rotipa virusa pti¢je influence prikazani su u tabeli 3.

Virusi influence tipa A izazivaju infekciju kod ljudi, svinja, konja, foka,
domace zivine i brojnih vrsta divljih ptica. Rezervoari virusa influence A u prirodi
su vodene ptice, najceSce patke, obalske ptice i galebovi. Ptice mogu biti infici-
rane sa vecim brojem subtipova virusa A koji u sebi mogu da sadrze razli¢ite kom-
binacije svih 16 hemaglutinina i 9 neuraminidaza. Zbog segmentiranog genoma i
brojnih moguc¢ih kombinacija hemaglutinina i neuraminidaza, kod virusa influen-
ce je najizrazenija antigenska promenljivost, $to za posledicu ima pojavu novih
subtipova, opasnih kako za humanu tako i za animalnu populaciju. Prema pri-
jemcivosti na infekciju sa pti¢jim i virusima influence sisara, svinje i ljudi pokazuju
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podjednaku osetljivost. Takode je poznato da ptic¢ji influenca virus moze da pre-
skoci barijeru vrste i izazove pojavu narocito opasne bolesti sa visokim letalitetom
kod ljudi. Do sada je pojava prelaska barijere vrste avijarnih subtipova virusa influ-
ence imala ograniCenu sposobnost daljeg Sirenja sa Coveka na Coveka.

Tabela 3. Nalaz specifi¢nih antitela u serumima eksperimentalnih (sentinel) pilica /
Table 3. Findings of specific antibodies in serums of experimental (sentinel) chicks

i i ; ; + na 3 antigena /
ﬁ‘;;j;;}t’,o77l'{;";‘” "1 20 | 320 | 720 | 1020 | 3/20 | /20 3/20
Qprez 7 Hs;” / 10 | oro | 310 | 4110 | o0 | 310 010
%1;;;(%01114&;? ' 18 | om8 | 5118 |18/18%| 018 | 2/18 4/18
81?;;2 ]144('1;;” / 10 | 310 | 2110 | 810 | 110 | 1/10 1110

*piliéi su bili sa znacima respiratorne infekcije / *chicks had signs of respiratory infection

Pojava epizootija i epidemija influence A poslednjih godina u svetu
sve je CeSce rezultat direktnog ili indirektnog kontakta prijemcive domace Zivine
sa migracionim pticama. Do sada, su pojave visoko patogene pticje influence bile
prouzrokovane subtipovima Hs i H;, koji su iz niske virulence posle nekoliko
pasaza mutirali u visokopatogeni virus. U humanoj populaciji, od stotine poznatih
sojeva pti¢je influence, pouzdano se zna da infekciju mogu izazvati 4 i to: HsNy;
H,N3; H;N; i HgN, (Mohan i sar., 2008). Prvi slu€ajevi obolevanja ljudi od visoko-
patogene influence ptica HsN4 zabelezeni su u Hongkongu 1997. god., sa letalite-
tom 70-100% (Claas i sar., 2006; Shortridge i sar., 1998). U cilju spre€avanja
Sirenja i iskorenjivanja bolesti tada je ubijeno 1.500.000 piliéa u Hongkongu.
Tokom 1999. god. pticji virus HgN, izolovan je iz materijala obolelih u Hongkongu
(Peiris i sar., 1999), a infekcije ovim subtipom su dokazane i u Italiji, Nemackoj,
Izraelu, Juznoj Africi, Iranu, Koreji, Saudijskoj Arabiji, Pakistanu i Kini (Alexander i
Gough, 1997; Halvorson i sar., 1998). Takode, H;N- pticji virus, izolovan je kod
obolele osobe u Engleskoj (Kurtz i sar., 1996).

Nalaz specifi¢nih antitela za virus pti¢je influence subtip Hs i H; u seru-
mima domace zivine sa podrucja Obedska bara (tabela 1 i tabela 3) jasno ukazuje
na potencijalnu opasnost da se i na ovom lokalitetu, kao i na drugim mestima u
svetu, gde Zivi na hiljade ptica i gde se odmaraju brojna migraciona jata, bez
ucesSc¢a Coveka, mogu javiti novi opasni suptipovi virusa influence A.

Rezultati ispitivanja dobijeni kod eksperimentalno praéenih pilica
(sentinel grupa) pokazivali su jasno uocljivu korelaciju izmedu pozitivnih nalaza
antitela u zavisnosti od vremena ekspozicije i moguceg kontakta pili¢a sa divljim
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pticama. Tako su 7. dana ogleda u grupi od 20 pili¢a iz sela Kupinovo ustanovljena
antitela za HsN, virus kod 3 uzorka (15%), a za H,N; u 50% uzoraka seruma. Kod
10 pili¢a iz sela Obrez, antitela za HsN; nisu nadena, dok je za H,N; taj procenat
bio 40% (tabela 3). Posle 14. dana, u Kupinovu taj procenat je za HgN, iznosio 50,
a za H,N4 100%. U Obrezu, 30% pilica imalo je antitela za HsN; i 80% pilica za
H,N, (tabele 3 i 4). Eksperimentalni pili¢i su 14. dana pokazivali znake respira-
torne infekcije.

Tabela 4. Rezultati ispitivanja imunolo$kog odgovora kod sentinel pili¢a /
Table 4. Results of investigations of immunological response in sentinel chicks

HsN4 | HZzN4
7 dan / 7 days
Kupinovo 15% 50%
Obrez 0 40%
14 dan / 14 days
Kupinovo 50% 100%
Obrez 30% 80%

Seroloski rezultati kod magaraca sa lokaliteta u Zasavici, koji su godi-
nama izlozeni kontaktima sa divljim pticama, pokazali su da 26,5% zivotinja pose-
duje antitela za HsN; virusni antigen, dok 4,7% magaraca poseduje istovremeno
antitela i za HsN; i H;N, subtipove pti¢je influence (tabela 2). Taj procenat kod
konja iznosi 2,5%, kako za influencu HsN, tako i za H;N, (tabela 2).

Zakljucak / Conclusion

Dobijeni rezultati ukazuju na to da su podtipovi Hg i H; pti¢jeg virusa
influence A prisutni na podrucju Obedske bare. Sve ovo ukazuje na potrebu daljih
istraZivanja vezanih za otkrivanje prisustva virusa influence ptica tipa A kod Zivoti-
nja i ljudi na istrazivanom lokalitetu. Prioritet predstavlja dalje istraZivanje na izola-
ciji virusa, kao i ispitivanje uzoraka seruma zivine, divljih ptica i drugih vrsta pri-
jemcivih Zivotinja na prisustvo specificnih antitela za druge podtipove influenca vi-
rusa.
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ENGLISH

SEROEPIZOOTIOLOGICAL INVESTIGATIONS OF ANIMALS FROM OBEDSKA BARA
LOCALITY FOR PRESENCE OF AVIAN INFLUENZA VIRUS

Bosiljka Duri¢i¢, Ana Samokovlija, Zivka llié, D. Bacié, Sonja Radoji¢i¢, Ana Gligi¢

The disease caused by Influenza viruses has been well known for a very long
time. In the recent period there has been noted an occurrence of pandemics caused by In-
fluenza viruses type A with a high rate of mortality. The ongoing pandemic caused by avian
influenza virus serotype H,N, began in Hong Kong in 1992, and another pandemic caused
by serotype H;N, began in China (Hong Kong) in 1999. The world wide spreading of these
viruses occurred due to migratory birds. Avian influenza was confirmed in Serbia in 2007.

The goal of this study was to examine whether the avian influenza viruses type
A circulate in the region of the Obedska bara marsh, which is a famous resort for many
birds in Serbia, as well as many birds migrating from Europe to Africa and vice versa. The
samples of blood sera of many animal species (123 samples from fowl, 64 samples from
donkeys, 40 samples from horses) were tested by serologic reaction of inhibition of haem-
maglutination (IHA) for the presence of antibodies to influenza A subtypes H5N1, H;N,,
H:N;, H,N, and H,N,. Also, the samples of blood sera of experimental chicken exposed to
wild life in Obedska bara (sentinel species) were tested. Antibodies to subtypes H,N,, H,N.,
H:N;, H,N, and H,N, were found in chicken from Dec, Boljevci, Petrovcic and Kupinovo vil-
lages but no antibodies were found in blood sera from hams from Dobanovci, Jakovo,
Becmen and Surcin villages. From 23 samples from ducks antibodies were detected in 3
samples, and from 22 geese blood sera antibodies were found in 4 samples. From a total of
40 horse blood sera tested one was tested positive, and from 64 donkey sera 17 were posi-
tive for the presence of antibodies for avian influenza type A. In blood sera of experimental
chicken antibodies were found by subtype H;N; with corrections with H,N, and H,N .

Key words: Avian influenza, Obedska bara marsh, IHA
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PYCCKUA

CEPOJMN300TOJNIOMMYECKUE UCTILITAHUA XXUBOTHBLIX C MECTA OBE[JICKA
BAPA HA NMPUCYTCTBUE BUPYCA NH®JTIIO3HLIbI NTUL

Bocunbka [pxypuuny, AHHa CamokoBnus, XKuska Unwuy, [l. bauuy,
CoHsa Pagonuny, AHHa Fnuruy

BonesHb BbI3BaHa MHMMO3HLA BMpyCcamMy U3BECTHA C ApeBHOCTU. B 6onee
HOBOE BpeMs, SIBMAIOTCA NaHAEMUW, Bbi3BaHHblE MH(MIO3HLA A BMpycamMu C BbICOKOM
CTaBKOM CMEpPTHOCTU. TenepewHas naHaemMmsa NTudbein NHNosHUbl nossunack B oH-
KoHre 1992 roga ¢ cepoTtunom HgNg, a ¢ HsN¢y Hauana 1997 roga B Kutae ([oHkor). ['no-
6annsayuio 3ToM NaHAeMuMn caenann MUrpaumoHHble NTulbl. SBneHne 6onesHn peruc-
TPMPOBaHO U1 B Hawen cTpaHe 2007 roga.

Llenb pa6oTbl 661112 NcnbiTaTb NPUCYTCTBUE BUPYCa MHAMHO3HLbBI NTUL TUMa
A y X1BOTHbIX Ha mecTe Obeacka 6apa, N3BECTHOM pe3epBaTte YncneHHbIx ntuy B Cep-
6un, CNOBHO M MeCTy oTApbIxa NTul, murpupyowme ns Esponbl B AdpuKy n Hao6opoT.
Peakunen TopmoxxeHns remarrntotuHauymm (I'T TecT) ncnbiTbiBaHbl 06pa3ynKn KPOBSIHbIX
CepymMOB pasHbIX XUBOTHbIX (123 obpasuyvka nepHaTbiX JomallHuMX nTud, 64 cepyma
ocnos 1 40 cepyMOB Jiollafen) Ha NPUCYTCTBME aHTUTEN AN UHGIHO3HLbBI A-NoATUMNbI
HsN+, HsNo, HsN3, H7N1 v HzN». Takxe ncnbiTbiBaHbl 1 06pas3ymky cepyme aKCnepumer-
TanbHbl UbINAST, NOABEPryThIX KOHTAKTY C AVKOW NPUPOAOW (CEHTUHEN OTAENbHbIE XK-
BOTHbIE) Ha NoABeAOMCTBEHHOM obnacTtu Obpeackon 6apbl. Cneunduryeckne aHTuTeNa
ansa nogtunos HsNy, HsNo, HsN3, H7zN1 v H7N»> yTBepxXaeHbl y UbinnaT B AepeBHAX [ey,
Bonesupl, MNMeTpoBuny 1 KynnHoBo, Noka B cepymax Kyp npoucxoxxaeHnem ns [JobaHo-
Baua, fkosa, beumeHna n CypynHa aHTUTEna He HangeHol. V3 23 obpasynka KpoBAHOro
cepyma yToK, crneuuduyeckme aHTuTena yTBepXAeHbl y 3 obpasynka u B 4 u3 22
obpaszuuka cepyma rycen. M3 40 ucnbITbiBaHHbIX 06Pa34MKOB KPOBSHbIX CEPYMOB JloLa-
eV aHTuUTena ycTaHOBIeHbl B O4HOM 06pasyuke, noka B obpasdvkax cepyma OCToB
NPUCYTCTBME CNeumnUYECKnX aHTUTeN yTeepXXaeHo B 17 1 64 ncnbTbiBaHHbIX 06pa3yn-
ka. B cepymax akcrnepvMeHTanbHbIX LUpINAAT aHTUTeNna HangeHbl Ana nogruna supyca
nHpNo3HUbl HsN4 ¢ Koppekuuamm ¢ aHtureHamm noatTunos HsNo 1 H7N.

KntoyeBble cnosa: nHdnoaHua ntuy, Obeacka 6apa, I'T Tect
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ISPITIVANJE RASPROSTRANJENOSTI INFEKCIJE
UZROKOVANE VIRUSOM GOVEDE DIJAREJE (BVDV)

I BORDERSKE BOLESTI (BDV) KOD OVACA U
JUGOZAPADNOJ SRBIJT*

INVESTIGATION OF BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) AND
BORDER DISEASE VIRUS (BDV) INFECTIONS OF SHEEP IN

SOUTHWESTERN SERBIA
V. Kuréubié, T. Petrovié, R. Dokovi¢, Z. Ili¢**

Kvni serumi poreklom od ovaca razli¢itih starosnih kategorija i
razli¢itog nacina drZanja testirani su seroloski (virus neutralizacionim
testom — VNT) na infekciju virusom govede dijareje (BVDV) i virusom
borderske bolesti ovaca (BDV). Ispitivanje ovaca, kao dokazanog rez-
ervoara navedenih virusa, imalo je za cilj da objasni mogucnost pre-
nosa istih u zapate goveda i obratno. Za oglednu grupu A odabrano je
5 mini-farmi koje sacinjavaju iskljucivo ovce, koje nisu u kohabitaciji sa
govedima, ni u objektima niti na ispasi. Oglednu grupu B je saCinjavalo
5 mini-farmi ovaca, Ciji vlasnici odgajaju i goveda. Sa svih 10 odabranih
mini-farmi uzeto je po 10 uzoraka krvi (5 od mladih kategorija, uzrasta
do 12 meseci i 5 od starijih ovaca). Metodom VNT niti kod jednog od
ukupno 100 ispitivanih uzoraka krvnih seruma ovaca nisu nadena spe-
cifi¢na antitela protiv BVDV na oba genotipa BVDV (BVDV-1 i BVDV-2).
Specifi¢na antitela protiv BDV na Moredun soj virusa BDV takode nisu
utvrdena niti u jednom od ispitivanih 100 uzoraka seruma ovaca.

Kljucne recéi: BVDV, BDV, seroprevalenca, ovce

Uvod / Introduction

Rod Pestivirus dugo su sacinjavale tri vrste: Bovine viral diarrhoea vi-

rus (BVDV), Border disease virus (BDV) i Classical swine fever virus (CSFV)

*

Rad primljen za Stampu 09. 09. 2010. godine

** Dr sci. vet. med. Vladimir Kuréubi¢, docent, Univerzitet u Kragujevcu, Agronomski fakultet,

Cacak, Srbija; dr sci. vet. med. Tamas Petrovi¢, nau¢ni savetnik, Naucni institut za veterinar-
stvo ,Novi Sad“, Novi Sad; dr. sci. vet. med. Radojica Dokovi¢, vanredni profesor, Univerzitet
u Kragujevcu, Agronomski fakultet, Cacak, Srbija; dr sci. Zoran lli¢, vanredni profesor,
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(Wengler i sar., 1995). Nomenklatura vrsta je zavisila, pre svega, od vrste do-
macina kod kojeg su spomenuti virusi prvi put utvrdeni i izolovani (Giangaspero i
Harasawa, 1999). Mayers i Theil (1996) smatraju da je tadasnja taksonomija, koja
klasifikuje pestiviruse u odnosu na domacina ili oboljenje, neadekvatna, narocito
zbog Cestih unakrsnih infekcija izmedu razliCitih vrsta zivotinja. Ova podela se po-
kazala neodrzivom, pre svega, zato $to pestivirusi, a naro¢ito BVDV, nisu spe-
cificni u odnosu na vrstu domacina i ne mogu se razlikovati u odnosu na
,klasi¢ne” klinicke znake. Antigenska diferencijacija pestivirusa je izuzetno kom-
plikovana jer su sojevi i antigenski unakrsno reaktivni, ali i razli¢iti. PogreSna dijag-
nostika moze uzrokovati teSke posledice. Kao primer toga, prisustvo BDV u popu-
laciji svinja u slu¢aju pogresne dijagnoze, moze dovesti do nepotrebnog unista-
vanja velikog broja svinja (Vil¢ek i Belak, 1996). Takode, virusi genotipova BVDV-1
i BVDV-2 mogu se naci osim kod goveda i kod ovaca i svinja (Becher i sar., 1999);
BDV se mozZe naci kod svinja kao i kod ovaca (Vil¢ek i Belak, 1996), dok se CSFV
pretezno javlja u infekciji svinja, a eksperimentalno je dokazan kod goveda (Loan i
Storm, 1968) i koza (Shimizu i Kumagai, 1989). Prirodna infekcija kod drugih
vrsta, osim kod domacih i divljih svinja, do sada nije utvrdena (Hurtado i sar.,
2003). Istorijski gledno, svi izolati pestivirusa iz ovaca i koza do sada su automat-
ski klasifikovani kao BDV (Mishra i sar., 2009). Prekretnicu u ovakvoj, klasi¢noj kla-
sifikaciji pestivirusa, doneo je razvoj epizootiologije i molekularnih metoda dijag-
nostike. Na osnovu ovih metoda, utvrdeno je da genetski diverzitet virusnih izolata
predstavlja mnogo bolji i sigurniji osnov za klasifikaciju pestivirusa od klasifikacije
u odnosu na vrstu zivotinja iz koje su izolovani (Vilcek i sar., 1999; VilCek i Nettle-
ton, 2006; Giangaspero i Harasawa, 2007). Tako su trenutno, pored klasi¢nih vrsta
CSFV, BVDV i BDV (koji su podeljeni u veéi broj novih genotipova i podtipova),
utvrdene i nove vrste, kao Sto su Giraffe pestivirus, Pronghorn (antilope) pes-
tivirus, HoBi soj (izolovan iz kultura ¢elija) i sl., koji ¢ekaju svoju potvrdu kao
zasebnih rodova i sojeva pestivirusa (Vilcek i Nettleton, 2006; Passler i Walz,
2009).

Unakrsne infekcije pestivirusima izmedu goveda i ovaca veoma su
Ceste (Nettleton i Entrican, 1995; Baker, 1987; Hagan i Bruner, 1981). Izazivaci
borderske bolesti malih prezivara mogu biti i BDV i BVDV (Becher i sar., 1995). Do-
kazana je transmisija navedenih virusa izmedu malih preZivara i goveda, u oba
pravca (Carlsson, 1991; Loken i sar., 1991; Carlsson i Belak, 1994; Paton i sar.,
1995). Dokazano je i eksperimentalno da dovode do unakrsne infekcije izmedu
goveda i ovaca, pri ¢emu takva infekcija verovatno nastaje i u prirodnim uslovima
(Baker, 1987). Acland i sar. (1972) su vestacki inficirali 10 ovaca gravidnih od 52
do 56 dana infektivnim materijalom (mozak, kiémena mozdina i slezina) poreklom
od jagnjadi sa znacima borderske bolesti. Nakon abortusa i radanja obolelih jag-
njadi, autori su u krvnim serumima inficiranih ovaca registrovali antitela protiv
BVDV. Nakon aplikacije istog infektivnog materijala jagnjadima starim 4 meseca,
koja nisu imala utvrdena antitela protiv BVDV, ustanovljen je razvoj tih antitela 28
dana kasnije. Barlow i sar. (1980) su eksperimentalno inficirali 10 ovaca (54. dana
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graviditeta) NADL sojem BVDV. Jedna ovca je ojagnjila avitalno i dlakavo jagnje sa
generalizovanom hipomijelinogenezom, karakteristicnom za bordersku bolest. Tri
su ojagnjile jagnjad sa intrakranijalnim malformacijama, kod kojih se mijelinizacija
odvijala normalno, jedna ovca je abortirala, a samo jedna je ojagnjila normalno
jagnje. Barlow i sar. (1980) smatraju da ovi nalazi ukazuju na veliku sli¢nost
izmedu virusa BVD i BDV i oboljenja, kao i na varijabilnost unakrsnog imuniteta
izmedu sojeva virusa. Oboljenja kod goveda izazvana Sirenjem virusa sa ovaca su
eksperimentalno dokazana. Gibbons i sar. (1974) su deset steonih junica (50. i 51.
dana graviditeta) vestacki inficirali intramuskularno inokulacijom emulzije tkiva
poreklom od jagnjadi inficiranih BDV. Kod Sest junica je utvrden pobacaj izmedu
117. i 264. dana graviditeta, kod tri junice su ustanovljeni znaci uginuéa fetusa
izmedu 117. i 176. dana graviditeta, dok je samo jedna junica na vreme otelila
zdravo tele. Svi pobaceni fetusi su pokazivali zaostajanje u rastu, a kod tri je
primecéena velika bileteralna simetrina Supljina u velikom mozgu. Sve krave su
bile seropozitivne na prisustvo antitela protiv BVDV. Ovaj preliminarni rad ukazuje
na to da je, eksperimentalno, BDV visokopatogen za fetuse goveda, tako da po-
tencijalno moze biti ozbiljan uzrok reproduktivnih poremecaja kod goveda.

Sluc¢aj transmisije BDV sa ovaca na goveda je dokazan i u studiji
Krametter-Froetscher i sar. (2008), pojavom serokonverzije kod teladiizmedu 28. i
51. dana nakon bliskog kontakta sa klini¢ki zdravim ovcama perzistentno inficira-
nim BDV-3 u terenskim uslovima, kao i u Engleskoj i Velsu, gde je metodom RT-
PCR utvrdeno je da su tri govecleta inficirana BDV (Cranwell i sar., 2007).

Koze, takode, imaju ulogu u epizootiologiji BDV i BVDV. Depner i sar.
(1990) su ispitujuci ulogu koza u epizootiologiji BVDV infekcije inficirali osam
grupa od 25 koza intranazalno ili supkutano, seroloski negativnih na BVDV, sa dva
razli¢ita BVDV izolata u razli¢itim stadijumima graviditeta. Sve majke su bile sero-
pozitivne na prisustvo antitela protiv BVDV tri nedelje nakon infekcije. Antitela su
otkrivena i kod 14 jaradi, rodenih u o¢ekivanom terminu, poreklom od majki infici-
ranih posle 64. dana graviditeta. Iz 7 pobacenih fetusa, ¢ije su majke bile inficirane
izmedu 50. i 90. dana graviditeta, BVDV je reizolovan iz razli€itih organa. Pri tome,
virus nije bio izolovan ni iz jednog vitalnog jareta. Kod svih 18 koza inficiranih u
prvih 78 dana graviditeta, procent abortusa i uginuca fetusa je iznosio 100%. Dep-
ner i sar. (1990) na osnovu ovih rezultata smatraju da infekcija gravidne seronega-
tivne koze retko rezultira radanjem perzistentno inficirane (Pl) jedinke, pa te zivoti-
nje verovatno nisu odgovorne za Sirenje BVDV u stadima koza. Broaddus i sar.
(2007) su deset seronegativnih odraslih koza izloZili kontaktu sa Cetiri Pl junice.
Kod oglednih koza nisu primeceni kliniCki znaci oboljenja, ali je utvrdeno da su
sve koze seropozitivhe 42 dana nakon kontakta sa Pl junicama. Zaklju€ak je da su
koze prijemcive za infekciju virusom BVD, kada se drze zajedno sa Pl govedima.

Utvrdene vrednosti prevalence pestivirusa kod malih prezivara znatno
variraju Sirom sveta (5-50%) (Nettleton i sar., 1998; Krametter-Frotscher i sar.,
2007; Schleiner i sar., 2006; Tegtmeier i sar., 2000). Pri tome, pored nalaza antitela
protiv BDV, Cesto je utvrdivana veca prevalenca protiv BVDV-1, kao i meSane infek-

321



Vet. glasnik 64 (5-6) 319 - 337 (2010) V. Kuréubic¢ i sar.: Ispitivanje rasprostranjenosti
infekcije uzrokovane virusom govede dijareje (BVDV) i borderske bolesti (BDV) kod ...

cije BDV i BVDV-1 ili BVDV-2 (Graham i sar., 2001; Schleiner i sar., 2006; Krametter-
Frotscher i sar., 2007; Mishra i sar., 2009). Prevalenca je u velikoj meri zavisila od
broja i gustine populacije ovaca u pojedinim drzavama, kao i od nacina uzgoja,
prisustva pastirskog nacina odgoja, zajedni¢kog napasanja sa govedima i sl.
Naime, s obzirom na vecu prevalencu Pl goveda u poredenju sa ovcama, Carllson
(1991) smatra da je Cesto izbijanje borderske bolesti kod ovaca izazvano pre-
no$enjem virusa sa goveda na ovce. Tako je St. George (1971) tokom ispitivanja
34 stada ovaca na farmama na kojima goveda nisu bila seropozitivna, ustanovio
da su samo 2 stada (6%) bila pozitivna, dok je na farmama gde su i goveda bila se-
roloski pozitivna, ustanovio da je 36 (13%) bilo seropozitivno od 245 ispitanih
stada. Veliki broj autora je potvrdio svojim istrazivanjima pozitivnhu korelaciju iz-
medu nalaza i vec¢e prevalence infekcije pestivirusima kod ovaca i njihovog zajed-
ni¢kog drzanja ili kontakta sa govedima (O’Neill i sar., 2004; Krametter-Frotscher i
sar., 2007; Mishra i sar., 2009). Ovu pozitivhu korelaciju do sada nisu potvrdila
jedino istrazivanja Grahama i sar. (2001).

U Srbiji su podaci u vezi sa prisustvom infekcija pestivirusima u sta-
dima ovaca veoma ograniceni i moze se slobodno rec¢i da je stanje veéim delom
nepoznato. Krnjaji¢ (1994) je testirao uzorke krvnih seruma ovaca sa reproduktiv-
nim poremecajima (jalovost i abortusi) na prisustvo specifi¢nih antitela protiv
BVDV. Ukupno su ispitana 73 uzorka krvnih seruma ovaca, metodom virus neu-
tralizacije, uz upotrebu dva soja virusa: NADL i C24V (Oregon). Ispitivane ovce su
poreklom sa individualnog sektora na Tari i ov€arskih farmi u Kavadarcima i Tito-
vom Velesu, u Makedoniji. Kod 51, odnosno 49 uzoraka krvnih seruma ovaca nije
ustanovljeno prisustvo virus neutralizujuéih antitela. Prisustvo virus neutralizu-
jucih antitela protiv NADL soja BVDV je ustanovljeno u titru 1:2 kod 7 uzoraka, 1:4
kod 8 i 1:8 kod 7 ispitivanih seruma. Antitela protiv C24V soja BVDV su us-
tanovljena u titru 1:2 kod 5, 1:4 kod 7 i 1:8 kod 12 ispitivanih seruma. Na osnovu
dobijenih rezultata, Krnjaji¢ (1994) smatra da su ovce bile u kontaktu sa pestiviru-
sima, ali s obzirom na niske vrednosti titra antitela, pestivirusi nisu uzrok repro-
duktivnih problema ispitivanih Zivotinja. Pored ovog, postoje i neka neobjavljena
istraZivanja sprovedena kod ovaca na podrucju Vojvodine tokom 2003. i 2004. go-
dine, u kojima nije utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela protiv BVD virusa ni u
jednom od 200 ispitanih uzoraka krvnih seruma ovaca (Tama$ Petrovi¢, perso-
nalna komunikacija).

S obzirom na veliku zdravstveno-ekonomsku Stetu koju infekcije pes-
tivirusima nanose uzgoju prezivara i ov€arstvu, u smislu poremecaja reproduk-
cije, pobacaja, malog broja jagnjadi po stadu, koja su Cesto i avitalna, kao i usled
veoma malog broja podataka koji postoje vezano za rasprostranjenost infekcija
pestivirusima kod ovaca u Srbiji, kao cilj nasih istraZivanja postavili smo utvrdi-
vanje prisustva specifi¢nih antitela protiv pestivirusa u stadima ovaca u jugoza-
padnoj Srbiji. Istovremeno, u cilju biosigurnosti zapata goveda i spreavanja
Sirenja infekcije razmatrali smo potencijalne akutne (sveze) infekcije kod mladih
kategorija ovaca ili ve¢ proSle ranije infekcije pestivirusima kod starijih ovaca, kao i
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moguce veze pomenute infekcije sa prisustvom goveda na gazdininstvima gde se
odgajaju ovce.

Materijal i metode rada / Material and methods

U toku nasih ispitivanja seroloSkog statusa (prisustvo specifi¢nih an-
titela protiv virusa BVDV-1, BVDV-2 i BDV) kao materijal za rad koristili smo
ogledne ovce poreklom sa 10 mini-farmi, lociranih na teritoriji opstine Cacak u
krugu od 40 km, podeljenih u dve ogledne grupe (A i B):

Ogledna grupa A: 5 mini-farmi koje sacinjavaju isklju€ivo ovce, koje
nisu u kohabitaciji sa govedima, ni u objektima, niti na ispasi.

Ogledna grupa B: 5 mini-farmi ovaca, ¢iji vlasnici odgajaju i goveda,
ali u odvojenim objektima, u sklopu istog ekonomskog dvorista.

Sa farmi iz obe ogledne grupe (A i B) uzorkovana je krv od 10 ovaca
po farmi (5 mladih i 5 starijih — odraslih grla). Ovce su bile razli¢itih rasa (bergamo,
virtemberg, sjenicka i njihovi melezi). Maksimalni kapacitet odabranih oglednih
farmi je 100 ovaca. Uzrast i drugi podaci o ispitivanim ovcama su prikazani u tabe-
lama 1 i 2. Anamnesti¢ki podaci o zdravstvenom stanju oglednih grla (iz obe
ogledne grupe) nisu ukazivali na klinicki manifestnu govedu virusnu dijareju
(BVD) ili bordersku bolest ovaca.

Uzorkovanje materijala

Uzorci krvi su od svih ispitivanih ovaca (n = 100, grupe Ai B - 10 mini-
farmi) uzeti sterilno, punkcijom v. jugularis, uz pomoé vacutainera (TERUMO® Ve-
noject). Nakon spontane koagulacije na sobnoj temperaturi, dobijeni krvni serumi
su odliveni, centrifugovani na 3.000 o/m i ponovo odlivani u sterilne epruvete,
obeleZene prema protokolu rada, a zatim ¢uvani na temperaturi od - 20°C do ispi-
tivanja.

Metode ispitivanja

Virus neutralizacioni test (VNT) je izvoden po standardnoj proceduri
opisanoj u "Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals" Office
International Des Epizooties (2008), u mikrotitar ploéama sa 96 bazenci¢a sa rav-
nim dnom, uz kori§¢enje manjih modifikacija. Za izvodenje testa su kori§¢eni:
Moredun soj BDV, NADL soj BVDV-1 i soj 125 BVDV-2 virusa i kultura ¢elija MDBK.
Pre izvodenja VN testa, uzorci krvnih seruma su inaktivisani na temperaturi od
56°C u periodu od 30 minuta, a zatim su titrirani u dvostrukim razredenjima
pocevsi od 1:2 do 1:256. Za razredenja seruma koriS¢ena je podloga za rast kul-
tura ¢elija (Eagle MEM). Svaki serum je titriran i u dva primerka postavljen sa sva-
kim od prethodno navedenih sojeva virusa. U svako razredenje ispitivanih seruma
u jednakoj koli¢ini (50 ul) dodavano je 100-300 TCID/50 ispitivanih virusa. Svaka
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mikrotitar plo¢a imala je postavljene, u po 4 bazena, pozitivne i negativne kontrole
(virus i Celije i same celije) i kontrolu pozitivnog seruma (pozitivan serum, virus i
¢elije). Mesavine seruma sa virusom inkubirane su 1 sat na 37°C, a zatim su u
svaki bazenci¢ na mikrotitar plo¢i dodavane MDBK celije u suspenziji od
300.000/1ml i u koli¢ini od 100 ul. Nakon toga, mikrotitar ploce su inkubirane 4
dana na 37°C. Kao titar VN antitela uzimana je reciprocna vrednost krajnjeg
razredenja ispitivanog seruma koje je potpuno neutralisalo aktivhost BVD virusa
na kulturi ¢elija.

Rezultati / Results

Rezultati ispitivanja su prikazani tabelarno (tabela 1 i tabela 2). 1z
iznetih rezultata se moze videti da ni u jednom od 100 ispitanih uzoraka krvnih se-
ruma ovaca iz 10 stada nije utvrdeno prisustvo specifi¢nih virus neutralizacionih
antitela protiv Moredun soja BDV, kao ni za NADL soj BVDV-1, ni za soj 125 BVDV-
2. Dobijeni titar antitela je u svim uzorcima ispitanih krvnih seruma ovaca bio ispod
merljive vrednosti (titar: <2) za VNT.

Diskusija / Discussion

Seroloskim ispitivanjima metodom virus neutralizacionog testa (VNT),
utvrdeno je da je svih 100 ispitivanih uzoraka krvnih seruma ovaca negativno na
prisustvo specifi¢nih antitela protiv referentnih virusa oba genotipa BVDV (BVDV-1
i BVDV-2), kao i na prisustvo specifi¢nih antitela protiv Moredun soja virusa BDV.
Ovakav negativan nalaz na prisustvo infekcija pestivirusima u stadima ovaca je
prili¢no interesantan i specifiCan. Naime, rezultati ispitivanja u drugim zemljama
potvrduju Ceste infekcije pestivirusima u zapatima ovaca Sirom sveta. Julia i sar.
(2009) su metodom virus neutralizacije ispitali 54 uzorka krvi zdravih ovaca u Ar-
gentini, u kojoj je 70% goveda seropozitivno na BVDV, i dokazali da je 46.3% ispi-
tanih ovaca seropozitivnih na BVDV-1, 13% na BVDV-2 i 20,4% na oba tipa virusa
govede dijareje (BVDV-1 i BVDV-2). Molekularna ispitivanja su registrovala genom
BVDV suptipa 1a u nekim od uzoraka. U Egiptu su ispitana 62 krvna seruma
poreklom od goveda, bufala, ovaca, koza i kamila na prisustvo antitela protiv
BVDV. Ustanovljena prevalenca neutralizacionih antitela protiv BVDV bila je 49,2%
za goveda, 52% za bufala, 27,5% za ovce, 31,4% za koze i 52,5% za kamile. Us-
tanovljeni titar antitela bio je znagajno visi kod goveda i bufala u odnosu na titar
antitela kod ovaca, koza i kamila (Zaghawa, 1998).
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Mishra i sar. (2009) su ispitali ELISA metodom 2.803 uzorka seruma
ovaca i koza u Indiji na prisustvo antitela protiv pestivirusa. Antitela su nadena kod
23,4% (od 22,9%-27,0%) uzoraka seruma ovaca, dok je prevalenca na nivou
stada iznosila 66.3%. Utvrdena je znacajna povezanost (p<0.05) izmedu stada
ovaca i koza koja su imala kontakt sa govedima i nivoa seroprevalence u stadu. U
odnosu na uzrast Zivotinja, niza seroprevalenca je utvrdena kod grupe ovaca i
koza starih od 6 meseci do 1 godine, u poredenju sa grupom uzrasta 1-2 i preko
dve godine. Ispitivanjem uzoraka poreklom od 61 seropozitivhe ovce i 34 sero-
pozitivhe koze (koje predstavljaju sva seropozitivha stada), metodom unakrsne
neutralizacije, utvrden je Cetvorostruko visi titar antitela protiv BVDV-1 u uzorcima
poreklom od 41 ovce i 23 koze, a protiv BVDV-2 kod jedne ovce i jedne koze, §to
ukazuje na dominantnu BVDV-1 infekciju kod ovaca i koza u Indiji.

U Austriji je utvrdena visoka seroprevalenca ovaca na pestiviruse u
planinskim regionima Alpa, gde je zajedni¢ko drzanje goveda, ovaca i koza na
pasi znaCajan uzroCnik prevalence u stadima iznad 68% i prevalence pozitivnih
stada iznad 89%. Takode, zapazene su geografske varijacije, pripisane razlikama
u farmskoj praksi, gustini populacije zivotinja i opisanih geografskih karakteristika
(Krametter-Froetscher i sar., 2007). Schiefer i sar. (2006) su seroloski ispitali ELISA
testom 2.058 uzoraka krvi ovaca, iz 150 stada iz pokrajine Tirol, na prisustvo an-
titela protiv pestivirusa prezivara. Utvrdeno je 34.9% seropozitivnih ovaca i 89.3%
seropozitivnih stada. Seroprevalenca pestivirusa je bila znacajno visa (p<0,05)
kod malih preZivara koji su se tokom leta napasali na Alpima. Uporedna ispitivanja
metodom virus neutralizacije izvedena su sa svim ELISA seropozitivhim uzorcima
krvnih seruma sa BVDV-1, BVDV-2 i BDV. Kod 413 uzoraka su otkriveni najvisi titri
(dvostruki ili viSestruki) na BVDV-1, kod 6 uzoraka na BVDV-2 i kod 24 uzorka na
BDV, Sto govori o raSirenosti, pre svega, BVDV infekcije.

Danuser i sar. (2009) su u évajcarskoj ispitali 5.059 seruma ovaca iz
382 stada i utvrdili seroprevalencu na pestiviruse od 16,1%. U teznji da se utvrdi
uzroc¢nik infekcije, na osnovu dobijenih titara antitela unakrsnom neutralizacijom,
utvrdeno je da je 56,1% infekcija ovaca izazvano BDV-1, 12,9% sa BVDV-1i31,0%
nedefinisanim pestivirusima. U pogledu filogenetskih veza izmedu pestivirusa,
neotkriveni izvor infekcije je uglavnom pripisan drugim genotipovima pestivirusa
koji cirkuliSu kod malih prezivara. PoSto ne dominira genotip BVDV-1, ve¢ neki
drugi genotipovi, autori smatraju da je rizik od prenosa BVDV sa perzistentno infi-
ciranih malih prezivara na goveda — umeren. Medutim, kada postoji direktan kon-
takt izmedu zivotinja (kada se odgajaju zajedno ili zajedno borave na pasnja-
cima), rizik je u odnosu na program eradikacije BVDV kod goveda relativno nizak.

O’Neill i sar. (2004) su ELISA testom seroloski ispitali serume 1.448
odraslih ovaca iz 91 stada, poreklom iz svih 26 okruga Republike Irske, na
prisustvo antitela protiv BDV. Registrovana je 81 seropozitivha ovca (5,6%) u 42
seropozitivna stada (46,0%). U okviru inficiranih stada, prose¢na prevalenca je
bila 11.4% (6.3% do 30.0%). Komparativnim ispitivanjem, metodom virus neutrali-
zacije, kod 42 ELISA-pozitivna seruma je utvrden srednji geometrijski titar antitela
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od 136 protiv NADL soja BVDV, 92 protiv Moredun soja BDV i 21 protiv 137/4 soja
BDV. Rezultati pokazuju da virus BVD predstavlja glavni pestivirus prezivara koji
inficira ovce u Irskoj, a visok broj inficiranih stada i mnoge seronegativne ovce u
okviru takvih stada ukazuju na rizik od radanja jagnjadi sa kongenitalnom border-
skom boles¢u. Graham i sar. (2001) su u Severnoj Irskoj sproveli seroloska ispiti-
vanja radi utvrdivanja prevalence infekcija pestivirusima kod ovaca i svinja. Se-
rumi poreklom od 918 ovaca iz 92 stada iz 10 regiona ispitani su metodom ELISA
na prisustvo antitela protiv virusa borderske bolesti (BDV). Seropozitivno je bilo 49
ovaca (5.3%) u 28 stada (30.4%). Geografske varijacije i prevalence u stadima kre-
tale su se od 0% u Enniskillen regionu do 70% u Coleraine regionu. U pozitivnim
stadima, prosec€an nivo prevalence je iznosio 17,5%, a najvisi 40%. Komparativ-
nim ispitivanjima, metodom virus neutralizacije, utvrden je Cetvorostruki ili vedi ti-
tar antitela protiv BVDV u odnosu na BDV soj 137/4 u preko 80% ispitivanih uzo-
raka i Cetvorostruki ili vedi titar antitela protiv BVDV nego protiv Moredun soja BDV
u skoro 40% ispitivanih uzoraka. Ovi nalazi pokazuju da prenos pestivirusa medu
razli¢itim vrstama Zivotinja u Irskoj moZze biti predominantno sa goveda na ovce,
za Sta je uglavnhom odgovoran BVDV. Medutim, nije utvrdena znacajna
povezanost izmedu nivoa prevalence u seropozitivnim stadima i prisustva goveda
na farmi (P=0,583).

Berriatua i sar. (2004) su istrazivali seroprevalencu uslovljenu staroS¢u
ovaca i prisustvo perzistentno inficiranih (PI) grla, u 6 stada ovaca za proizvodnju
mleka u Baskiji. U istoriji svih ispitivanih stada su postojali dokazi o pojavi border-
ske bolesti (BD). U stadima slobodnim od PI, seroprevalenca je bila 6-13% kod
ovaca starih jednu godinu, a 42-93% kod starijih ovaca. Nasuprot tome, u stadima
sa Pl jedinkama, seroprevalenca je bila 67-99%. Rusenova i Bochev (2009) su VN
testom ispitali 199 uzoraka krvnih seruma ovaca i koza u Bugarskoj na prisustvo
virus neutralizuju¢ih antitela protiv BVDV. Uzorci su bili poreklom iz 4 meSana
stada, sa 4 razli¢ite lokacije (2 regiona). Prose¢na seroprevalenca na BVDV kod
ovaca iznosila je 64%, a kod koza 18,1%.

Kao $to je ranije reeno, veliki broj autora je utvrdio pozitivhu korela-
ciju izmedu pojave i veée prevalence pestivirusne infekcije kod ovaca i njihovog
kontakta sa govedima (O’Neill i sar., 2004; Krametter-Frotscher i sar., 2007; Mishra
i sar., 2009). Do sada, jedino istrazivanja Graham i sar. (2001) nisu potvrdila ovu
pozitivnu korelaciju. S druge strane, Krametter-Froetscher i sar. (2008) su zapazili
da je 2 meseca posle uvodenja ovna u meSovito stado (ovce i goveda) otpocela
serija abortusa (8 od 11 ovaca i 1 krava). Stado je imalo status slobodnog od
prisustva BVDV do uvodenja inficiranog ovna, a klini¢ko oboljenje i serokonverzija
kod krave koja je pobacila ukazivali su na moguénost da je ovan perzistentno infi-
ciran virusom BDV uneo infekciju, ne samo u populaciju ovaca na farmi ve¢ i u
stado goveda. Ovo je potvrdeno metodom virus neutralizacije, sa utvrdenim ti-
trom antitela od 1:56 protiv BDV i samo 1:7 protiv BVDV kod krave koja je poba-
cila.
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Seronegativan nalaz na prisustvo pestivirusa kod ovaca koje smo ispi-
tivali jo$ je interesantniji, s obzirom na to da je skorijim ispitivanjima na terenu
opstine Cadak sa koje poticu ispitivana stada ovaca utvrdena visoka prevalenca
infekcije virusom govede dijareje kod mladih kategorija tovne junadi (70%-100%),
dok je kod mle¢nih goveda nivo prevalence bio mnogo nizi (4,35%; 17,65%; 25%)
(Kuréubic¢ i sar., 2009; Kuréubic¢ i sar., 2010), pa objasnjenja za negativan seroloski
nalaz kod oglednih ovaca nisu tako jednostavna. Situaciju dodatno komplikuje to
§to u prethodno pomenutim istrazivanjima nije bilo moguce dokazati prisustvo
perzistentno inficiranih (Pl) grla goveda, kao glavnog izvora infekcije virusom
govede dijareje, na veéoj farmi mle¢nih goveda (kapaciteta 263 zivotinje razli¢itin
starosnih kategorija), kao ni na mini-farmama za proizvodnju mleka i tov junadi.
Takav nalaz najviSe govori u prilog serokonverziji kao posledici ranije BVDV infek-
cije ili eventualno trenutne sporo SireCe akutne infekcije u tim zapatima. Pored na-
laza relativno niske prevalence BVDV u dugogodi$njim mle¢nim zapatima goveda
na ispitivanom podrucju, jedno od mogucih objasnjenja za potpuno seronega-
tivna stada ovaca lezi u ¢injenici da kontakt goveda i ovaca nije sasvim blizak, ¢ak
i na gazdinstvima na kojima se gaje obe vrste papkara ili da kontakta izmedu Ziv-
otinja nema. DugogodisSnja edukacija farmera od strane veterinarske sluzbe o
nepozeljnom zajedni¢kom drzanju ovaca i goveda takode moze imati uticaja na
dobijene rezultate istraZivanja. Pored toga, relativno mala gustina naseljenosti
malim i velikim prezivarima (razudenost objekata), kao i pretezno mali kapacitet
(broj zivotinja) u zapatima moze doprineti smanjenoj moguénosti transmisije vi-
rusa (u oba smera). U prilog negativnhom nalazu pestivirusa u ispitivanim stadima
ovaca govore i dosada$nji nalazi na podru¢ju Srbije (Krnjaji¢, 2004; Tamas
Petrovi¢, neobjavljena istrazivanja 2003. i 2004. godine - licna komunikacija).

Dobijeni nalaz ne ukazuje na mogudéi problem Sirenja infekcija pestivi-
rusima iz stada ovaca na zapate goveda u jugozapadnoj Srbiji. Istovremeno, do-
bijeni rezultati zahtevaju dalja i mnogo obimnija i sveobuhvatnija istrazivanja
rasprostranjenosti infekcija pestivirusima u zapatima ovaca i koza u Srbiji da bi se
dobila potpunija slika o infekciji pestivirusima kod razli¢itih vrsta prezivara i u od-
nosu na razli¢ite regione u Srhbiji.
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ENGLISH

INVESTIGATION OF BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) AND BORDER
DISEASE VIRUS (BDV) INFECTIONS OF SHEEP IN SOUTHWESTERN SERBIA

V. Kuréubié, T. Petrovi¢, R. Dokovi¢, Z. lli¢

Serological assay (virus neutralization test - VNT) was employed to examine
blood sera collected from sheep of different age categories reared under different housing
systems for the presence of bovine viral diarrhea virus (BVDV) and Border disease virus
(BDV) infections in sheep. The objective of the investigation in sheep as reservoir hosts of
the viruses was to clarify the potential for their transmission to cattle herds and vice versa.
Experimental Group A included 5 mini farms composed entirely of sheep that were not in
cohabitation with cattle in the same buildings or on the same pasture. Experimental Group
B was made up of five mini sheep farms, whose owners raised cattle as well. A total of 10
blood samples (5 from junior categories of sheep aged up to 12 months and 5 from the
older sheep) were secured from each of the 10 mini farms selected for the study. The VNT
method did not detect the presence of specific anti-BVDV antibodies to both BVDV geno-
types (BVDV-1 and BVDV-2) in any of the 100 test blood serum samples of sheep. Specific
anti-BDV antibodies to the BDV Moredun strain were not found in any of the test serum
samples of 100 sheep.

Key words: BVDV, BDV, seroprevalence, sheep
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PYCCKUA

MCMbITAHUE NPUCYTCTBUA NHOEKLIUN, OBYCJIOBJIEHHOM
BUPYCOM rOBSAXXEW ANAPEW (BIrd) N BOJIE3HN BOPLEPA (BBb)
Y OBEL B IOFrO3ANAAHOU CEPBUA

B. Kypuybuu, T. NMetpoBuy, P. [)xokoBuy, 3. Unuy

Cepornornyecku (BUpyC HEATpanmM3aumoHHbIM TecToM - BHT) ncnbiTaHbl Kpo-
BSIHble CEpyMbl MPOMCXOXAEHMEM U3 OBEL, PasNNyHbIX BO3PACTHbIX KaTeropui, pas-
nn4Horo crnocoba cofep>kaHus, Ha NPUCYTCTBME MHPeKLMM BUPYCOM FrOBSXKEW avapen
(Bra) v supycom 6oensHun bopgepa osey (BBBO). VcnbiTaHne oBel, Kak AoKa3aHHOro
pesepByapa NpuMBeAEHHbLIX BUPYCOB, UMENO ANSA LennM OCBETUTb NOTEHUManbHylo BO3-
MOXXHOCTb MepeHoca Takux >Xe B MAEMEHHOM MNPUnoAe KPYynHOro poraToro ckota u
obpaTHo. [ns onbITHOM rpynnbl A 0TO6pPaHO 5 MUHM hepM, COCTaBNAIOLME UCKITHOUM-
TesbHO OBLbl, KOTOPbIE HE B COXXUTENbCTBE C KPYMHbIM POraTbiM CKOTOM HU B 06 beKTaxm,
HM Ha nacTouwe. OnbITHytO rpynny B coctaBnsano 5 mvHn chepm osel, Yby BragesnbLpl
pasBoOAAT M KPYNHbIN porathlin ckoT. Co Bcex 10 oTobpaHHbIX MuHU dhepM B3siTO no 10
06pa34mnkoB Kposw (5 n3 6onee Monoabix kateropmn, Bospacta Ao 12 mecsues n 5 ns 6o-
nee ctapblx osel. Metogom BHT Hu y ogHoro us coBokynHo 100 MUCMbITbIBAHHLIX 06-
pa3ynMKoB KPOBSHbLIX CEPYMOB OBEL|, HE YTBEPXXAEHO NPUCYTCTBUE CNEeLnUYECKNX aHTu-
Bl aHtutena Ha o6a reHotuna BI'[ (BI'4-1 v Bri-2). Cneundwunyeckne aHtn-B6b aHTn-
Tena Ha MopegoH wtamm Bupyca BBB Takxe He yTBep>XAeHbl HA B OAHOM U3 UCMbI-
TbiBaHHbIX 100 06pas34ymKoB cepyma oBeLl.

Kntoyesble cnosa: B[, BEB, ceponpeBaneHTHOCTb, 0BLbl
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KARAKTERISTIKE SOJEVA VEROCITOTOKSIN
PRODUKUJUCIH ESCHERICHIA COLI 1Z0LOVANIH IZ

GOVEDA’

SOME TRAITS OF VEROTOXIN-PRODUCING STRAINS OF

ESCHERICHIA COLI ISOLATED FROM CATTLE

S. Lazié, N. Stajkovié¢, B. Dimié, Zorica LepSanovié¢, Milena Krsti¢,

R. Cekanac, J. Mladenovié, Z. Jadranin, Sonja Radakovié, Slavica Raden™

*

Verocitotoksi¢na Escherichia coli (VTEC) jedna je od 6 grupa pa-
togenih bakterija ove vrste, uzroCnika crevnih zaraznih bolesti ljudi i Ziv-
otinja. Dosadas$nja istraZivanja u svetu su pokazala da je osnovni rezer-
voar VTEC intestinalni trakt domacih Zivotinja, pre svega preZivara. Na
nasim prostorima su domace Zivotinje ¢esto inficirane ovim patogenim
agensima, ali kod nas su ovi bakterijski agensi redak uzro¢nik spo-
radicnih enterokolitisa, dok epidemijske pojave oboljenja izazvanih
VTEC do sada nisu registrovane. Zbog toga se postavija pitanje koliki
procenat VTEC, izolovanih iz intestinalnog trakta domacih Zivotinja na
nasem geografskom podrucju, ima osobine enterohemoragijskih E.
coli, tj. sojeva patogenih za ljude. Cilj ovog istraZivanja bio je da se ispi-
taju fenotipske i genotipske karakteristike VTEC izolovanih iz intestinal-
nog trakta goveda sa naseg geografskog podrucja te da se na osnovu
dobijenih rezultata identifikuju enterohemoragijske Escherichia coli
EHEC i utvrdi njihova zastupljenost u okviru grupe ispitivanih VTEC. Uk-
upno je ispitano 105 VTEC sojeva izolovanih iz intestinalnog trakta
goveda poreklom sa farmi iz prigradskih i seoskih naselja u okolini
Beograda i kod svih je PCR metodom utvrdeno prisustvo gena za
verocitotoksin (vix). Dokazano je da svi ovi sojevi poseduju jednu ili
vise vtx genskih sekvenci.

Prema naSem istraZivanju, svega se cetiri (3,8%) soja, od ukupno
105 ispitanih VTEC sojeva, mogu svrstati u grupu EHEC. Na osnovu do-
bijenih rezultata moZe se zakljuciti da vec¢ina VTEC, izolovanih iz intes-

Rad primljen za Stampu 19. 05. 2010. godine
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tinalnog trakta goveda na nasem geografskom podruéju, nema oso-
bine sojeva patogenih za ljude — enterohemoragijskih E. coli, te su
stoga oboljenja kod ljudi izazvana VTEC kod nas retka i pored toga Sto
domace Zivotinje predstavljaju znatan rezevoar ovih agensa.

Kljucéne reci: Verocitotoksin, Eschericha coli, VTEC, EHEC, PCR,
goveda

Uvod / Introduction

Verocitotoksi¢na Escherichia coli (VTEC) jedna je od 6 grupa pato-
genih bakterija ove vrste, uzro¢nika crevnih zaraznih bolesti ljudi i Zivotinja. Naziv
je dobila po glavhom faktoru virulencije — verocitotoksinu (VT) (Nataro, 2002).
Zbog destrukcije epitela u crevima, usled dejstva VT, kod ljudi dolazi do profuznih
krvarenja i hemoragijskog kolitisa (HC). Ekstraintestinalne komplikacije VTEC in-
fekcija su hemoliti¢ko-uremijski sindrom (HUS) i tromboti¢no-trombocitopeni¢na
purpura (TTP) (Griffin i Tauxe, 1991).

Na osnovu dosadas$njih ispitivanja uoceno je da sojevi VTEC, izo-
lovani iz stolica obolelih ljudi, pored stvaranja VT, ispoljavaju i neke osobine koje
se retko sre¢u kod ostalih VTEC sojeva: svojstvo destrukcije — brisanja mikrovi-
lusa enterocita (attaching and effacing lesions), stvaranje enterohemolizina, pose-
dovanje plazmida veli¢ine 60 megadaltona (MDa) i pripadnost karakteristicnim
seroloSkim grupama (026, 055, 0103, 0111, 0113, 0128, 0157). Sojevi sa
ovakvim osobinama oznaceni su terminom enterohemoragijske E. coli (EHEC). U
grupi EHEC najpoznatije su one koje pripadaju serogrupi O157 (posebno sero-
tipu O157:H7), jer su naj¢es¢i uzro€nici sporadi¢nih i epidemijskinh enterokolitisa
zbog izrazitih virulentnih svojstava (Thorpe, 2004).

Osnovni rezervoar VTEC je intestinalni trakt domacih Zivotinja, pre
svega prezivara (Hussein, 2007). Utvrdeno je da su i na nasim prostorima domacde
zivotinje Cesto inficirane ovim patogenim agensima, ali su, kod nas, ovi bakterijski
agensi redak uzro¢nik sporadi¢nih enterokolitisa, dok epidemijske pojave obolje-
nja izazvanih VTEC nisu registrovane (Lazi¢ i sar., 2006; Lazi¢ i sar., 2005).

Zbog toga se postavlja pitanje koliki procenat VTEC izolovanih iz in-
testinalnog trakta domadih Zivotinja na nasem geografskom podrucju ima osobi-
ne enterohemoragijskih E. coli, odnosno sojeva patogenih za ljude. Cilj ovog is-
trazivanja bio je da se ispitaju fenotipske i genotipske karakteristike VTEC izolova-
nih iz intestinalnog trakta goveda sa nasSeg geografskog podrucja i da se na os-
novu dobijenih rezultata identifikuju EHEC i utvrdi njihova zastupljenost u okviru
grupe ispitivanih VTEC.

Metode rada / Methods

Ukupno je ispitano 105 VTEC sojeva izolovanih iz intestinalnog trakta
goveda poreklom sa farmi iz prigradskih i seoskih naselja u okolini Beograda.
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Svojstvo produkcije verocitotoksina na Vero kulturi tkiva provereno je kod svih so-
jeva po metodi Karmali i sar. (1987).

Odredivanje seroloske pripadnosti izolovanih VTEC radeno je agluti-
nacijom na plocici sa komercijalno dostupnim dijagnosti¢kim serumima za karak-
teristicne EHEC serogrupe (026, 055, 0111, 0128 i 0157). U slu€aju pozitivnog
nalaza potvrda odredene serogrupe radena je aglutinacijom u epruvetama po
metodi Edwardsa i Ewinga (1976). Sposobnost fermentacije sorbitola odredivana
je zasejavanjem ispitivanih sojeva na sorbitol-MacConkey agar (March i Ratnam,
1986). Produkcija hemolizina (alfa hemolizina i enterohemolizina) detektovana je
po metodi Beutina i sar. (1989), a aerobaktina prema metodi Payne i sar. (1983).
Test adherencije ispitivanih sojeva raden je na HEp-2 kulturi tkiva (Nataro i sar.,
1985). Detekcija gena za VT i njegove varijante radena je pomocu lan¢ane reak-
cije polimeraze (PCR) sa specifi¢nim prajmerima za VT1 (vixTc, vix1d), VT2 (vix2c,
vix2d) i VT2v (vix2v-1, vix2v-2), a sa prethodno pripremljenom DNK po metodi
Birchisar. (1996). Rezistencija ispitivanih sojeva na antibiotike radena je disk difu-
zionom metodom pri éemu su koris¢eni komercijalni diskovi (Institut Torlak, Beo-
grad).

Smatralo se da ispitivani soj VTEC pripada EHEC ukoliko bi ispoljio
sledece osobine: pripadnost karakteristicnoj serogrupi (026, 055, 0111, 0128 ili
0157) uz ispoljavanje LA na HEp-2 kulturi tkiva i/ili svojstvo stvaranja enterohe-
molizina.

Rezultati su prikazani tabelarno i grafi¢ki u apsolutnim i relativnim bro-
jevima. Statisticka znac¢ajnost razlika utvrdivana je pomocu neparametrijskih tes-
tova znaGajnosti: x2 test, sa ili bez Yates-ove korekcije i Fierov ta¢an test. Ako je
vrednost p bila manja od 0,05 (p<0,05) razlika je smatrana statisticki znac¢ajnom.

Rezultati / Results

Kod 105 VTEC sojeva izolovanih iz goveda raden je PCR metod radi
utvrdivanja prisustva gena za verocitotoksin (vix). Dokazano je da svi ovi sojevi
poseduiju jednu ili viSe vix genskih sekvenci. Pri tom je utvrdeno da 31 (29,5%) soj
poseduje istovremeno vix7 i vix2 gene, a 18 sojeva (17,1%) vix2 i vix2v genske
sekvence u sastavu svog genoma. Za 15 VTEC sojeva (14,3%) utvrdeno je da
sadrze vix1, a za 14 (13,3%) vix2 gene. Kombinacija gena vix1, vix2, vix2v nadena
je kod 12 (11,4%) sojeva, dok je kod 10 (9,5%) sojeva potvrdeno prisustvo vix7 i
vix2 gena. Svega 5 VTEC sojeva (4,8%) poseduje vix2v gensku sekvencu (tab. 1).

Uporedivanjem fenotipskih karakteristika VTEC sojeva sa razli¢itom
kombinacijom genskih sekvenci koje kodiraju produkciju verocitotoksina uo¢eno
je da postoje znacajne razlike izmedu pojedinih grupa u hemolitiCkoj aktivnosti,
kao i u vezi sa pripadno$cu seroloSkim grupama karakteristiénim za EHEC (tabele
2i2a). Tako su VTEC sojevi sa vix1, vix2, genskom kombinacijom znacajno ¢esée
hemolizirali eritrocite u poredenju sa sojevima koji poseduju vix7 gene (p=0,02).
Sli¢an rezultat dobijen je i poredenjem sojeva sa vix2, vix2v, genskom sekvencom
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i grupa sojeva sa vix1 (p<0,005), vix1 vix2 vix2v, (p=0,01) i vix2v genotipom
(p=0,03). Hemolizin su, u poredenju sa vix7 sojevima, znacajno ¢eSée posedovali
i vix1, vix2v sojevi (p<0,03) (tabela 2).

Tabela 1. Nalaz vix gena u VTEC sojeva izolovanih iz goveda /
Table 1. Findings of vtx genes in VIEC strains isolated from cattle

Kombinacija vix gena / Broj (%) VTEC sojeva izolovanih iz goveda /
vix gene combination Number (%) of VIEC strains isolated from cattle
vix1, vix2 31 (29,5)
vix2, vix2v 18 (17,1)
vix1 15 (14,3)
vix2 14 (13,3)
vix1, vix2, vix2v 12 (11,4)
vix1, vix2v 10 (9,5)
vix2v 5 (4,8)
Ukupno / Total 105 (100)

VTEC - verocitotoksitna Escherichia coli [ verocytotoxic Escherichia coli
vix1, vix2, vix2v — genske sekvence verocitotoksina / genetic sequences of verocytotoxin

Tabela 2. Fenotipske karakteristike VTEC sojeva iz goveda sa razli¢itim kombinacijama
gena za verocitotoksin /
Table 2. Phenotypic traits of VIEC strains from cattle with different gene combinations for verocytotoxin

Produkcija Produkcija Fermentacija
Kombinacija VTEC sojevi / hemolizina aerobaktina / sorbitola /
vix gena / VIEC strains Haemolysin Aerobactin Sorbitol
vix gene production production fermentation
B % TN I I O O B
vix1, vix2 31 (29,5) 28 (90,3) / 21 (67,7)
VIX2, vix2v 18 (17,1) 18 (100) 2 10 (5,5)
vix? 15 (14,3) 9 (60) 2 9 (60)
vix2 14 (13,3) 12 (85,7) / 8 (57,1)
vixt, vix2, vixav | 12 (11,4) 8 (66,7) / 4 (33,3)
vix1, vixav 10 (9,5) 10 (100) / 4 (40)
vixv 5 (4,8 3 (60) / 4 (80)
Ukupno / Total 105 88 (83,8) 4(3,8) 60 (57,1)

VTEC - verocitotoksitna Escherichia coli | verocytotoxic Escherichia coli

Od 12 sojeva sa vix1, vix2, vix2v genskom kombinacijom, 5 (41,7%) je
pripadalo serogrupama karakteristicnim za EHEC, Sto se pokazalo statistiCki
znacajnim u poredenju sa vix1, vix2 (p<0,000), vix2 (p=0,01), vix7 (p=0,03), vix2,
vix2v (p=0,05), vix1, vix 2v (p=0,03) sojevima (tabela 2a).
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Tabela 2a. Fenotipske karakteristike VTEC sojeva iz goveda sa razli¢itim kombinacijama

gena za verocitotoksin

Table 2a. Phenotypic traits of VIEC strains from cattle with different gene combinations for verocytotoxin

VTEC sojeva iz Adherencija na
Kombinacija goveda EHEC serogrupa / Rezistencija* / HEp-2 ¢elije /
vix gena / VTEC strains FHEC serogroup Resistence* Adherence to
vix gene from cattle HEp-2_cells
compination broj / % broj/ % broj / % broj / %
number numpber number number
vix1, vix2 31 (29,5) / 1 (3,2) 2 (6,6)
vix2, vix2v 18 (17,1) / 3 (16,7) 5 (27,8)
vix1 15 (14,3) 1 (6,7) / 2 (13,3)
vix2 14 (13,3) / / 1 (7.1)
vix1, vix2,
ViV 12 (11,4) 5 (41,7) 2 (16,7) /
vix1, vix2v 10 (9,5) / / 2 (20)
vixov 5 (4.8) / / /
Ukupno /
Total 105 (100) 6 (5,7) 6 (5,7) 12 (11,4)

*- rezistencija na antibiotike / resistence to antibiotics
EHEC - enterohemoragijska Escherichia coli | enterohaemorrhagic Escherichia coli
HEp-2 - kultura tkiva / tissue culture

Samo se 4 soja (3,8%), od ukupno 105 ispitanih VTEC sojeva, ukla-
paju u postavljenu definiciju enterohemoragijskih E. coli — EHEC (tabela 3). Svi
EHEC sojevi izolovani iz zdravih goveda pripadaju serogrupi 0157, produkuju en-
terohemolizin, a PCR metodom utvrdeno je da poseduju vix1, vix2, vix2v gensku
sekvencu koja kodira verocitotoksin. Samo jedan soj fermentuje sorbitol, dok je
kod dva utvrdena rezistencija na streptomicin (tabela 3).

Tabela 3. Fenotipske karakteristike EHEC sojeva /
Table 3. Phenotypic traits of EHEC strains

Poreklo i broj Kombinacija vix Produkcija | Ffermentacija | Rezistencija na
EHEC sojeva / gena/ Serogrupa / | hemolizina/ | sorbitola / antibiotike /
Origin and number vix gene Serogroup Haemolysin Sorbitol Resistence to
of EHEC strains combination production | fermentation antibiotics
Goveda (1) / Streptomicin /
Cattle (1) vix1, vix 2, vix 2v 0 157 Enteroh. + Streptomycin
Goveda (1) / Streptomicin /
Cattle (1) vix1, vix 2, vix 2v 0157 Enteroh. / Strepfomycin
Goveda (1) /
Cattle (1) vix1, vix 2, vix 2v 0 157 Enteroh. / /
Goveda (1) /
Cattle (1) vix1, vix 2, vix 2v 0 157 Enteroh. / /

EHEC - enterohemoragijska Escherichia coli | enterohaemorrhagic Escherichia coli
vix1, vix2, vix2v — genske sekvence verocitotoksina / genetic sequence of verocytotoxin
Enteroh. — enterohemolizin / enterohaemolysin
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Diskusija / Discussion

Pocetkom osamdesetih godina proSloga veka VTEC su se pojavile
prakti¢no "niotkuda" i u razvijenim zemljama Zapada izazivaju veliki broj spo-
radi¢nih slu¢ajeva enterokolitisa, kao i brojne epidemije, od kojih je najvecéa za-
beleZzena u Japanu. U siromaSnim regionima sveta ovi patogeni agensi su retki
uzrocnici crevnih zaraza, a postotak izolacije VTEC je nizak: 0% u Brazilu, u Indiji i
1,1% u Tajlandu (Griffin i Tauxe, 1991).

| kod nas su slu€ajevi humanih infekcija ovim agensima izuzetno retki.
U okviru ovog istrazivanja ispitani su faktori virulencije VTEC sojeva poreklom iz
goveda da bi se utvrdilo kolika je u€estalost sojeva sa fenotipskim i genotipskim
karakteristikama specificnim za EHEC.

U skladu sa rezultatima drugih autora (Guth i sar., 2003; Zschock i sar.,
2000), utvrdeno je da preko 80% VTEC izolata poreklom iz goveda produkuje en-
terohemolizin.

Adherencija in vitro nije se pokazala kao uobiCajena karakteristika
VTEC sojeva u ovoj studiji. Adherencija na ¢elijama HEp-2 tkivne kulture manifes-
tovala se kod svega 12 (11,4%) analiziranih VTEC sojeva, a da pritom nijedan soj
nije ispoljio lokalizovanu adherenciju (LA). Ovakav nalaz mogao bi se objasniti i
¢injenicom da su neki autori dokazali da ovi patogeni agensi, poreklom iz Zivot-
inja, retko poseduju adherentne piluse (bundle forming pili, BFP), kao i EAF plaz-
mid (EPEC adherence factor — EAF), koji determiniSe LA (Beutin i sar., 1995; Wiel-
ler i sar., 1996).

Znatan procenat (40%) ispitivanih VTEC sojeva u ovoj studiji nije fer-
mentovao sorbitol i pored Cinjenice da vecina sojeva nije pripadala O157 sero-
grupi, za koju je inaCe karakteristicno da ne fermentuje ovaj Secer. Ovakav rezultat
u skladu je sa podacima iz jedne studije u Australiji (Pordevi¢ i sar., 2001).

Rezistencija na antibiotike dokazana je kod 6 sojeva (5,7%) i pri tom
nije registrovana rezistencija na gentamicin, amikacin i ceftriakson. Jedno is-
traZivanje u Indiji pokazalo je da je ¢ak 49,2% sojeva VTEC rezistentno na antibio-
tike (Kahan i sar., 2002), dok je u studiji objavljenoj u Francuskoj na ove lekove bilo
rezistentno 4% izolata poreklom iz goveda (Pradel i sar., 2000).

Metodom PCR je dokazano da svi izolovani sojevi poseduju jednu ili
viSe vix genskih sekvenci. Nasi podaci u skladu su sa onima koji su objavljeni u
viSe razli€itih studija (Das i sar., 2005; Hornitzky i sar., 2005).

U vezi sa pripadno$éu serogrupama karakteristicnim za EHEC rezul-
tati nase studije u saglasnosti su sa jednim ranijim domaéim istrazivanjem (Cobe-
lji¢ i Dimi¢, 1998), ali i sa rezultatima studija drugih autora (Pradeli sar., 2000; Or-
den i sar.,, 1998; Orth i sar., 2009). Serogrupe karakteristicne za EHEC dokazane
su kod 6 sojeva (5,7%). Od toga 5 (4,7%) sojeva pripada serogrupi 0157, dok je
jedan soj pripadao serogrupi 026. Osim &injenice da su izolovani VTEC sojevi
veoma retko pripadali serogrupi O157 pokazalo se da jo$ maniji procenat (3,8%)
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ispitivanih sojeva poseduje takve fenotipske osobenosti po kojima se moze
svrstati u grupu enterohemoragijskih E. coli (EHEC).

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da veéina VTEC
izolovanih iz intestinalnog trakta goveda na nasem geografskom podruc¢ju nema
osobine sojeva patogenih za ljude — enterohemoragijskih E. coli, te su stoga obol-
jenja kod ljudi izazvana VTEC kod nas retka i pored toga Sto domace zivotinje
predstavljaju znatan rezevoar ovih agensa.
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ENGLISH

SOME TRAITS OF VEROTOXIN-PRODUCING STRAINS OF ESCHERICHIA COLI
ISOLATED FROM CATTLE

S. Lazi¢, N. Stajkovi¢, B. Dimi¢, Zorica LepSanovi¢, Milena Krsti¢, R. Cekanac,
J. Mladenovié, Z. Jadranin, Sonja Radakovi¢, Slavica Raden

Verotoxin-producing Esherichia coli (VTEC) is one of six pathogenicity groups
of Eschericha coli.The reservoir for VTEC is the intestinal tract of domestic animals, primar-
ily ruminants. Investigations in our geographic region have also demonstrated that domes-
tic animals are a significant VTEC reservoir. In spite of this, sporadic diseases in humans
caused by these agents are rare, and no epidemics have been registered so far. The ques-
tion is, therefore, what percentage of VTEC isolated in our region have the characteristics of
enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) which cause intestinal diseases in humans.The aim of
this study was to test the isolated bovine strains for some phenotypic and genotypic traits
and to determine the percent of strains that belong to EHEC. A total of 105 VTEC strains
isolated from cattle were tested for the presence of verotoxin (vtx) genes by PCR (po-
lymerase chain reaction) method. All of them possessed one or more vix genes. In accor-
dance with our investigations, only four (3.8%) strains, of a total of 105 VTEC strains belong
to groups of EHEC.

It may be concluded that the majority of strains isolated from cattle in this part
of the world do not have phenotypic traits typical for EHEC. Therefore human VTEC-
associated diseases in Serbia are rare, despite the fact that domestic animals frequently
harbour VTEC.

Key words: Verotoxin, Escherichia coli, VTEC, EHEC, PCR, cattle

PYCCKUA

XAPAKTEPUCTUKU LULTAMMOB BEPOLIUTOTOKCHH NPOAYLIUPYIOLLUX
ESCHERICHIA COLI, U30JINPOBAHHbBIX U3 KPYINMHOIO POrATOINO CKOTA

C. Na3uy, H. CtankoBu4y, 6. Aumund, 3opuya JlenwaHoBuy, MuneHa Kpctuy,
P. YekaHau, J. MnageHoBud, X. JagpaHuH, CoHa Pagakosuy, CnaBuua PagpkeH

BepouuTtoTokcnyeckasn Escherichia coli (BLIEC) ogHa 13 rpynn natoreHHbIX
6aKTepuii 3TOro BMAa, BO36yANTENS KULWEYHbIX 3apadHblX 601E3HEN NIOAEN N XKUBOTHBIX.
BbiBWINE JO cux NOp nccnepoBaHvs B MUpE nokasanum, YTo OCHOBHoM pe3epByap BTEC
WHTECTMHASIbHbIA TPaKT AOMALLHUX XXMBOTHbIX, MPEXAE BCEr0 XXBa4YHbIX XMBOTHbIX. Ha
HalMX NPOCTPaHCTBAxX AOMALUHME XXMBOTHbIE YACTO MH(OULMPOBAHHbIE STUMW NATOreH-
HbIMW areHTamu, HO y Hac 3Tu bakTepuasibHble areHTbl pegKuin Bo3byauTenb cropa-
OVYECKNX STEepPOKONUTOB, MOKa 3anNMAeMUYeckue sBNEeHUs 3ab0neBaHui, Bbl3BaHHbIX
BTEC po cux nop He pernctpmpoBaHbl. BcneacTene aToro CTaBUTCA BONPOC KAKOW Mpo-
yeHT BTEC, n30onupoBaHHbIX U3 MHTECTUHANIBHOrO TpakTa AOMALUHUX >XMBOTHbLIX Ha
Hawewn reorpadnyeckon noABeAOMCTBEHHOW 06M1acTu, MMeeT CBOMCTBA 3HTEPOremo-
parndeckux E. coli, ToO eCTb WITaMMOB, NaToreHHbIX Ansa nogen. Llenb atoro nccnegosa-
HMs 6blna ncnbiTatb PEHOTUNNYECKNE U FeHOTUNMYECKUe xapakTepuctukm BTEC, uso-
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NMPOBaHHbIX U3 MHTEECTMHANbHOIO TPakTa KPYrNHOro poratoro cKoTa C Hallewn reorpa-
chmyeckomn noaBefOMCTBEHHON 061acTh Aa Ha OCHOBE MOJTyHEHHbIX Pe3yfibTaToB UAeH-
Tndmumposate EHEC n yTBepanTb MX peAcTaBfeHHOCTb B pamkax rpynnbl, UCMbITbI-
BaHHbIXx BTEC. Bcero ucnbitaHo 105 BTEC wTamMmMoB, M30MPOBAHHbLIX U3 UHTECTU-
HanbHOro TpakTa KpPyMHOro poraToro CKoTa NPOUCXOXXAEHNEM C (hEPM 13 MPUrOPOAHBIX 1
JepeBEeHCKUX NOCENKOB B OKpecTHOCTU Bbenrpaga vy Beex MNLP meTogom yTBepxaaHo
NPUCYTTBUE reHOB A1 BEPOTOKCUH (BTX). [Joka3aHo, 4TO 3T WwTaMmmbl 061aaarT O4HON
unun 6ornblue BTX FEHHbIMM CeKBeHUusaMU. o Hawemy MccrnefoBaHuio, BCEro YeTbipe
(3,8%) wramma n3 cosokynHo 105, ncnbitaHHbix BTEC wramMoB, MOryT pacnpegennTcs
B rpynny EHEC. Ha ocHoBe nonyYeHHbIX pe3ynbTTOB MOXHO cAenatb BbiBOA, YTO
60nblwmHcTBO BTEC, M30nMpoBaHHbIX U3 MHTECTUHANBHOrO TPakTa KPYnHOro poraToro
CKOTa Ha Hawewn reorpadmyeckon nNoaBefoOMCTBEHHOM 0651acT, HE UMEeT CBOWCTBa
LITaMMOB, NMaTOreHHbIX AS1s NoAen-aHTeporemopparmyeckux E. coli, ga ottoro 3abone-
BaHuA nogen, BeisBaHbl BTEC y Hac pegkune n Bo3ne 3Ha4nTENbHOW NpeacTaBIeHHOCTY
[OMALLHMX XKMBOTHbIX Kak pe3epByapa 3TUX areHToB.

KntoyeBble cnosa: BepouutoTtokcuH, Escherichia coli, BTEC, EHEC, MUP, kpynHbin
porraTtbii CKOT
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U radu su prikazani rezultati ispitivanja uticaja umerenog toplot-
nog stresa na acido-bazni status visokomle¢nih krava u ranoj laktaciji.
PoboljSanje performansi kod visokomlecnih krava povecava predis-
poziciju za metabolicke poremecaje. NajviSe od svega moZe da bude
pogodena acido-bazna ravnoteZa, pogotovo kada su krave izloZene to-
plotnom stresu. Dosadas$nja istraZivanja su pokazala da je uzimanje
uzorka i analiza urina najbolji i najbrZi naCin da se dijagnostikuju
poremecaji u acido-baznoj ravnoteZi.

IstraZivanja su obavljena na 7 kliniCki zdravih krava holstajn-fri-
Zijske rase u fazi rane laktacije 30 do 40 dana (30, 33. i 40. dana) posle
telienja u letnjem periodu, tokom jula kada su dnevne i no¢ne tempera-
ture znatno varirale. Krave su bile u 2. i 4. laktaciji, godisnja mle¢nost je
iznosila 8000 | mleka po kravi. Prose¢na dnevna proizvodnja mleka u ra-
noj fazi laktacijije se kretala od 35 do 40 I. Krave su hranjene miksiranim
obrocima (TMR) dva puta dnevno. Seno lucerke u ograni¢enim
kolic¢inama davano je kravama pre miksiranog obroka. Optimizacija
obroka za ovu kategoriju Zivotinja radena je na osnovu dnevne koli¢ine
proizvedenog mleka. Bilans katjona i anjona u obroku (BKAO) iznosio
je 95 mEq/kg SM. Rezultati jasno pokazuju reakciju krava na umereni to-
plotni stres kroz odabrane parametre iz urina (pH urina, neto acido-
bazna ekskrecija — NABE), kiseline, baze, amonijum jon (NH,). Iz-
racunavanje bubreznog NABE daje precizniju sliku stanja nego pH
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urina o acidoznim stanjima. Rezultati ispitivanja pH urina ne pokazuju
odstupanja od fizioloSkih vrednosti koje su priblizno iste kod krava u
svim ispitivanim periodima. Normalne vrednosti za NABE su 100-
200 mmol/l. Optereéenje kiselim produktima daje raspon NABE 0-
100 mmol/l, a metaboli¢ka acidoza NABE <0 mmol/l. Vrednosti NABE
kod krava u ovom ogledu odraZavaju optereéenje organizma kiselim
metaboli¢kim produktima: 30. dana 58,28 + 27,96 mmol/l, 33. dana
69,28 = 29,89 mmol/l i 40. dana 60,60 = 26,88 mmol|l.

Po svemu sudeci, u slucajevima acidoze zbog pojacanog iz-
lu€ivanja H* i pojacane reapsorpcije bikarbonata dolazi do sniZenja
vrednosti NABE.

Kljuéne reci: NABE, urin, visokomle¢ne krave, toplotni stres

Uvod / Introduction

Odredivanje neto acido-bazne ekskrecije (NABE, net-acid-base-ex-
cretion) u urinu se pokazalo veoma korisnim u ispitivanju poremecaja acido-
bazne ravnoteze mlecnih krava (Bender i Staufenbiel, 2003). Zbog relativho
malog kapaciteta, plu¢a kod prezivara imaju mnogo manju ulogu u odrzavanju
acido-bazne ravnoteze nego bubrezi. Eliminacija kiselih produkata preko bu-
brega je mnogo znacajnija.

U uslovima toplotnog stresa, ubrzano i poja¢ano disanje je vazna
regulatorna reakcija (Sto pomaze u oslobadanju viska toplote isparavanjem iz res-
piratornih puteva). Acido-bazna ravnoteza odstupa od normale i, kako je us-
tanovljeno, toplotni stres prouzrokuje kod krava respiratornu alkalozu i kompen-
zovanu metaboli¢ku acidozu.

Bikarbonatni puferski mehanizam u kome su odnosi HCO 3 i pCO, re-
lativno konstantni (20:1), najznacajniji je puferski sistem krvi. Temperaturom izaz-
vana hiperventilacija smanjuje pCO, i koncentraciju ugljene kiseline u krvi. Posle-
dicatoga je respiratorna alkaloza. Pritome se povec¢ava pH krvi i urina, a smanjuje
se neto ekskrecija kiselina. Da bi se odrzao odnos 20:1, HCO 3 se izlu€uje preko
bubrega. To dovodi do smanjenja koncentracije HCO ™3 u krvi i porasta pH urina. U
cilju odrzavanja pH krvi u fizioloSkim granicama uspostavlja se normalan odnos
izmedu HCO73i pCO,, ali sa vrednostima ispod normale. Znacajno niza koncen-
tracija i smanjen pool HCO~3 glavni su pokazatelji kompenzovane metabolicke
acidoze koja nastaje zbog gubitka HCO7; iz krvi i zbog pada pH krvi.

Elektrohemijska reakcija urina generalno moze biti pokazatelj acido-
baznog statusa Zivotinja (Seifi i sar., 2004). Medutim, izracunavanje bubreznog
NABE na osnovu titracije urina daje tacniji podatak nego pH urina, zato $to se u
sluCajevima acidoze preko mokrace izlu€uju povecane koli¢ine fosfata (ima ulogu
pufera) (Kutas, 1965; Lachmann i Seffner, 1979; Furlli, 1994; Enemark i sar., 2004).
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Enemark i sar. (2004) su u svojim istrazivanjima utvrdili korelaciju
izmedu pH urina i NABE (r=0,57), $to bi moglo da ukazuje na prekomernu ko-
liCinu fosfata izlu€enih u urin kod krava hranjenih velikom koli¢inom Zita u hrani.
Osim toga, uodili su da je korelacija izmedu pH rumenai NABE, r =0,33, dok je ko-
relacija izmedu pH urina i pH rumena r=0,28. lako je utvrdena pozitivha korelacija
izmedu pH rumena i pH urina (Roby i sar., 1987; Furlli, 1994), mora se imati u vidu
da acidoza moze biti uzrokovana i drugim stanjima (Markusfeld, 1987). Prema
tome, NABE se ne moze smatrati realnim parametrom za procenu sredine u
buragu ve¢ metodom za monitoring metaboli¢ke acidoze u goveda.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita uticaj umerenog toplotnog
stresa na acido-baznu ravnotezu visokomlec¢nih krava prac¢enjem pH krvi i drugih
parametara u urinu (pH, NABE, kiselina, baza, amonijum jon — NH,).

Materijal i metode rada / Material and methods

Eksperimentalne Zivotinje | Experimental animals

Dosadas$nja istrazivanja su pokazala da je uzimanje uzorka i analiza
urina najbolji i najbrzi nacin da se dijagnostikuju poremecaji u acido-baznoj rav-
notezi. U ogled je bilo uklju¢eno 7 klini¢ki zdravih krava hol$tajn-frizijske rase u
fazi rane laktacije 30 do 40 dana posle teljenja u lethjem periodu, tokom jula (14,
17.i24.7.2008. god.) kada su dnevne i no¢ne temperature znatno varirale. Krave
su poticale sa farme "Mladost" PKB korporacije i bile su u 2. i 4. laktaciji. Prose¢na
mlecnost za 305 dana laktacije bila je 8000 | po kravi, a prose¢na dnevna proiz-
vodnja u prvoj fazi laktacije 35 do 40 | mleka. Bilans katjona i anjona u obroku
(BKAO) iznosio je 95 mEqg/kg SM. U toku eksperimenta, pracen je BCS (Body
Condition Scoring). Temperaturni indeksi (THI) su iznosili 75 (14.7.2008), 71
(17.7.2008) i 64 (24.7.2008). Vrednosti THI 70-80 ukazuju na umereni toplotni
stres, a preko 80 na izrazit toplotni stres.

Uzimanje uzoraka | Taking of samples

Uzorci urina uzimani su u jutarnjim ¢asovima od krava u toku spon-
tanog uriniranja u hemijske Ciste staklene posude. Uzorci su odmah dopremani u
laboratoriju i analizirani. Uzorci urina se mogu drzati u frizideru na +4°C 3 dana, a
mogu se i zamrznuti (na nekoliko nedelja), ali se posle odmrzavanja moraju dobro
promuckati posto odredivanje NABE, sa i bez sedimenta, daje znac¢ajno razliCite
rezultate. Pored sedimenta i kiseonik u uzorku moze uticati na rezultate (znacajno
povecanje pH u urinu). Uzorci krvi su uzimani punkcijom vene jugularis. Odmah
nakon uzimanja uzoraka krvi odredena je pH vrednost krvi.

Laboratorijska analiza | Laboratory analysis

U urinu su praceni sledeci parametri: pH, NABE, kiseline, baze, amo-
nijum jon (NH,). Odredivanje pH urina obavljeno je elektricnim digitalnim pH-
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metrom. Za analizu neto acido-bazne ekskrecije koristili smo metodu po Kutasu
(1965). Za izraCunavanje NABE koristili smo slede¢u formulu: NABE = Baze -
(Kiseline + NH,). Elektrohemijska analiza krvi je radena pH metrom (WTW 330i).

StatistiCka analiza | Statistical analysis

Rezultati ispitivanja obradeni su standardnim statistiCkim metodama i
izracunati su srednja vrednost, standardna devijacija, standardna greska i koefi-
cient varijacije.

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and Discussion

Rezultati nasSih istrazivanja predstavljeni su u tabelama 1, 2 i 3. Ispiti-
vanje pH urina je pokazalo baznu elektrohemijsku reakciju. Srednja vrednost pH
bila je u granicama fizioloSkih vrednosti: 30. dana posle teljenja iznosila je
8,13+0,2, 33. dana 8,22+0,1 i 40. dana 8,14+0,1. Osim toga, dobijene vrednosti
su varirale veoma malo i kretale su se u uskom rasponu (od 7,91 do 8,4) i u grani-
cama fizioloSkih vrednosti za pH urina kod krava u laktaciji (od 7,8 do 8,4).
Katjonsko-anjonska razlika (BKAO) od 95 mEqg/kg SM odrzavala je normalni pH
urina. Katjonska dijeta je alkalogena, ali ima malo efekta na pH krvi zato $to urin
postaje alkalniji. Pove¢ana BKAO krava u laktaciji je znacajna jer poboljSava
puferski kapacitet krvi i efikasnost prema H* jonima (Hu i Murphy, 2004; Roche i
sar., 2005; Hu i sar., 2007). Dodavanjem katjona u obrok krava u laktaciji, pH urina
moze biti i veéi od 8,2 (Oetzel, 2002).

IzraGunavanje bubrezne NABE daje preciznije podatke o acido-baz-
nom statusu krvi nego pH urina. S obzirom na to da je normalna vrednost NABE >
+100 mmol/l, optereéenie kiselim produktima daje raspon NABE 0-100 mmol/l, a
metabolicka acidoza NABE<0 mmol/l (Gergacz i sar., 2008). U nasem radu,
vrednosti NABE pokazuju optereéenje organizma kiselim metaboli¢kim produk-
tima i iznose: 30. dana 58,28+27,96 mmol/l, 33. dana 69,28+29,89 mmol/l i 40.
dana 60,60=26,88 mmol/Il. Dobijeni rezultati pokazuju veliku varijabilnost, ali je
bitno to da su sve vrednosti ispod 100 mmol/l (30. dan laktacije), a samo kod
jedne krave su veée od ove vrednosti (33. i 40. dan laktacije). Pored malog broja
uzoraka i drugi €inioci (proizvodnja mleka) mogu da uti¢u na vrednost NABE, pa
je otuda i velika razlika izmedu najmanje i najveée vrednosti NABE u ispitivanim
uzorcima urina. Koncentracija baza je opadala, $to je rezultiralo niskim vred-
nostima NABE. Povec¢ana reapsorpcija bikarbonata [HCO 5] zbog povecéane sek-
recije H* u slu¢ajevima acidoze dovodi do smanjenja NABE (Bender i sar., 2003).
Povecana ekskrecija amonijaka ukazuje na ekskreciju H* jona. Pod fiziologkim
uslovima NABE je pozitivan sa vrednostima izmedu 107 i 193 mmol/l (Rossow i
sar., 1989). Gergacz i Szlicz (2009) su pokazali da su vrednosti NABE, 3, 18. i 44.
dana laktacije kod zdravih krava 85, 111 i 141 mmol/I.
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Block (1994) je ustanovio da se kod krava u uslovima toplotnog
stresa, u periodu dana kada je najtoplije, razvija alkaloza (pH krvi i urina je visi,
pCO, i HCO4 je smanijen). Izlu¢ivanje bikarbonata pljuvackom je smanjeno, krave
zvacéu na prazno, pojavljuje se pena na ustima i malo pljuvacke dospeva u burag.
U sadrzaju buraga smanjena je koncentracija isparljivih masnih kiselina (VFA)
daleko viSe u toplim nego u optimalnim uslovima drzanja. U hladnijem periodu
dana, kod krava uklju€enih u ovaj ogled i prethodno izloZenih toplotnom stresu,
pH krviiurina je opadao, HCO; je bio niZi i to je ukazivalo na kompenzovanu me-
taboli¢ku acidozu. Krave su pokazivale znake respiratorne alkaloze samo u doba
dana kada su bile izlozene toplotnom stresu, $to je u saglasnosti i sa radovima
drugih autora (Schneider i sar., 1988). Schneider i sar. (1984) su pokazali da krave
izloZene toplotnom stresu konzumiraju 79 i 81% TMR u delu dana kada su povo-
ljniji uslovi spoljasnje sredine. U tom periodu dana, posle hranjenja se povec¢ava
proizvodnja kiselina u buragu i verovatno to dovodi krave u stanje kompenzovane
metaboli¢ke acidoze (éamanc i sar., 2006).

Ispitivanja su pokazala, kako navode neki autori, da se parametri u uri-
nu znacajno razlikuju u zavisnosti od godi$njeg doba, kao i od nivoa dnevne pro-
izvodnje mleka i ukupne koli¢ine mleka proizvedene u toku laktacije (Bender i
Staufenbiel, 2003). Elektrohemijska reakcija krvi je iznosila 7,42, 7,36 i 7,51 po-
jedinaéno po ispitivanom periodu. Swenson (1993) navodi da fizioloSke vrednosti
za pH krvi kod krava iznose 7,27-7,50.

Ocena telesne kondicije (BSC) se smanjivala sa 3,0 na 2,7 u ispitiva-
nom periodu (30-40 dana). Ovo je u skladu sa nalazima i drugih autora da telesna
kondicija kod zdravih krava opada do 42. dana posle teljenja (Gillaund i sar.,
2001).

Tabela 1. Vrednosti NABE (neto acido-bazne ekskrecije), pH urina i pH krvi i referentne
vrednosti /
Table 1. Values of urine and blood samples

Referentne
3%{;% / n X sD SE | min | max | Vieqnost/
values
pH 7 8,13 0,257 0,097 7,68 8,41 7,8-8,4
NABE mmol/I 7 58,28 27,96 10,56 15,0 94,0 100-200
Baze / Base mmol/l 7 131,42 45,25 17,10 40,0 | 170,0 150-250
Kis. / Acid mmol/I 7 62,14 22,53 8,51 15,0 81,0 50-100
NH4+ mmol/| 7 10,0 1,0 0,37 9,0 11,0 <10
pH krvi / Blood pH 7 7,42 0,105 0,04 7,36 | 7,69 7,35-7,45

U letnjem periodu, kada su zivotinje izlozene toplotnom stresu, sub-
akutna acidoza buraga predstavlja jedan od najznacajnijin zdravstvenih problema
(Samanc i sar., 2006). U cilju blagovremenog otkrivanja subakutne acidoze bu-
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raga (SARA) u zapatima mlecnih krava (Sto bi trebalo da se izvodi rutinski) mogu
se koristiti razliCite dijagnosticke metode, izmedu ostalih i pracenje NABE (Ene-
mark, 2009). Iskustva sa acidozom nastalom usled nedovoljnog uno$enja vlak-
naste hrane i povec¢ane ishrane koncentratima u toplom letnjem periodu pokazuju
da analiza pH urina, NABE, uvodenje pufera (natrijum-bikarbonata i magnezijum-
oksida) treba da postanu uobi¢ajena praksa (Gergacz i sar., 2008). Pored navede-
nog, neophodna su i specificna znanja iz oblasti menadzmenta i ishrane vi-
sokomle¢nih krava.

Tabela 2. Vrednosti NABE (neto acido-bazne ekskrecije), pH urina i pH krvi, referentne
vrednosti |
Table 2. Values of urine and blood samples

Referentne
3%3;"’“%/ n X sD SE | min | max | ViEonost/
values
pH 7 8,22 0,17 0,06 7,9 8,48 7,8-8,4
NABE mmol/I 7 69,28 29,89 11,28 29,0 | 108,0 100-200
Baze / Base mmol/l 7 162,85 36,83 13,92 110,0 | 200,0 150-250
Kis. / Acid mmol/I 7 82,85 11,45 4,32 71,0 98,0 50-100
NH4+ mmol/| 7 10,7 1,25 0,47 9,0 13,0 <10
pH krvi / Blood pH 7 7,36 0,04 0,01 7,29 7,39 7,35-7,45

Tabela 3. Vrednosti NABE (neto acido-bazne ekskrecije), pH urina i pH krvi, referentne
vrednosti |
Table 3. Values of urine and blood samples

Referentne
4%;%/ n X sD SE | min | max | Viponost/
values
pH 7 8,14 0,17 0,07 7,91 8,4 7,8-8,4
NABE mmol/| 7 60,60 26,88 12,02 29,0 | 103,0 100-200
Baze / Base mmol/l 7 146,00 27,01 12,08 110 180 150-250
Kis. / Acid mmol/| 7 76,40 13,45 6,01 64,0 98,0 50-100
NH4+ mmol/| 7 9,5 1,97 0,80 7,0 13,0 <10
pH krvii / Blood pH 7 7,51 0,08 0,03 74 | 762 7,35-7,45

Zakljuéak / Conclusion

Analizom rezultata dobijenih u radu moze se zakljuditi sledece:
1. U toku dana kada su krave izlozene toplotnom stresu dolazi do
najveceg porasta pH krvi (respiratorna alkaloza).
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2. Pra¢enje NABE pruza preciznije podatke o acido-baznom statusu
krvi nego elektrohemijska reakcija urina. Dobijene vrednosti kod krava uklju¢enih
u ovaj ogled su relativno niske i kod pojedinih Zivotinja ukazuju na veci stepen op-
terecenja kiselim proizvodima metabolizma.

3. Povecana reapsorpcija bikarbonata (HCO"3) zbog poveéanog iz-
lugivanja H* preko mokrac¢e (NABE je <100) jasno pokazuje da u uslovima toplot-
nog stresa postoji moguénost za nastajanje metaboli¢ke acidoze.
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DETERMINATION OF NABE IN URINE OF HIGH-YIELD DAIRY COWS IN EARLY
LACTATION IN CONDITIONS OF MODERATE HEAT STRESS

Natalija Fratrié, I. Vujanac, H. Samanc, Danijela Kirovski, D. Gvozdi¢, M. Adamovié

The work presents the results of investigations of the effect of moderate heat
stress on the acidobasal status in high-yield dairy cows in early lactation. Improving per-
formance in high-yield dairy cows increases their inclination toward metabolic disorders.
The most likely to be affected is the acid-base balance, in particular when cows are ex-
posed to heat stress. Investigations so far have shown that the taking of urine samples and
their analysis is the best and fastest way to diagnose disorders in the acid-base balance.

Investigations were carried out on 7 clinically healthy cows of the Holstein-
Friesian breed in the phase of early lactation, 30 to 40 days (on days 30, 33 and 40 ) follow-
ing calving during the summer period, during the month of July, when there were significant
variations in daily and nightly temperatures. The cows were in the second and fourth lacta-
tion, the annual milk yield was 8000 L milk per cow. The average daily milk production in the
early phase of lactation ranged from 35 to 40 L. The cows were fed mixed rations (TMR)
twice daily. Lucerne hay in limited quantities was given to the cows prior to the mixed feed
ration. The ration for this animal category was optimized on the grounds of the daily milk
production. The balance of cations and anions in the feed ration stood at 95 mEqg/kg DM.
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The results clearly demonstrate the cows’ response to moderate heat stress through the
defense parameters in urine (urine pH, NABE (net-acid-base-excretion), acids, bases, am-
monium ion (NH,). The determination of the kidney NABE yields more correct data than the
urine pH on acidotic conditions. The results of examinations of the urine pH do not show
any digressions from physiological values and are approximately the same in all cows dur-
ing the investigated periods. Normal NABE values are from 100-200 mmol/L. Burdening
with acid products results in a NABE range from 0-100mmol/L, and metabolic acidosis re-
sults in NAB<0 mmol/L. NABE in the cows in this experiment revealed that the organism is
burdened by acid metabolic products and it stood at 58.28+27.96 mmol/L on day 30,
69.28+29.89 mmol/L on day 33, and 60.60+26.88mmol/L on day 40.

Consequently, it seems that NABE values are decreased in cases of acidosis
due to stepped up H* excretion and stepped up bicarbonate reabsorption.

Key words: NABE, urine, high-yield dairy cows, heat stress

PYCCKUN

ONPEAENEHUE HABJ B MOYE BbICOKO MOJIOYHbIX KOPOB B PAHHEW
JIAKTALMM B YCNOBUAX YMEPEHHOI'O TEMJ1IOBOIO CTPECCA

HaTtanusa ®parpuy, U. Byanau, X. lLlamaHy, [laHnena Kuposcku, [l. FBo3any,
M. AgamoBuy

B paboTe nokasaHbl pe3ynbTaTbl UCMbITAHUSA BANSHUS YMEPEHHOrO Tensno-
BOro cTpecca Ha aungo6a3ncHbIN CTaTyCc BbICOKO MOJTOYHbIX KOPOB B PaHHEN nakraumm.
YrnydweHve nepdOpMaHTOB Y BbICOKO MOJIOYHBIX KOPOB YBENMYMBaeT Npeapacnonoxe-
HVe Ana meTabonm4eckmx paccTporcTs. bonblue Bcero MoxkeT 6biTb NonagaHo aumao-
6asncHoe paBHoOBecue, TeM 6ornee, Korga KopoBbl MOABEPrHyThl TEMNIOBOMY CTpPeccy.
BbiBLNE [0 CMX NOp nccnefoBaHnsa nokasanu, 4To 6paHme obpasynka 1 aHanm3oB MOYM
camblii XOPOLLMWIA 1 Camblil 6bICTPbIA CNOCO6 ANArHOCTULMPOBaTL PAcCCTPOMUCTBA B aumao-
6a31MCHOM paBHOBECUM.

WccnepoBaHua caenaHbl Ha 7 KIMHUYECKW 340POBbIX KOPOB XOJLWTanH-
hpusniickor nopoael B hase paHHen naktaumm 30 go 40 gHsa (30, 33 n 40-oro) nocne Te-
NeHVsa B NITHEM Nepuoje, B TeHeHre Mecsala MIoNs, Korga AHEeBHbIE U HOYHble Temnepa-
Typbl 3HA4YMTENbHO BapbupoBany. Koposbl 6biv B 2 1 4 nakTauum, rogosasi MOI04HOCTb
cocTasnsana (B cymme) 8000 n1 monoka no kopose. CpefHee AHEBHOE NPON3BOACTBO MO-
noka B paHHen ase naktuum gsuranocb ot 35 Ao 40 n. KopoBbl KOpMIIEHbI MUKCU-
poBaHHbIMK narikamu (MI) gBa pasa BaeHb. CeHo MtoLepHbl B OrpaHUYEHHbIX KONMYeCT-
Bax faBaHO KOpoBaM A0 MUKCUPOBAHHOro naka. OnTuMusaums navika ans aTou kaTero-
pyn XXMBOTHbBIX COBEPLLEHA Ha OCHOBE AHEBHOr0 KOnMyecTBa NovM3BeAEéHHOro MOJoKa.
BKAI (6banaHc KaTMOHOB 1 aHWOHOB MNanka) Kopma cocTaBnsn B (cymme) 95 mEqg/kr CM.
PesynbTaTtbl ACHO MOKa3bIBAIOT OTBET KOPOB Ha YMEPHHbI TEMIOBOW CTPECC 4Yepes 0To-
6paHHble napameTpbl M3 mo4n (pH moun, NABE — net-acid-base-excretion-net acid-baza-
akckpeumnsa HABJ), kncnoTbl, 6a3bl, aMmoHui noH (NH,4). Beivecnenune novevHoro HABO3-
n faét 6onee ToYHbIE AaHHble,YeM pH MO4YM He NokasbiBatOT OTCTYMNNEHUSA OT Pm3no-
NOrMYECKUX CTOMMOCTEN 1 NPUOIM3NTENBHO Takne XXe y KOPOB BO BCEX UCMbITbIBAHHBLIX
nepuogax. HopmanbHble ctoumocTtn ana HABS ot 100-200 mmon/n. Harpyska KucnbiMu
npogykatmmn paét pacctosiHne HABS ot 0-100 mmon/n, a meTabonuyeckun aunpos
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HAB3<0 mmon/n. HABS y KOpoB B 3TOM OMbITe NOKasasn Harpy3ky opraHvm3ma KucrbiMu
meTabonunyeckumm NpoagyKTamm n coctasnan (8 cymme) 30 gHen 58,28+27,96 mmon/n, 33
AHA 69,28+29,89 mmon/n n 40 gHen 60,60+£26,88 mmon/n. Cyas no Bcemy, B Cryyasx aum-
[03a 13-3a YCUINIEHHOro n3nu4ennsa H n ycuneHnHom peabcopbumm 6ukapboHaToB Npuxo-
OWT 00 CHWKeHus ctonmocT HABD.

Kntouesble cnosa: HAB3, mo4a, BbICOKO MOI0OYHbIE KOPOBbI, TEMIOBOW CTPECC
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CRVENA KRVNA SLIKA U KRMACA TOKOM LAKTACIONOG
PERIODA’
RED BLOOD CELL COUNTS IN SOWS DURING LACTATION

Mirjana Joksimovié-Todorovi¢, Vesna Davidovié¢, Ljiljana Bokan"*

Tokom partusa i laktacije krmace su podloZne stresu i pokuSavaju
da se prilagode novonastaloj situaciji putem razli¢itih endokrinih i meta-
bolickih mehanizama. Osim endokrinih, biohemijskih promena, u orga-
nizmu krmad&a dolazi i do hematoloskih promena. Imajuéi u vidu ove ¢i-
njenice, cilj ovoga rada je bio da se ispitaju promene broja eritrocita,
koncentracije hemoglobina, vrednosti hematokrita, hematoloskih in-
deksa: prosecne zapremine eritrocita (MCV), prose¢ne vrednosti he-
moglobina u eritrocitima (MCH) i prosecne koncentracije hemoglobi-
na u eritrocitima (MCHC), kao i vrednost sedimentacije za vreme lakta-
cionog perioda kod krmaca. Ogled je izveden na deset krmaca rase
Svedski landras, od kojih je uzimana krv, prvog dana po partusu (1-6 h),
kao i u toku trece i Cetvrte nedelje laktacije. Dobijeni rezultati hema-
toloskih analiza ukazali su na smanjenje broja eritrocita, koncentracije
hemoglobina i vrednosti hematokrita tokom laktacionog perioda. Broj
eritrocita je bio statistiCki znaCajno niZi na kraju laktacije u odnosu na
broj ustanovljen prvoga dana po partusu. Koncentracija hemoglobina i
vrednost hematokrita su bili vrlo znaajno niZi na kraju laktacije u od-
nosu na prvi dan partusa. Vrednosti hematoloskih indeksa MCV, MCH i
MCHC nisu se znacajno razlikovale ni u jednom ispitivanom periodu.
Brzina sedimentacije eritrocita odredivana je 1 h i 2 h nakon partusa.

Kljucne reci: krmace, parametri crvene krvne loze, laktacioni period

Uvod / Introduction

Reproduktivni period krmaca, gestaciju i laktaciju prate brojne en-
dokrine i hematoloSke promene. Pojedini hormoni imaju vaznu ulogu pri adapta-
ciji organizma na povecane zahteve tokom laktacije. Osim promene koncentracije

*  Rad primljen za $tampu 24. 03. 2010. godine

** Dr sci. vet. med. Mirjana Joksimovi¢-Todorovi¢, profesor, mr sci. vet. med. Vesna Davidovic,
asistent, Poljoprivredni fakultet, Zemun; Ljiljana Bokan, Klinicko-bolni¢ki centar Zemun,
Srbija
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oksitocina i prolaktina (Varlos i sar., 2004), menja se i koncentracija pojedinih di-
gestivnih hormona (gastrina, somatostatina i vazoaktivhog intestinalnog peptida)
koji optimiziraju digestivne procese zadovoljavajuci potrebu za pove¢anom ener-
gijom tokom laktacije (Algers i Uvnas-Moberg, 2007).

Nakon partusa, u organizmu krmaca anaboli¢ki procesi prelaze u ka-
taboli¢ke. Najintenzivniji su na pocetku laktacije kod krmaca sa niskim mortalite-
tom prasadi, a kod krmaca sa visokim mortalitetom u trecoj nedelji laktacije, kada
je i proizvodnja mleka najvisa (Varlos, 2003). MetaboliCki stres prati bremenitost i
laktaciju. Pored endokrinih i biohemijskih promena, ustanovljene su i hema-
toloske, kod mle¢nih krava (Quiroz-Rocha i sar., 2009), ovaca (Vihan i Rai, 1987) i
krmaca (Dhabhar i McEven, 2001). Broj eritrocita se postepeno smanjuje tokom
bremenitosti i ostaje nizak sve do pete nedelje nakon partusa kod domacih zivot-
inja (Jain, 1993). Smanjenje broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i vred-
nosti hematokrita deSavaju se u prepartalnom periodu, $to je posledica hemodilu-
cije (Mbassa i Poulsen, 1991). Hemodilucija u periodu kasnog graviditeta je vazna
jer redukuje viskozitet krvi i povec¢ava protok krvi u malim krvnim sudovima (Guy-
ton i Hall, 1996). Povec¢an protok krvi u placentalnim krvnim sudovima povecéava
difuziju nutricijenata i kiseonika u fetus. Ovu hipotezu potvrdili su Pere i sar. (1996)
u ogledu na krmacama.

Broj eritrocita se smanjuje uglavnom dve nedelje pre partusa $to se
nastavlja do kraja laktacije. Koncentracija hemoglobina takode opada tokom lak-
tacionog perioda. Prose¢na vrednost hematokrita je najniza na kraju laktacije
(Thorn, 2000). Nasuprot ovim istrazivanjima, Damgaard i sar. (2009) su ustanovili
najmaniji broj eritrocita i vrednost hematokrita u prvim satima nakon partusa. Ovi
autori navode da se broj eritrocita i vrednost hematokrita nakon partusa poveca-
va, tako da veé Sestog dana dostizu vrednosti zabeleZene pet dana pre partusa.
Hematoloski indeksi, MCV, MCH i MCHC ne menjaju se znac¢ajno u toku lakta-
cionog perioda u odnosu na period gestacije (Thorn, 2000). Sedimentacija eri-
trocita kod krmaca je brza nego kod drugih domacih Zivotinja i podlozna je dnev-
nim fluktuacijama (Imlah i McTaggart, 1977).

Materijal i metode / Material and methods

Ogled je izveden na deset krmaca rase Svedski landras u toku lakta-
cionog perioda (1-6 h po partusu, tre¢e i Cetvrte nedelje laktacije) na jednoj farmiu
Srbiji. Sve krmace u ogledu su bile tre¢epraskinje sa telesnom masom od 12010
kg i hranjene su komercijalnim sme$ama ad libitum. Broj prasadi po leglu je bio od
12 do 14 i u toku postpartalnog perioda nije bilo mortaliteta. Uzorci krvi su uzimani
iz uSne vene u epruvete VF-054 SDK (sa EDTA) za odredivanje hematolo$kih
parametara i epruvete VT-965 SES za ispitivanje brzine sedimentacije. Vrednosti
hematoloskih parametara — broj eritrocita, koncentracija hemoglobina (Hb) i vred-
nost hematokrita (Ht), odredivani su pomoc¢u automatskog hematoloSkog anali-
zatora Arcus Diatron®, Gmbh Wien, Austria. Brzina sedimentacije eritrocita ocita-
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vana je samo 1 h i 2 h nakon partusa, na kompletu za odredivanje sedimentacije
~SEDISPEKT“. Hematolo$ki indeksi, MCV, MCH i MCHC su izraunati na osnovu
broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i vrednosti hematokrita.

Testiranje znagajnosti ustanovljenih razlika izmedu srednjih vrednosti
ispitivanih hematoloskih parametara izvr§eno je Studentovim t-testom.

Rezultati istrazivanja i diskusija / Results and discussion

Rezultati ispitivanja vrednosti parametara crvene krvne loze: broja eri-
trocita, koncentracije hemoglobina i vrednosti hematokrita u krvi krmaca rase
Svedski landras u toku laktacionog perioda (1-6 h po partusu, treée i Cetvrte
nedelje laktacije) prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Broj eitrocita, koncentracija hemoglobina i vrednost hematokrita /
Table 1. Number of erythrocytes, haemoglobin concentration and haematocrit value

Prvi dan po partusu / Tre¢a nedelje Cetvrta nedelje
Hematologki parametri / First day postpartum laktacije / laktacije / Fourth week
Haematological parameters (1-6 h/ 1-6 hr) Third week of lactation of lactation
X SD X SD X SD
Broj eritrocita /
Number of erythrocytes (1012/)) 5,09 0.32 472 0,37 4,61 0,28
Koncentracija hemoglobina /
Haemoglobin concentration () | 11471 2,93 108,43 5,06 96,14 11,39
Vrednost hematokrita / 3766 | 159 | 3561 197 | 3361 2,02
Haematocrit value (%)

Ispitivanjem broja eritrocita najviSa vrednost utvrdena je nakon par-
tusa (5,09+0,32x10'?/l), a najniza na kraju laktacije (4,61=0,28x10'2/l). Sta-
tisticki znacCajna razlika kod oglednih jedinki ustanovljena je prvog dana po par-
tusu u odnosu na kraj laktacije (P<0,05). Izmedu vrednosti broja eritrocita us-
tanovljenih trece i Cetvrte nedelje laktacije nije utvrdena signifikantna razlika.

Najveca koncentracija hemoglobina zabelezena je prvog dana po
partusu (114,71+2,93 g/l). Ova vrednost je znac¢ajno veca (P<0,05) u odnosu na
vrednost ustanovljenu tre¢e nedelje, a statisticki znaCajno veca u poredenju sa
koncentracijom Hb zabelezenom na kraju laktacije (P<0,01). Utvrdena je stati-
stiCki znaCajno veca prosecna vrednost koncentracije Hb trece u odnosu na Cet-
vriu nedelju laktacije (P<0,01).

ProseCne vrednosti hematokrita ispitivanih grla razlikovale su se u is-
pitivanim vremenskim intervalima. NajviSa vrednost ustanovljena je nakon par-
tusa (37,66+1,59), a najniza na kraju laktacije (33,61+2,02). StatistiCki znacajna
razlika ustanovljena je jedino izmedu vrednosti registrovanih po partusu i na kraju
laktacije (P<0,01).
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U tabeli 2 prikazane su vrednosti hematolo$kih indeksa (MCV, MCH i
MCHC) tokom laktacionog perioda.

Tabela 2. Vrednosti hematoloskih indeksa (MCV, MCH, MCHC) /
Table 2. Values of haematological indexes (MCV MCH and MCHC)

! | ol | T sk | S e el
Haematological (1-6h/ 1-6 hn)

Indexes X sD M D = <
MCV (u3) 62,93 1,66 63,17 3,21 64,23 0,90
MCH (pg) 21,37 1,34 21,67 1,60 22,49 0,67

MCHC (g/) 318,14 3,85 319,08 2,45 320,43 3,51

Vrednosti hematolo$kih indeksa su varirale tokom laktacionog perio-
da u veoma uskim granicama, bez statisti¢ki zna¢ajnih promena.

Srednja vrednost brzine sedimentacije 1h nakon partusa iznosila je
31,86+3,89 mm i bila je niza u odnosu na onu izmerenu nakon 2 h (37,57
3,15 mm).

IstraZivanja koja je izvela Thorn (2000) ukazuju na to da se kod krmaca
tokom laktacionog perioda smanjuje broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i
vrednost hematokrita, $to je u skladu sa nasim ispitivanjima. Autor navodi da 1-6 h
nakon partusa dolazi do smanjenja broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i
vrednosti hematokrita kod krmaca i da se taj trend nastavlja do kraja laktacije.
Navedeni parametri krvi bili su nizi za 10-15% na kraju laktacije u odnosu na prve
sate nakon partusa. Medutim, Made i Wujanz (1997) navode da u toku lakta-
cionog perioda krmaca ne dolazi do znacajnih promena vrednosti parametara
crvene krvne loze kod zdravih jedinki, ve¢ samo u slu€aju pojave puerperalnih
oboljenja. Nasuprot nasim istrazivanjima, Damgaard i sar. (2009) su ustanovili
najmaniji broj eritrocita i najnizu vrednost hematokrita prvog dana partusa, a ve¢
Sestoga dana laktacije ove vrednosti su bile priblizno jednake vrednostima us-
tanovljenim petoga dana pre partusa. Autori navode da su niske vrednosti hema-
tokrita i broja eritrocita kod krmaca nakon partusa rezultat fizioloSkih promena u
volumenu krvi i hemoragija koje su u vezi sa partusom. Egeli i sar. (1998) navode
da se znacajan pad broja eritrocita i vrednost hematokrita u krmaca deSava u pre-
partalnom periodu, pocev od tri nedelje pre partusa do samog prasenja, dok Dun-
gan i sar. (1995) ukazuju na to da trend smanjenja ovih hematoloskih parametara
pocinje dve nedelje pre partusa i traje do kraja laktacije. Broj eritrocita, hematokrit-
ska vrednost i MCV se zna€ajno smanjuju u toku graviditeta, dok se koncentracija
hemoglobina smanjuje i u graviditetu i u laktaciji (Zvorc i sar., 2006). Calvo i sar.
(1989) su ustanovili znacajno smanjenje koncentracije hemoglobina u prvoj
polovini gestacije sa najnizim vrednostima u drugom mesecu nakon inseminacije.
Pad vrednosti hemoglobina za vreme gestacije nije uzrokovan samo njegovom
mobilizacijom iz krvi majke u cirkulaciju ploda ve¢ i dilucijom krvi u krmaca (Singh
i sar., 1991).
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Zakljucak / Conclusion

Prepartalni i postpartalni period krmaca prac¢en je metaboli¢kim stre-
som. Smanjenje vrednosti parametara crvene krvne loze deSava se pri kraju ges-
tacije i nastavlja se tokom celog laktacionog perioda. Za vreme ovog fizioloSkog
stanja krmace se adaptiraju na izrazite promene vaznih parametara, razli¢itim en-
dokrinim i metaboli¢kim mehanizmima.
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RED BLOOD CELL COUNTS IN SOWS DURING LACTATION
Mirjana Joksimovié-Todorovié¢, Vesna Davidovi¢, Ljiljana Bokan

In the course of parturition and lactation, sows are susceptible to stress and
make an effort to adapt to the newly-formed situation through different endocrine and meta-
bolic mechanisms. In addition to endocrine, biochemical changes, haematological chan-
ges also occur in the sow organism. Having these facts in mind, the objective of this work
was to examine the changes in the number of erythrocytes, haemoglobin concentration,
haematocrit value, haematological indexes: mean corpuscular erythrocyte volume (MCV),
mean corpuscular haemoglobin (MCH) in erythrocyte and mean corpuscular haemoglobin
concentration (MCHC) in erythrocytes, as well as sedimentation values during the period of
lactation in sows. The experiment was performed on ten sows of the Swedish Landrace
breed, from which blood was taken on the first day postpartum (1-6 h), and during the third
and fourth weeks of lactation. The obtained results of haematological analyses indicated a
reduced number of erythrocytes, haemoglobin concentration and haematocrit value dur-
ing the lactation period. The number of erythrocytes was significantly lower at the end of
lactation in comparison with the number established on the first day postpartum. The hae-
moglobin concentration and haematocrit value were very significantly lower at the end of
lactation against the first day postpartum. The values of the haematological indexes MCV,
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MCH and MCHC did not differ significantly in any of the examined periods. The rate of
erythrocyte sedimentation was determined 1 h and 2 h postpartum.

Key words: sows, red blood count parameters, lactation period

PYCCKUA

KPACHASA KPOBAHAA KAPTUHA Y CBUHOMATOK B TEHEHUE
JTAKTALUMOHHOI'O NEPUOOA

MupsiHa Mokcumosuuy-Togoposuy, BecHa [laBngosuy, JiunsHa Bokaw

B TeueHve poAos 1 nakTauum CBUHOMATKW CKITOHHbIE CTPECCY U NbITaloTCA
NpUCNOCOBUTLCA HOBOHACTYNMBLLEW CUTYaLun NYyTEM pasnnyHbIX IHAOKPUHHBIX U MeTa-
60NN4ECKNX MEXaHU3MOB. Kpome 3HAOKPUHHBIX, OBUMOXMMNYECKUX U3MEHEHWI, B OpraH-
n3mMe CBMHOMATOK MPUXOAWT M A0 rematoniorm4eckux uameHeHun. imes B Bugy 9Tu
haKTbl, Lenb 3Toi paboThbl Obina UCMblTaTb M3MEHEHNS YNCa IPUTPOULTOB, KOHLIEHTpa-
LM remornobmHa, CTOMMOCTM FeMaToOKpUTOB, FeMaTonormM4ecknx MHAEKCOB: cpegHne ém-
KocTu aputpoumTos (CED), cpeaHme cTommocTyn remornobuHa B aputpoumtax (CCIro) u
cpenHve KoHLeHTpaumm remornobuHa B aputpoumTax (CKIF3), cnoBHO M CTOMMOCTbL cefu-
MeHTaLuuM BO BpeMS NaKTaLMOHHOro nepuoaa y cBMHomaTok. OnbIT BblBEAEH Ha AecsATb
CBUHOMATOK NOPO/AbI WWBEACKUA NaHApac, U3 KOTopbIX 6paHa KpoBb NEPBOro AHSA nocne
poaos (1-6 4.), TpeTben n 4eTBEPTOM Hegenun naktTauun. NonyyeHHble pesynbTaTbl rema-
TOMOrMYECKNX aHaNM30B yKasanu Ha yMeHbLUEHUe Y/cna 3pUTPOLMTOB KOHLEHTpauum
remrriobuHa n CTOMMOCTW reMaToKpPUTOB B TEeYeHWe NakTaumoHHOro neppuoga. Yncno
3PUTPOLIMTOB ObINIO CTATUCTUHECKM 3HAUUTENBbHO HVDKE Ha KOHLE NaKTauym B OTHOLLEHUN
yncna, yCTaHOBMEHHOrO NepBOro AHA nocne poAos. KoHueHTpaums reMornobvHa n ctou-
MOCTb reMaTokpuTa ObISIn O4eHb 3HAUYUTESNBHO HUXKE Ha KOHLE NakTaumMm B OTHOLLEHUN
nepeoro AHA poaoB. CTOMMOCTM reMaTonormyecknx nHaekcos CEQ, CCId u CKI3 e
3HaYNTENBbHO PasnMyanncb HU B O4HOM UCTbITbIBAHHOM nepuoge. CKopoCcTb cefumeHTa-
Lun 3puTpoLMTOB ornpeferbiBaHa 14. n 24. nocrie poaos.

KntoyeBble crioBa: CBUHOMAaTKM, NapamMeTpbl KPaCHON KPOBSIHOM N103bl, NaKTaLMOHHbI
nepuog,
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ZNACAJ KONTINUIRANOG ISPITIVANJA PRISUSTVA NEKIH
HEMIJSKIH KONTAMINENATA U JETRI GOVEDA, SVINJA I

BROJLERA

SIGNIFICANCE OF CONTINUOUS EXAMINATIONS FOR PRESENCE
OF CERTAIN CHEMICAL CONTAMINANTS IN LIVERS OF CATTLE,

PIGS AND BROILERS

Zorica Novakovié, Tamara Geri¢, Tamara Boskovi¢, Jelana Jovanovié,

S. Jankovié, S. Stefanovié™

*

U radu su predstavljeni rezultati ispitivanja ostataka toksicnih ele-
menata u jetri goveda, svinja i brojlera, u uzorcima koji su uzeti prema
Programu sistematskog pracenja rezidua u toku prvih 6 meseci 2010.
godine. Cilj rada bio je da se proveri zdravstvena bezbednost jetre
svinja, goveda i brojlera i da se sagleda znacaj sistematske i kontinui-
rane kontrole i pravilne edukacije svih subjekata u lancu ishrane.
Uzorci jetre uzeti su na linijama klanja, u skladu sa Pravilnikom o
utvrdivanju programa sistematskog pracenja rezidua farmakoloskih,
hormonskih i drugih Stetnih materija kod Zivotinja, proizvoda Zivoti-
njskog porekla, hrane Zivotinjskog porekla i hrane za Zivotinje. Koli¢ine
arsena u svim uzorcima bile su ispod limita detekcije koriséene me-
tode, a koncentracija Zive u jednom uzorku jetre brojlera bila je
0,006 mg/kg. SadrZaj kadmijuma u Cetiri uzorka jetre junadi iznosio je
0,056 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,012 mg/kg i 0,049 mg/kg. U osam uzo-
raka jetre svinja vrednosti kadmijum su se kretale u opsegu od 0,019
do 0,148 mg/kg, a u jetri brojlera u dva uzorka bile su 0,017 mg/kg i
0,020 mg/kg. Olovo je nadeno u dva uzorka jetre junadi i to u koncen-
traciji od 0,35 mg/kg i 0,18 mg/kg. Rezultati ispitivanja pokazali su da ni
u jednom uzorku jetre junadi, svinja i brojlera nisu utvrdene koli¢ine
toksicnih elemenata veé¢e od maksimalno dozvoljenih i da je jetra iznu-
trica Cije je koriséenje u ishrani ljudi bezbedno.

Kljucne reci: jetra, toksi¢ni elementi, ishrana ljudi

Rad primljen za Stampu 25. 08. 2010. godine
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nologiju mesa, Beograd, Srbija
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Uvod / Introduction

Jestivi unutrasnji organi, odnosno iznutrice, osnova su mnogih jela
koja se posluzuju kao deo etnogastronomskih obi¢aja u velikom broju restorana.
Englezi ih nazivaju offals, vrlo sli¢no grékom omfalos, a Francuzi abats de bouche-
rie. NajviSe kori§¢ena i najpopularnija iznutrica je jetra, od raznih vrsta Zivotinja, u
zavisnosti od ukusa i navika.

lako se, prema odredbama Pravilnika o kvalitetu i drugim zahtevima
za proizvode od mesa (,Sl. list SCG*, br. 33/2004), jetra koristi u izradi proizvoda
od mesa koji se obraduju toplotom, ona moZe da predstavlja potencijalnu opas-
nost jer se u njoj mogu akumulirati toksi¢ni elementi.

Radi zaStite potroSata od uno$enja nedozvoljenih koli¢ina razli¢itih
toksi¢nih supstancija proizvodima zivotinjskog porekla, sve zemlje ¢lanice Evrop-
ske unije, kao i tre¢e zemlje, u obavezi su da, na osnovu Direktive Saveta EU
96/23/EC (Off J of the EU 1996, L125), sistematski ispituju prisustvo rezidua
razli¢itin vrsta jedinjenja u odredenom procentu godidnje proizvodnje date vrste
zivotinja ili primarnih proizvoda Zivotinjskog porekla, prema definisanom sistemu
uzimanja uzoraka na osnovu odluke komisije EU 98/179/EC (Off J of the EU 1998,
L65).

Pod reziduama u namirnicama animalnog porekla podrazumevaju se
ostaci razli€itih jedinjenja sa kojima Zivotinje tokom zivota, preko hrane ili tret-
mana, dolaze u kontakt i koji zaostaju u tkivima Zivotinja posle klanja ili u njihovim
primarnim proizvodima i ulaze u lanac ishrane ¢oveka.

Kontaminenti su nepozeljna jedinjenja koja do Zivotinja i biljaka do-
spevaju bez znanja ili direktne aktivnosti Coveka — putem vazduha, vode ili hrane
(toksi¢ni elementi, polihlorovani bifenili, dioksini).

Sistematsko ispitivanje (monitoring) odredenih supstanci i njihovih
rezidua u Zivotinjama, primarnim proizvodima animalnog porekla, vodi i hrani za
zivotinje sprovodi se od pocetka 70-ih. Cilj ovakvog sistematskog praéenja rezi-
dua i kontaminenata je da se zastiti zdravlje potroSaca, obezbedivanjem da meso
i primarni proizvodi animalnog porekla ne sadrze nedozvoljene koli¢ine rezidua i
kontaminenata, da se spreci klanje zZivotinja i proizvodnja i plasman mesa, mleka,
jaja i meda sa koli¢inama rezidua i kontaminenata iznad dozvoljenih koli¢ina, da
se identifikuju primarni proizvodi animalnog porekla koji sadrze rezidue i kontami-
nente iznad dozvoljenih koli€ina i spreci njihov ulazak u lanac ishrane (Spiri¢ i sar.,
1999; Spiri¢ i sar., 2001).

Zbog toga je informisanje proizvodaca iz industrije mesa i uzgajivaca
zivotinja, uz stalno ukazivanje na drustvenu odgovornost koju imaju kada se go-
vori o izradi proizvoda od mesa, pravilnoj ishrani ljudi, nacinu leenja i kori§¢enju
lekova za Zivotinje (Pappaioanou, 2004; Sargeant, 2008), put za prevenciju
mnogobrojnih oboljenja i kod ljudi i kod Zivotinja. S druge strane, edukacijom po-
troS§aca o nacinu ishrane, Cuvanju hrane i njenim nutritivnim vrednostima, takode
bi se smanijili rizici po zdravlje ljudi (McKeown, 2003).
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Ciljrada bio je da se proveri bezbednost jetre svinja, govedai brojlerai
da se sagleda znacaj sistematske i kontinuirane kontrole i pravilne edukacije svih
subjekata u lancu ishrane.

Materijal i metode / Material and methods

Materijal ispitivanja, u ovom radu, bili su uzorci jetre, goveda, svinja i
brojlera, koji su uzorkovani prema Programu sistematskog praéenja rezidua u
toku prvih 6 meseci 2010. godine. Uzorci jetre uzeti su na linijama klanja, u skladu
sa Pravilnikom o utvrdivanju programa sistematskog praéenja rezidua farmak-
oloskih, hormonskih i drugih Stetnih materija kod Zivotinja, proizvoda zZivotinjskog
porekla, hrane zivotinjskog porekla i hrane za Zzivotinje (,SI. glasnik RS, br.
91/2009), a prema Instrukciji o pravilima sluzbenog uzorkovanja za monitoring
odredenih supstanci i rezidua u zivim Zivotinjama (06.04.2010). Ispitivanja su pri-
lagodena obimu i u€estalosti definisanim u prilogu 3. Programa sistematskog
pracenja rezidua farmakoloskih, hormonskih i drugih Stetnih materija kod zivot-
inja, proizvoda zivotinjskog porekla, hrane Zivotinjskog porekla i hrane za Zivot-
inje, koji €ini sastavni deo pomenutog Pravilnika.

Sadrzaj toksi¢nih elemenata ispitan je u 5 uzorka jetre goveda, 8 uzo-
raka jetre svinja i u 5 uzoraka jetre brojlera akreditovanim metodama, i to olova i
kadmijuma, plamenom atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom (AAS),
sadrzaj arsena AAS hidridnom tehnikom, a sadrzaj zive AAS tehnikom hladnih
para.

Rezultati i diskusija / Results and discussion

lako jetra predstavlja jestivi unutrasnji organ, ona moze da se koristi
samo u izradi proizvoda od mesa koji se obraduju toplotom (Pravilnik o kvalitetu i
drugim zahtevima za proizvode od mesa ,Sluzbeni list SCG®, br. 33/2004).
Upotreba ove namirnice moze da bude problemati¢na jer se u njoj mogu akumuli-
rati toksi€ni elementi, koji predstavljaju opasnost po ljudsko zdravlje.

U tabeli 1 su prikazani rezultati ispitivanja sadrzaja toksi¢nih eleme-
nata u jetri goveda, svinja i brojlera.

Ispitivanja toksi¢nih elemenata su pokazala da ni u jednom uzorku je-
tre junadi, svinja i brojlera, nisu utvrdene koli¢ine ve¢e od maksimalno dozvoljenih
(Pravilnik o koli¢inama pesticida, metala i metaloida ....., ,Sluzbeni list SRJ“, br.
5/92, 11/92, 32/2002).

Koncentracija arsena u ispitanim uzorcima jetre sve tri vrste Zivotinja
bila je ispod limita detekcije kori§¢ene metode.

Koncentracija Zive u uzorcima jetre sve tri vrste Zivotinja bila je ispod
maksimalno dozvoljenih koli¢ina, osim u jednom uzorku jetre brojlera, u kome je
utvrdeno 0,006 mg/kg.
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Tabela 1. SadrZaj toksicnih elemenata u jetri (mg/kg) /
Table 1. Contents of toxic elements in liver (mg/kg)

Maksimalno dozvoljene koli¢ine / Maximum permitted quantities

Hg Cd Pb As

0.100 0.500 0.50 0.50
Jetra junadi / Calf liver
0,006 0,056 0,05 0,01
0,005 0,008 0,05 0,01
0,005 0,005 0,35 0,01
0,005 0,012 0,05 0,01
0,005 0,049 0,18 0,01
Jetra svinja / Pig liver
0,005 0,030 0,05 0,01
0,005 0,043 0,05 0,01
0,005 0,043 0,05 0,01
0,005 0,019 0,05 0,01
0,005 0,052 0,05 0,01
0,005 0,148 0,05 0,01
0,005 0,022 0,05 0,01
0,005 0,005 0,05 0,01
Jetra brojlera / Broiler liver

0,005 0,017 0,05 0,01
0,005 0,005 0,05 0,01
0,005 0,020 0,05 0,01
0,005 0,005 0,05 0,01
0,005 0,005 0,05 0,01

Sadrzaj kadmijuma je u jednom uzorku jetre junadi bio ispod limita de-
tekcije, dok je u ostalim uzorcima iznosio 0,056 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,012 mg/kg
i 0,049 mg/kg.

U jednom uzorku jetre svinja, sadrzaj kadmijuma bio je ispod limita
detekcije, dok je u ostalim uzorcima bio u opsegu od 0,019 do 0,148 mg/kg. Us-
tanovljene koli¢ine kadmijuma su znatno ispod maksimalno dozvoljene koncen-
tracije ovog elementa. U jetri brojlera, sadrzaj kadmijuma je u dva uzorka iznosio
0,017, odnosno 0,020 mg/kg, dok je u preostala tri uzorka bio ispod limita detek-
cije primenjene metode.

Sadrzaj olova u svim ispitanim uzorcima jetre svinja i brojlera bio je is-
pod limita detekcije primenjene metode. U jetri junadi, u tri uzorka, sadrzaj olova
bio je ispod limita detekcije, dok je u dva uzorka iznosio 0,18 i 0,35 mg/kg, $to
predstavlja vrednosti koje su ispod maksimalno dozvoljenih koli¢ina.
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Koli¢ine arsena u svim ispitanim uzorcima jetre junadi, svinja i brojlera
bile su ispod limita detekcije primenjene metode.

Sliéna istrazivanja sproveli su Lili¢ i sar. (Lili¢ i sar., 2009), koji su
takode ustanovili da sadrzaj toksi¢nih elemenata u jetri goveda i svinja ne prelazi
maksimalnu dozvoljenu koli€inu.

Olovo (Pb) je najrasprostranjeniji toksi¢ni metal. U prirodi se nalazi u
zemljinoj kori i najzastupljeniji je od svih teskih metala. Uglavnom se javlja u formi
neorganskih jedinjenja i to naj¢es¢e kao PbS. Olovo se akumulira u kostima i
manjim delom u jetri, bubrezima i mekim tkivima. Trovanje olovom uti¢e na funk-
ciju mozga i nervnog sistema, smanjuje stepen inteligencije, mo¢ zapazanja i
memorisanja, a u tezim sluCajevima dovodi i do letalnog ishoda (Jasi¢, 2009).

Ziva (Hg) se javlja u elementarnom obliku, kao Hg(l) i Hg(ll) jedinjenja,
u organskoj ili neorganskoj formi i najées¢e u hranu dospeva upotrebom pesti-
cida. Toksi¢na je i u elementarnom obliku i u svim svojim jedinjenjima. Simptomi
trovanja zivom javljaju se u organima za varenje, a zatim u nervnom sistemu
(Jasi¢, 2009).

Kadmijum (Cd) u hranu dolazi iz prirodnih izvora. Velike koli¢ine kad-
mijuma u bubrezima izazivaju oSteéenja tkiva bubrega, uti€u na nastanak ka-
menca i na povecanje krvnog pritiska. Kadmijum uti¢e na strukturu kostiju do-
vodedi do njihove deformacije. Cest je uzrok anemije, o$teéenja srca i bubrega, a i
kancerogen je (Jasi¢, 2009).

Arsen (As) je rasprostranjen u biosferi u organskoj i neorganskoj
formi. U maloj koli€ini je u elementarnom stanju, a ve¢im delom u vidu neorgan-
skih jedinjenja (As,03, NagAsOs, AsCls, As,05, NasAsO,). Arsen koji je vezan u or-
ganska jedinjenja (As®*) i elementarni arsen nisu toksi¢ni za razliku od neorgan-
skog trovalentnog arsena (As3+). Arsen se akumulira u telu, posebno u kosi, koZzi i
nekim unutrasnjim organima. Trovanje arsenom izaziva opadanje kose, dermatitis
i probleme organa za varenje, zatim premorenost, glavobolju, psiholoske prob-
leme i odredene promene na jetri i bubrezima (Spiri¢ i sar., 1999; 2001; 2007;
Jasi¢, 2009).

Iz navedenih razloga, Evropska unija je, u skladu sa sveobuhvatnom
namerom zastite zdravlja potroSaca, obavezala zemlje €lanice i tre¢e zemlje da
sprovedu sistematsku kontrolu rezidua toksi¢nih elemenata u namirnicama. Na
osnovu toga je Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike
Srbije 2009. godine, u skladu sa Zakonom o veterinarstvu, donelo Pravilnik o
utvrdivanju programa sistematskog prac¢enja rezidua farmakoloskih, hormonskih
i drugih Stetnih materija kod zZivotinja, proizvoda Zivotinjskog porekla, hrane zivot-
injskog porekla i hrane za Zivotinje (,SI. glasnik RS, br. 91/2009).

Program sistematskog ispitivanja rezidua usaglasen je sa zahtevima
Evropske unije, kako po vrsti ispitivanih supstanci, tako i po broju uzoraka i pri-
menjenim analitickim metodama (Jankovi¢ i sar., 2008).

Jetra goveda, svinja i brojlera nalazi svoje mesto u kulinarstvu i u in-
dustriji mesa. Koristi se, uglavhom, za proizvodnju jetrenih kobasica i paSteta,
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naroCito zbog dobrih tehnoloSkih i senzorskih karakteristika. Jetra ima ulogu
emulgatora i stabilizatora nadeva jetrenih kobasica i pasteta. Proteini jetre stabili-
zuju nadeyv jetrenih kobasica. Rastvoreni proteini usitnjene jetre povezuju disper-
govane masne kapljice u nadevu doprinoseci na taj nacin formiranju stabilnih ge-
lova nadeva jetrenih kobasica i pasteta u kojima su imobilizovane emulzije masti i
vode i suspenzije usitnjenih tkiva (Vukovi¢, 2006). Zbog toga je Pravilnikom o kva-
litetu i drugim zahtevima za proizvode od mesa (,Sluzbeni list SCG*, br. 33/2004)
propisano da jetrene kobasice i pastete moraju da sadrze najmanje 10 % jetre.
Kao osnovni sastojak, jetra doprinosi gotovom proizvodu svojom nutritivnom
vrednos$cu. Jetra junadi ima energetsku vrednost od 533 kJ, proseCan sadrzaj
proteina 20,3 % i masti, 3,0 %. SadrZaj zasi¢enih masnih kiselina je 0,951 g/100 g,
mononezasi¢enih masnih kiselina 0,317 g/100 g, polinezasi¢enih masnih kiselina
0,952 g/100 g i 300 mg/100 g holesterola. Jetra svinja ima energetsku vrednost od
524 kJ, prose¢an sadrzaj proteina je 21,1 %, a masti 3,4 %, zasi¢enih masnih
kiselina ima 1,08 g/100 g, mononezasi¢enih masnih kiselina 0,538 g/100 g, poli-
nezasi¢enih masnih kiselina 0,216 g/100 g i 300 mg/100 g holesterola. Pile¢a jetra
ima prosecnu energetsku vrednost od 570 kJ, a relativan sadrzaj proteina 22,1 % i
4,7 % masti. Prose¢an sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina je 1,48 g/100 g, mono-
nezasic¢enih masnih kiselina 1,18 g/100 g, polinezasi¢enih masnih kiselina
0,773 g/100 gi holesterola 555 mg/100 g (Danish Food Composition Databank).

Zakljuéak / Conclusion

Rezultati ispitivanja pokazali su da je prisustvo toksi¢nih elemenata u
jetri junadi, svinja i brojlera ispod maksimalno dozvoljenih koli¢ina, a u vedini
slu€ajeva i ispod limita detekcije primenjene metode, $to jetru ovih zZivotinja &ini
pogodnom za kori§éenje u ishrani ljudi i izradi proizvoda od mesa.

Zahvaljujuci konstantnom podizanju nivoa svesti potroSaca, sistemat-
skoj edukaciji proizvodaca i monitoringu rezidua i kontaminenata iz okoline, rizici
koji mogu da nastanu kori§éenjem jetre domacih zivotinja u ishrani ljudi svedeni
SU na najmanju mogucéu meru.
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ENGLISH

SIGNIFICANCE OF CONTINUOUS EXAMINATIONS FOR PRESENCE OF CERTAIN
CHEMICAL CONTAMINANTS IN LIVERS OF CATTLE, PIGS AND BROILERS

Zorica Novakovi¢, Tamara Geri¢, Tamara Boskovi¢, Jelana Jovanovi¢,
Sasa Jankovi¢, Srdan Stefanovi¢

The paper presents the results of investigations of toxic elements residue in
the liver of cattle, pig and broilers, in samples taken in keeping with the Programme for the
systematic monitoring of residue during the first six months of the year 2010. The objective
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of the work was to evaluate the health safety of livers of pigs, cattle and broilers, and to as-
sess the importance of systematic and continuous control and sound education of all sub-
jects involved in the food chain. Liver samples were taken on the slaughter lines, in keeping
with the Regulations on establishing a programme for the systematic monitoring of residue
of pharmacological, hormone and other harmful matter in animals, products of animal ori-
gin, and food for animal consumption. The quantities of arsenic in all samples were below
the limit of detection by the applied method, and mercury concentration in one sample of a
broiler liver was 0.006 mg/kg. Cadmium content in four samples of calf livers was 0.056
mg/kg, 0.008 mg/kg, 0.012 mg/kg and 0.049 mg/kg. Results for cadmium in eight samples
of pig livers ranged in concentration from 0.019 to 0.148 mg/kg, and they were 0.017 mg/kg
and 0.020 mg/kg in two samples of broiler livers. Lead was established in two samples of
calf livers, in concentrations of 0.35 mg/kg and 0.18 mg/kg. The results of these investiga-
tions have shown that not a single liver sample from calves, pigs or broilers had quantities
of toxic elements that were higher than the permitted levels and that the liver is a safe for
use in the human diet.

Key words: liver, toxic elements, human diet

PYCCKUA

3HAYEHUE KOHTUHYWUPOBAHHOI'O UCMbITAHUA NPUCYTCTBUA
KOHTAMWHEHTOB U3 OKPECTHOCTMU B NEYEHN KPYINHOIO POrATOro
CKOTA, CBUHEN 1 BPOUINTIEPOB

3opuya HosakoBuu, Tamapa Fepuy, Tamapa Bolwkosuy, EnaHa MoBaHoBuy,
Cawa SlHkoBuY, CpaxaH CtechaHoBUY

B paboTe npepcTaBneHbl pe3ynbTaTbl UCMbITAHUS OCTATKOB TOKCUYECKMX
3MTEMEHTOB B NMEYEHN KPYMHOro poratoro ckoTa, CBMHEN 1 6ponnepos, obpasymkax, B3s-
Thix No [NporpamMmMe cMCTEMaTUHECKON CIIEXXKMN OCTATKOB B TeYEHWe nepsbix 6 MecsLeB
2010 roga. Llenb paboTbl 6b1n1a NPOBEPUTL 34PaBOOXPAHUTESIbHYIO 6€30MacHOCTb neve-
HM CBUHEW, KPYMHOro poraToro ckota 1 6povnepoB n 0603peTb 3Ha4YeHne cuctemartye-
CKOr0 U KOHTWHYMPOBAHHOIO KOTPOJSISi U NMPaBWUIbHOMO BOCMMUTAHUSI BCEX CYObEKTOB B
uenu nutaHus. ObpaymKn nedeHn B3ATbl HA NMHKAX Y605, B COOTBETCTBUMN C NHCTPYK-
Lmel 0 yTBEPXXAEHUM NPOrPaMMbl CUCTEMATUHECKON CNEXKM OCTATKOB hapMmakorornye-
CKWX, TOPMOHamNbHbIX U APYrMX BPEeAHbIX BELWECTB Y XXUBOTHbIX, MPOAYKTOB XXNBOTHOrO
NMPOUCXOXAEHNS, KOPMa XXUBOTHOMO MPOUCXOXAEHUSA U KOpMa AN XUBOTHbIX. Konnye-
CTBa MbllWbSAKA BO BCEX 06pa3vKMKax bblnv HUXKe NMMnUTa A4eTeKUMn, MoNIb30BaHHOro Me-
TOA4A, @ KOHUEHTpauusa pTyTu B 0AHOM obpasuumke neveHun 6ponnepos 6bina 0,006 mr/kr.
CopepxaHue KaaMus B HeTbIpéx obpasymnkax neveHn Tenywek nnm Monoapix 6bI4KoB co-
ctaenano B (cymme) 0,056 mr/kr, 0,008 mr/kr, 0,012 mr/kr n 0,049 wmr/kr. Bo Bocemu
obpasymnkax nevyeHn cBMHeNn pesynbTaThbl ANA KagMusa BUranncb B 06bEMe KOHLEeHTpa-
umm ot 0,019-0,148 mr/kr, a B neyeHn 6porinepoB B ABYx obpasydnkax 6binm 0,017 Mr/kr n
0,020 mr/kr. CBuHeL yCcTaHOBMIEH B ABYX 06pas3ymkax neyeHn Tenylwek Un Mosoapbix
ObI4YKOB a UMEHHO B KOHLeHTpaumsax ot 0,35 mr/kr 1 0,18 mr/kr. Pe3ynbTaTbl UCAbITaHUA
nokasanu, 4To HY B O4HOM 06pa3yunke neyveHn TenyLek nnm Monoabix 6bIYKOB, CBUHEN U1
6poNnepoB He YTBEPXXAEHbI KONMYECTBA TOKCMHECKUX 3NIEMEHTOB 60sbLUe MaKcuMarb-
HO paspeLLEeHHbIX U YTO NeYeHb BHYTPEHHOCTEN Yb€ MoNb30BaHne B MMTaHum nogen be-
30mnacHo.

KntoyeBble crnoBa: nevyeHb, TOKCUHECKUE 3NIEMEHTDI, NMMTaHue J'IPOp,GVI
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ISPITIVANJE ZNACAJA PREGLEDA KRVNOG RAZMAZA
U DIJAGNOSTICI INFEKTIVNIH I PARAZITSKIH

OBOLJENJA PASA’

INVESTIGATIONS OF SIGNIFICANCE OF BLOOD SMEAR RESULTS IN
DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS AND PARASITIC DISEASES IN DOGS

A. Potkonjak, B. Lako, Branislava Beli¢, Nikolina MiloSevi¢,

0. Stevanéevié, M. Cincovié, Bjanka Lako™

*

Mikroskopski pregled obojenog razmaza periferne krvi ima
nezaobilazan znacaj u brzoj dijagnostici infektivnih i parazitskih obol-
jenja, narocito u fazi infekcije kada su uzro¢nici prisutni u krvi ili krvnim
Celijama. Ponekad je moguce postaviti definitivnu dijagnozu infektiv-
nog ili parazitskog oboljenja nakon pregleda obojenog razmaza peri-
ferne krvi. S obzirom na to da se u klini¢koj praksi ovaj test sve rede pri-
menjuje usled razvoja drugih metoda za dijagnostiku infektivnih i para-
zitskih oboljenja pasa, kao i usled nepoznavanja morfologije brojnih
uzroCnika koji mogu biti prisutni u krvi, sproveli smo istraZivanje pri-
sustva i raSirenosti infekcija Ciji uzroCnici mogu biti prisutni u krvi pasa.

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 100 pasa razli¢itih rasa i pola, od ko-
Jjih su prikupljeni uzorci periferne Kkrvi i pripremljeni razmazi koji su po
standardnom protokolu bojeni metodom po Gimzi, deset minuta i pre-
gledani pod mikroskopom sa imerzionim objektivom.

Pregledom razmaza periferne krvi pasa obojenih metodom po
Gimzi, identifikovano je prisustvo morule Ehrlichia spp. u neutrofilnom
granulocitu kod jednog psa. Na eritrocitima kod jedanaest pasa je
utvrdeno prisustvo hemotropnih mikoplazmi, dok je kod pet pasa uk-
lju¢enih u istraZivanje utvrdeno prisustvo protozoe Babesia canis u eri-
trocitima.

Mikroskopski pregled razmaza periferne krvi pasa obojenih meto-
dom po Gimzi pokazao se kao brz, prakti¢an, jednostavan i jeftin nacin
za postavijanje definitivne etioloske dijagnoze ovih infekcija i morao bi
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biti uklju¢en redovno u standardne protokole dijagnostike infektivnih i
parazitskih oboljenja.

Kljucne reci: Ehrlichia, Haemobartonella, Babesia, razmaz periferne
krvi, dijagnostika, psi

Uvod / Introduction

Mikroskopski pregled razmaza periferne krvi predstavlja jedan od
najéesée koriSéenih laboratorijskih testova za dijagnostiku i pracenje oboljenja
(Houwen, 2002). Postoji nekoliko varijanti osnovnog metoda bojenja krvnih raz-
maza po Romanovskom. Na senzitivnost i specificnost ovog dijagnosti¢kog me-
toda utiCu nacin pripreme, susenja, fiksiranja i bojenja razmaza, kao i obu¢enost
osobe koja obavlja mikroskopski pregled (Christopher, 2004; Pastor, 2002). Sa
razvojem sofisticiranih automatizovanih sistema za odredivanje broja ¢éelija u pu-
noj venskoj krvi, danas su znacajno smanjeni zahtevi za mikroskopskim pregle-
dom obojenog razmaza periferne krvi. Medutim, ovaj test i dalje poseduje klju¢nu
dijagnosti¢ku vrednost (Bain, 2005).

U klinickom radu, postoje brojni opravdani razlozi za pregled oboje-
nog razmaza periferne krvi. Osim direktnog odredivanja broja ¢elija, ovim tstom
se dobijaju podaci vezani za tip, raspored, boju, veliinu i oblik ¢éelija, kao i podaci
o prisustvu razliditih struktura na povrsini éelija ili u njima (Pastor, 2002). Cesto,
mikroskopski pregled krvnog razmaza ima znacaj u diferencijalnoj dijagnostici
anemija i trombocitopenija, kao i karakterizaciji leukemija i limfoma. Njegov veliki
znacaj je i u brzoj dijagnostici infektivnih i parazitskih oboljenja, narocito u fazi in-
fekcije kada su uzroc¢nici prisutni u krvi ili krvnim ¢elijama. Ponekad je moguce
postaviti definitivnu dijagnozu infektivnog ili parazitskog oboljenja nakon pre-
gleda obojenog razmaza periferne krvi (Bain, 2005). Blevins i saradnici navode da
se ovaj test retko primenjuje u dijagnostici infektivnih i parazitskih oboljenja,
uprkos njegovoj posebnoj dijagnosti¢koj vrednosti (Blevins i sar., 2008).

U eritrocitima pasa moze se utvrditi prisustvo dve vrste babezija
(Babesia canis i Babesia gibsoni) koje se razlikuju po veli¢ini. Kada se oboje me-
todom po Gimzi, citoplazma ovih protozoa je svetloplava, a jedro je crveno do
purpurno. Kod pasa inficiranih virusom Steneéaka, u fazi viremije, virusne inkluzije
mogu biti prisutne u eritrocitima. Morfoloski su okrugle, ovalne, iregularne, razli¢i-
te veli¢ine, plave ili sive kada se boje metodom po Gimzi. U eritrocitima pasa
moze se identifikovati bakterija Bartonella vinsonii subspecijes berkhoffii. Hemo-
tropne mikoplazme su epicelularne bakterije, koje se nalaze zakaCene za spo-
liasnju povrsinu membrane eritrocita. Na povrSini eritrocita pasa mogu se nadi
dve vrste hemotropnih mikoplazmi (Mycoplasma haemocanis i ,Candidatus
Mycoplasma haematoparvum?®).

U leukocitima pasa moguce je registrovati virus Stenec¢aka i to u cito-
plazmi neutrofila, monocita ili limfocita. U monocitima pasa moguce je uoditi mo-
rule Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis i Neorickettsia risticii, dok se u granuloci-
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tima pasa lokalizuju morule Ehrlichia ewingii i Anaplasma phagocytophilum. Raz-
vojni oblici Hepatozoon vrsta se retko zapazaju u citoplazmi neutrofilnih granuloci-
ta i monocita pasa. Dok je infekcija pasa sa Hepatozoon americanum vezana
samo za SAD, infekcija pasa sa Hepatozoon canis je prisutna i u ostalim delovima
sveta. Ovi uzro€nici se prikazuju kao velike oble strukture koje su slabo obojene.
U razli¢itim fazama infekcije, retko, u leukocitima mogu biti prisutni i drugi uz-
roCnici, kao mikobakterije, histoplazme i lajSmanije.

Anaplasma platys je bakterija koja inficira trombocite pasa. Morule se
uocavaju kao bazofilni grozdovi bakterija u citoplazmi trombocita.

Osim mikroorganizama koji su prisutni u/ili na razli¢itim ¢elijama krvi,
postoje i oni uzro&nici koji su ,slobodni“ u obojenom razmazu periferne krvi, od-
nosno koji se lokalizuju izvan ¢elija krvi. NajéeS¢e su to borelije, kandide, tripano-
zome i dirofilarije (Harvey, 2006a; Harvey, 2006b).

Pri pregledu obojenog razmaza periferne krvi diferencijalno dijag-
nosti¢ki potrebno je iskljuciti sve intracelularne i ekstracelularne strukture koje su
neinfektivne etiologije, a podsecaju i/ili imitiraju uzro€nike infektivnih ili parazitskih
oboljenja. Ove strukture su brojne i za njihovo uspesno razlikovanje neophodno je
iskustvo. Najcesc¢e se registruju Heinzova telasca, Howell-Jollyeva telasca, inklu-
zije ispunjene gvozdem (siderociti), bazofilna punktacija, toksi¢na granulacija,
Doehleova telasca, granulirani limfociti i inkluzije nastale kao posledica urodenih
deficita. Rede se registruju inkluzije nastale kao posledica imunoloski posredova-
nih anemija ili pojave melaninskih granula (Harvey, 2006a).

S obzirom na to da se u klini¢koj praksi sve rede primenjuje mikro-
skopski pregled razmaza periferne krvi, usled razvoja drugih metoda za dijagnos-
tiku infektivnih i parazitskih oboljenja pasa, kao i zbog nepoznavanja morfologije
brojnih uzro&nika koji mogu biti prisutni u krvi, sproveli smo istrazivanje prisustva i
raSirenosti infekcija Ciji se uzro¢nici mogu naci u krvi pasa. Cilj istrazivanja je i da
se ukaze na znacaj ove metode za dijagnostiku infektivnih i parazitskih oboljenja
prisutnih na naSem geografskom podrucju.

Materijal i metode rada / Material and methods

Prikupljanje uzoraka periferne krvi pasa je obavljeno u viSe veterinar-
skih ambulanti od pasa koiji su bili dovedeni na klini¢ki pregled zbog poremecaja
zdravstvenog stanja. U ispitivanje je bilo uklju¢eno 100 pasa, razliCitih rasa i pola.
Pre uzimanja uzoraka sprovedeni su epidemiolo$ka anketa i klinicki pregled.

Od svakog uzorka periferne krvi, bila su pripremljena i osuSena na
vazduhu po dva tanka razmaza. Nakon adekvatne pripreme, razmazi periferne
krvi pasa su fiksirani u metanolu tokom 5 minuta. Potom su 10 minuta bojeni rast-
vorom Gimze. Isprani su vodom i nakon ispiranja, razmazi su ponovo osu$eni na
vazduhu i pregledani pod imerzionim objektivom svetlosnog mikroskopa, uveli¢a-
nja x1000.
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Rezultati / Results

Pregledom razmaza periferne krvi pasa obojenih metodom po Gimzi
identifikovano je prisustvo morule Ehrlichia spp. u neutrofilnom granulocitu kod
jednog psa (slika 1). Kod ovog psa rase labradorski retriver je epidemioloSkom
anketom utvrden prethodni ubod krpelja koji je identifikovan kao Ixodes ricinus.
Klinickim pregledom je utvrdeno prisustvo febrilnosti (maksimalna izmerena tele-
sna temperatura je iznosila 41,5°C), anoreksije, letargije i hromosti. Ultrazvuénim
pregledom abdomena utvrdeno je prisustvo hepatomegalije. Prevalencija infek-
cije pasa Ehrlichia spp. u ovom istrazivanju iznosi 1%.

>

Slika 1. Prikaz izgleda morule Ehrlichia spp. u neutrofilnom granulocitu psa /
Figure 1. Ehrlichia spp. morula in dog neutrophil granulocyte

Pregledom razmaza periferne krvi pasa obojenih metodom po Gimzi,
kod jedanaest pasa je utvrdeno prisustvo hemotropnih mikoplazmi na eritrocitima
(slika 2). Kod dva psa rase americki staford terijer epidemiolo§kom anketom nije
utvrden prethodni ubod krpelja. Klini¢kim pregledom ova dva psa uoceni su
anoreksija, letargija, gubitak telesne mase, intermitentna hiperpireksija (maksi-
malna izmerena temperatura je iznosila 42°C), kao i blede konjunktive i bukalna
mukoza. Hematoloskim i biohemijskim pregledom krvi ustanovljeni su anemija,
trombocitopenija, leukocitoza sa grani¢éno-povec¢anim vrednostima alanin amino
transferaze. Kod devet pasa razli€itih rasa je ustanovljena asimptomatska infek-
cija hemotropnim mikoplazmama. Kod ovih pasa je epidemioloSkom anketom
utvrden prethodni ubod krpelja koji je identifikovan kao Rhipicephalus sanguin-
eus. Prevalencija infekcije pasa hemotropnim mikoplazmama u ovom istrazivanju
iznosi 11%.

Podaci koji se odnose na epidemiolosko i klini¢ko istraZivanje ovih in-
fekcija kod pasa su prikazani u tabeli 1.
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Slika 2. Prikaz hemotropnih mikoplazmi na eritrocitima psa /
Figure 2. Hemotropic mycoplasmas on dog erythrocytes

Tabela 1. Prikaz epidemioloskih podataka i klinicke slike kod pasa sa dokazanom
infekcijom hemotropnim mikoplazmama /
Table 1. Epidemiological data and clinical picture in dogs with proven hemotropic mycoplasma infection

Rasa psa / Ubod krpelja / - . .. .
Breed Tick hite Klini¢ka slika / Clinical picture

anoreksija, letargija, intermitentna hiperpireksija,

Americki staford terijer / odsutan / blede konjunktive, anemija, trombocitopenija /

American Stafford Terrier absent Anorexia, lethargy, intermittent hyperpyrexia, pale
conjunctiva, anaemia, thrombocytopenia

. - letargija, gubitak telesne mase i bleda bukalna

Americki staford terijer / odsutan / -

American Stafford Terrier ahsent mukoza, anemija, T ALT / lethargy, body mass loss,
pale buccal mucosis, anaemia, T ALT

Nemacki ovcar / prisutan / asimptomatska infekcija /

German Shepherd present asymptomatic infection

Nemacki ovéar / prisutan / asimptomatska infekcija /

German Shepherd present asymptomatic Infection

Nemacki ovcar / prisutan / asimptomatska infekcija /

German Shepherd present asymptomatic infection

Doberman / prisutan / asimptomatska infekcija /

Doberman Pinscher present asymptomatic infection

Doberman / prisutan / asimptomatska infekcija /

Doberman Pinscher present asymptomatic Infection

Rotvajler / prisutan / asimptomatska infekcija /

Rottweiler present asymptomatic infection

Rotvajler / prisutan / asimptomatska infekcija /

Rottweiler present asymptomatic Infection

Nemacki bokser / prisutan / asimptomatska infekcija /

German Boxer present asymptomatic infection

Pudla / prisutan / asimptomatska infekcija /

Poodle present asymptomatic infection
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U ovom istrazivanju, u eritrocitima periferne krvi kod pet pasa ukljuce-
nih u istrazivanje identifikovano je prisustvo protozoe Babesia canis (slika 3). Epi-
demioloSkom anketom je ustanovljno da se radi o razli¢itim rasama pasa koji su
bili izlozeni ubodu krpelja Rhipicephalus sanguineus. Klini¢kim pregledom kod
ovih pasa su uoCeni anoreksija, letargija, gubitak telesne mase, ikterus, sple-
nomegalija, limfadenopatija. HematoloSkim pregledom krvi ustanovljena je ane-
mija. Prevalencija infekcije pasa Babesia canis u ovom istrazivanju iznosi 5%. Po-
daci koji se odnose na epidemiolosko i klini¢ko istrazivanje ove infekcije kod pasa
su prikazani u tabeli 2.

7

Slika 3. Prikaz izgleda Babesia canis u eritrocitu psa /
Figure 3. Babesia canis in dog erythrocyte

Tabela 2. Prikaz epidemioloskih podataka i klinic¢ke slike kod pasa sa dokazanom
infekcijom Babesia canis /
Table 2. Epidemiological data and clinical picture in dogs with proven Babesia canis infection

Rasa psa / Ubod krpelja/ | Klini¢ka slika /
Breed Tick bite Clinical picture
) " . bitak telesne mase, ikterus, splenomegalija,
Americki staford terijer / prisutan / gu . . ;
X ; limfadenopatija / Body mass loss, ichthyosis,
American Stafford Terrier present spleenomegaly, lymphadenopathy
Srpski goni¢ / prisutan / ikterus, splenomegalija /
Serbian Hound present ichthyosis, spleenomegaly
Puli / prisutan / anoreksija, letargija, ikterus /
Puli present anorexia, lethargy, ichthyosis
Nemacki ovéar / prisutan / ikterus, splenomegalija /
German Shepherd present ichthyosis, spleenomegaly
Nemacki ovcar / prisutan / ikterus /
German Shepherd present ichthyosis
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Diskusija / Discussion

Primenom mikroskopskog pregleda razmaza periferne krvi obojenih
metodom po Gimzi, u ovom istrazivanju je identifikovano prisustvo erlihija. Drugi
autori navode da je u perifernoj krvi pasa, morula Ehrlichia ewingii prisutna u 1-
26% neutrofilnih granulocita, kao i vrlo retko u pojedinim eozinofilnim granuloci-
tima (Stockham i sar., 1992; Buller i sar., 1999; Paddock i sar., 2001). Osim morule
Ehrlichia ewingii, u granulocitu psa moguce je registrovati i morulu Anaplasma
phagocytophilum (ranije ozna¢ana kao Ehrlichia phagocytophilum). Navodi se da
je morula Anaplasma phagocytophilum prisutna u 7-37% neutrofilnih granulocita
pasa, kao i da nije moguce primenom svetlosne mikroskopije razlikovati morulu
Anaplasma phagocytophilum od morule Ehrlichia ewingii (Greig i Armstrong,
2006).

Osim erlihija, u ovom istrazivanju je utvrdeno prisustvo hemotropnih
mikoplazmi na eritrocitima pasa. Na osnovu prethodnih rezultata istraZivanja in-
fekcija pasa izazvanih uzro€nicima koje prenose krpelji, analizom sekvenci ge-
noma, identifikovano je prisustvo ,Candidatus Mycoplasma haematoparvum®, te
se opravdano moze smatrati da je ovaj uzro€nik prisutan i u populaciji ispitivanih
pasa, jer mikroskopskim pregledom nije moguce napraviti razliku izmedu Myco-
plasma haemocanis i ,Candidatus Mycoplasma haematoparvum® (Potkonjak i
sar., 2007).

Primenom mikroskopskog pregleda razmaza periferne krvi obojenih
metodom po Gimzi, u eritrocitima ispitanih pasa registrovane su i babezije. Babe-
zije mogu da se razlikuju po veli€ini i variraju od velikih, kao Sto je Babesia canis
do veoma sitnih, kao to je Babesia gibsoni. Krupnije babezije su EeS¢ée kruskolike
i u paru, dok su sitnije ¢eS¢e okrugle.

Klinicka slika oboljenja izazvanih erlihijama/anaplazmama, hemotro-
pnim mikoplazmama i babezijama je polimorfna i veoma sli¢na. Kod pasa ¢esto
moze biti prisutna i koinfekcija, s obzirom na to da ove uzro€nike prenose krpelji,
koji mogu biti istovremeno zarazeni sa viSe uzro€nika. Upravo zato postoji kon-
fuzija u postavljanju dijagnoze ovih infektivnih i parazitskih oboljenja i u primeni
terapije.

Zakljuéak / Conclusion

Mikroskopski pregled razmaza periferne krvi pasa obojenih metodom
po Gimzi se pokazao kao brz, prakti¢an, jednostavan i jeftin naCin za postavljanje
definitivne etioloSke dijagnoze ovih infekcija i morao bi biti uklju¢en u standardne
protokole dijagnostike infektivnih i parazitskih oboljenja. Ova metoda direktne di-
jagnostike ima svoj znacaj i danas u eri savremene molekularne dijagnostike jer
istovremeno omogucava i dijagnostiku hematoloskih poremecaja koji mogu kli-
nic¢ki da podsecaju na infektivna i parazitska oboljenja.
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF SIGNIFICANCE OF BLOOD SMEAR RESULTS IN
DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS AND PARASITIC DISEASES IN DOGS

A. Potkonjak, B. Lako, Branislava Beli¢, Nikolina MiloSevi¢, O. Stevancevi¢,
M. Cincovié, Bjanka Lako

The microscopic examination of stained smears of peripheral blood is of vital
significance in the speedy diagnostics of infectious and parasitic diseases, in particular
during the stage of infection when the cause is present in the blood, or blood cells. It is
sometimes possible to make a definitive diagnosis of an infectious or parasitic disease fol-
lowing an examination of a stained smear of the peripheral blood. Since microscopic ex-
aminations of a peripheral blood smear are applied increasingly rarely in clinical practice,
due to the development of other methods for the diagnostics of infectious and parasitic dis-
eases in dogs, as well as the lack of knowledge of the morphology of the numerous causes
that can be present in the blood, we carried out an investigation into the presence and
spread of infections whose causes can be present in dog blood.

The investigations covered 100 dogs from which peripheral blood smears
were taken and then stained with a Giemsa solution according to the standard protocol and
examined under a microscope with an immersion lens.

The examination of peripheral blood smears stained according to Giemsa re-
sulted in the identification of the presence of an Ehrlichia spp. morula in a neutrophil granu-
locyte in one dog. The presence of hemotropic mycoplasmas was established in erythro-
cytes of eleven dogs, while the presence of the protozoa Babesia canis in erythrocytes was
identified in five dogs included in the investigations.

A microscopic examination of dog peripheral blood smears stained according
to Giemsa was shown as a speedy, practical, simple, and inexpensive method for making a
definitive etiological diagnosis of these infections, and it should be included regularly in
standard protocols for the diagnostics of infectious and parasitic diseases.

Key words: Ehrlichia, Haemobartonella, Babesia, peripheral blood smear, diagnostics,
dogs

PYCCKUA

3HAYEHME MUKPOCKOIMWYECKOIO OCMOTPA OKPALUEHHOIO MA3KA
NEPUOEPUYECKOU KPOBU B AUATHOCTUKE MHOEKLMOHHbIX U
NAPA3UTAPHbIX 3ABOJIEBAHUN COBAK

A. NoTkoHsIK, B. Jlako, BpaHucnasa Benuy, Hukonusa Musnowesuy,
O. CteBaHyeBuY, M. LinHuyoBuy, BsaHka Jlako

MUWKPOCKOMUYECKMWA OCMOTP OKpaLLEHHOro Maska nepudepuHeckon KpoBm
nMeeT Heo6XOAUMOe 3HaYeHNe B ObICTPON AMArHOCTUKE UH(EKLMOHHBIX U napasutap-
HbIX 32601€BaHMI, 0CO6EHHO B (hase NHeKLUN, Korfa Bo36yAUTENN NPUCYTCTBYOLIME B
POBU UM KPOBSIHbIX KNeTkax. IHoraa BO3MOXHO MOCTaBUTb OKOHYaTEsbHbIA AUarHo3
VHEKLMOHHOTO U NapasnTapHoro 3aboneBaHnsi Nocne 0CMOTpa OKPaLLeHHOro Maska
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nepudepnyeckon kpou. C y4éTOM, YTO B KIIMHMYECKOW MpaKTUKe BCE pexe npu-
MEHSIeTCH MMKPOCKOMWYECKMIN OCMOTP Maska nepudepryeckon Kposm, BCeacTBue pas-
BUTWSA APYrMX METOA0B ANSA ANArHOCTUKM MHPEKUMOHHbIX 1 NapasnTapHbiX 3a60neBaHnin
cobak, CNoBHO M BCNEACTBME HE3HaHUA MOPMOSIOrMN YUCIIEHHbIX BO3OyauTEnen, Ko-
TOpble MOryT 6bITb NPUCYTCTBYIOLME B KPOBM, Mbl NPOBENN UCCIIEA0BAHNE NPUCYTCTBUSA
1 pacnpocTpaHeHns MHDEKLUMIA Ybn BO3OYANTENN MOTYT ObITb MPUCYTCTBYIOLIME B KPOBM
cobak.

B ucnbiTaHne 6bino BkAodeHo 100 cobak U3 KoTopbix cobpaHbl Masku nep-
ndepuyeckon KpoBu, KOTOpble MO CTaHAApPTHOM MPOTOKOJE, KpalleHHble pPacTBOPOM
"MM3bl 1 OCMOTPEHbI NO4 MUKPOCKONOM C UMMEPCUOHHBIHM OO BEKTUBOM.

OcmoTpoM Maska nepudepryeckon Kposu cobak, OKpalleHHbIX METOA0M Mo
MMm3e ngeHTudmnumpoBaHo npucyTcTemne mopynel Ehrlichia spp. B HeyTpodunbHOM rpa-
HyfouuTe y ogHon cobaku. Ha sapuTtpounTax y ognHHaguaTu cobak yTBEPXXAEHO NMpu-
CYTCTBME reMaTpornHbIX MMKOMNasmMu, noka y Natn cob6ak BKIIOYEHHbIX B UCCreAoBaHne
NAEHTUPULMPOBAHO NPUCYTCTBME NPOTO30u Babesia canis B apuTpouuTax.

MwuKpockonu4eckmnini ocmMoTp nepudhepmyeckon Kposu cobak, OKpalueHHbIX
no MNm3se nokasancst Kak ObICTPbIM, NPaKTUYECKWI, NPOCTON W AELWéBbIA MeToa Ans
onpefeneHns OKOHYaTelbHOro 9TMONOrMYECKOro AmarHo3a 3Tux MHEKLUM 1 JOMKEH 6bl
6bITb BKIOYEH PErynisipHO B CTaHAAPTHbIE NPOTOKOMbI ANArHOCTUKN MHPEKLMOHHBIX U
napasuTapHbIX 3ab60neBaHU.

KntoueBble cno.a: Ehrlichia, Haemobartonella, Babesia, Me30K nepudepnyeckomn Kposu,
AvarHocTrka, cobakm
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RADIOAKTIVNOST NAMIRNICA NA PODRUCJU GRADA
BEOGRADA’
RADIOAKTIVITY IN FOOD IN BELGRADE CITY

Gordana Vitorovié, Branislava Mitrovi¢, Svetlana Grdovi¢, B. Petrujkic,
D. Vitorovi¢*™*

Aktivnost 40K, 238, 226Ra, 232Th j 137Cs merena je gamaspek-
trometrijskom metodom u razli¢itim uzorcima hrane iz lanca ishrane u
okolini Beograda tokom maja i juna 2007. i 2008. godine. Izmerene su
relativno visoke aktivnosti 40K j 137Cs u zemljistu. Ovi rezultati ukazuju
na to da se 137 Cs moZe nacéi u Zivotnoj sredini Beograda ¢ak i 20 go-
dina nakon nuklearnog incidenta u éernobi/ju. Medutim, u uzorcima
sto¢ne hrane, animalnim proizvodima i bioindikatorima (mesu divijih
Zivotinja i riba), aktivnost primordijalnih radionuklida i antropogenog
137Cs je bila niska i ispod nivoa detekcije. Ispitivanja su pokazala da su
animalni proizvodi proizvedeni u prigradskim opstinama grada Beo-
grada, radioloski bezbedni za ishranu stanovnisStva Beograda.

Kljuéne reci: Beograd, Cernobilj, lanac ishrane, radionuklidi,
radioekologija

Uvod / Introduction

Radioaktivha kontaminacija Zivotne sredine Srbije sa antropogenim
radionuklidima desila se nakon nuklearnog incidenta u Cernobilju, Ukrajina
(1986). | 20 godina nakon te nesreée, prisustvo 137Cs se moze detektovati u Zivot-
noj sredini, zbog njegovog dugog vremena poluraspada (30 godina). Divlje Zivoti-
nje predstavljaju bioindikatore radioaktivne kontaminacije Zivotne sredine. Zbog
svog nadina ishrane, one akumuliraju visoke koncentracije '3’Cs u tkivima
(Hecht, 1988).

Kori§¢enje nuklearne energije Sirom sveta, probe nuklearnih oruzja,
sagorevanje uglja, prerada i koris¢enje fosfornih dubriva, rudarska industrija i

* Rad primljen za $tampu 01. 11. 2010. godine

** Dr sci. med. vet. Gordana Vitorovi¢, redovni profesor, mr sci. med. vet. Branislava Mitrovi¢,
asistent, dr sci. med. vet. Svetlana Grdovi¢, docent, mr sci. med. vet. Branko Petrujki¢, asis-
tent, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine; dr Dusko Vitorovi¢, redovni
profesor, Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet, Beograd-Zemun
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stvaranje radioaktivnog otpada doprinose povecéenju prirodne radioaktivnosti (Bi-
kit i sar., 2005; Panteli¢ i sar., 2004; Pietrzak-Flis i sar., 2001). Medu najvaznijim
zagadivagima Zivotne sredine su primordialni radionuklidi (*°K, 238U, 226Ra,
232Th) koji nastaju pri proizvodniji i korigéenju fosfornih dubriva (Adel i sar., 2005;
Bolca i sar., 2007).

Cilj ovog rada bio je da se kroz radioloski monitoring lanca ishrane
odredi udeo prirodnih i proizvedenih radionuklida (*°K, 238U, 226Ra, 232Th i 137Cs)
na 9 lokaliteta, odnosno na 6 beogradskih prigradskih opStina u kojima se proiz-
vodi hrana, koja se svakodnevno koristi za ishranu stanovniStva Beograda.

Uzorci zemljista, lucerke, kukuruza, mlecCnih proizvoda, jaja, mesa
domacih i divljih Zivotinja i ribe sakupljani su tokom maja i juna 2007. i maja i juna
2008. god. Za svaku vrstu uzorka uzeto je po tri primerka sa jednog mesta u obe
sezone. U tabeli 1 i naslici 1, prikazani su lokaliteti na kojima su sakupljani uzorci.

Tabela 1. Lokaliteti u prigradskim opS$tinama Beograda na kojima su sakupljeni uzorci |
Table 1. Localities in suburban municipalities of Belgrade where samples were collected

Broj/ |SO Opstina/

Number | Municipality Office Lokalitet / Locality

1. SO Palilula Sela Slanci i Veliko Selo / Villages Slanci and Veliko Selo
2. SO Palilula Bor¢a

3. SO Palilula Dunavac

4. SO Palilula PKB selo Opovo / PKB Opovo village

5. SO Grocka Selo Vindéa i Bole¢ / Vinca village and Bole¢

Kosmayj; sela Nemenikuce i Pruzatovac /

6. SO Miadenovac Kosmaj: villages Nemenikuce and Pruzatovac
7. SO Sopot Avala - selo Zuce / Avala — Zuce village
8. SO Barajevo Barajevo — sela Rozanci i Beljina /

Barajevo — villages Rozanci and Beljina

Selo Jakovo, Boj¢inska Suma /

9. SO Suréin Jakovo village, Bojcinska suma forest

Da bi se jasno uocilo kako je doslo do radioaktivne kontaminacije, na
slici 2 je prikazno kretanje radioaktivhog oblaka iznad Evrope 1986. god. i geo-
grafski polozaj Srbije — Beograda u odnosu na éernobilj — Kijev.

Uzorci zemljista su sakupljani u koli¢ini od 3 do 5 kg na dubini od 10
do 20 cm, sus$eni na temperaturi od 105°C, homogenizovani i pripremljeni u Ma-
rineli posude zapremine 1 |. Lucerka i kukuruz su sakupljani u koli¢ini od 2 do 5 kg,
samleveni i spaljeni do mineralnog ostatka. Za merenje su kori§éene plasti¢ne po-
sude zapremine 200 ml.

Uzorci mleka su sakupljani u koli€ini od 5 I, upareni do 1 | i onda pri-
premljeni u Marineli posude. Uzorci svezeg mesa, jaja, sira i ribe su homogeni-
zovani i pripremljeni u Marineli posudama od 1 . Uzorci ribe poticu iz reka Save i
Dunava, koje proti¢u kroz Beograd.
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Slika 1. Opéstine na kojima su Slika 2. Kretanje radioaktivnog oblaka po-

sakupljani uzorci | sle ¢ernobiljskog incidenta 1986. god. /

Figure 1. Municipalities where samples were Figure 2. Movement of radioactive cloud following
collected 1986 Chernobyl accident

Svi uzorci su iste starosti skupljeni svezi u maju i junu 2007. i maju i
junu 2008. godine; samo kukuruz potice iz prethodne godine. Pripremljeni uzorci
su Cuvani 40 dana pre merenja kako bi se postigao radioaktivni balans.

Radioaktivnost uzoraka je odredivana gamaspektrometrijskom meto-
dom merenja na HPGe detektoru (Ortec, SAD), sa relativnom efikasno$¢u od 30%
i energetskom rezolucijom od 1,85 keV (1332.5 keV 89Co). Radioaktivna merenja
su sprovedena prema proceduri opisanoj od strane Mitrovi¢ i sar. (Mitrovi¢ i sar.,
2009).

I Reazultati i diskusija / Results and Discussion

Prose&ne vrednosti aktivnosti prirodnih i proizvedenih radionuklida u
uzorcima: obradivanog i neobradivanog zemljista, hrani za zivotinje (lucerka i ku-
kuruz), animalnim proizvodima (mleko, sir i jaja) i mesu (domacih i divljih Zivotinja i
riba) sakupljanih u okolini Beograda, prikazani su u tabeli 2. Svi dobijeni rezultati
su prikazani preko + standardne devijacije (MEAN +£SD) (Strand i sar., 1996).
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Tabela 2. Nivo aktivnosti 40K, 238U, 226Ra, 232Th 137 Cs (Bq/kg) u ispitivanin uzorcima /
Table 2. Activity levels of 40]( 238U 2261?& 232Th  and 137 Cs (By/kg) in examined samples

ﬁ@i S/* 40K 238 232Th 137Cs
Cultivted o T | WET | 0=t | R
jl\\l[enliult}v]i:aggsz;]mljiéte (s.u.) 560 + 16 41 +5 47 + 2 39 + 1
Lncorme 2% = 19 < B =
}ég;}uruz (s.u.) 95 + 5 <19 <0.3 <0.1
lg(r;:V\l,lsjijnr;]l(eko (s.u.) 50 + 5 <12 <0.2 <0.1
Goatemie Te2 | <t = =
Cow milk chsie T4 | <10 =0° <o
JEZZ ((‘;1‘3';1‘;1’315) (s.u) 52 + 2 <1.7 <07 <0.1
Sovede meso (s.1) 102 + 4 11+03 <0.8 <0.1
]%Zc;:;?nmeso (s.u.) 96 + 6 3+02 <25 <0.3
?JZ;ZjSkO meso (s.u.) 94 + 3 11 +04 <13 <0.1
Chcken et 28 | e704 | <18 ik
Tabhit st 0=3 <18 02 =
Pheasan gt 854 <18 0% B
?/ér’ggg’; meso (s.u.) 136 + 4 <12 <02 <0.2
'\V/II/;;’O di;l|j; svinje (s.u.) 95+ 3 <1.1 <0.2 <0.1
%aogsj(ls.u.) 91 +3 <2.1 <05 <0.2
%2;;?” (s-u.) 94 + 4 <1.8 <0.4 <02
%};{L‘a (s.u.) 98 + 7 <25 <0.7 <0.1
g?e\:;ika (s.u) 85 + 3 <14 <0.5 <0.1

s.u.: svezeg uzorka / *all samples were fresh samples
vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija / values are mean values + standard deviation
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40K predstavlja najdominantniji prirodni radioaktivni element. Pro-
sec€no visok nivo aktivnosti ovog radionuklida bio je u uzorcima zemljiSta (kultivi-
sanom 608+15 i ne kultivisanom 560=16 Bqg/kg ) i lucerki (538+19 Bqg/kg), dok je
u uzorcima kukuruza bio znagajno nizi (95+5 Bq/kg). Nivoi aktivnosti drugih pri-
rodnih radionuklida (238U i 232Th) bili su niZi i kretali su se u okviru granica
prosec¢nih vrednosti u Srbiji (Panteli¢ i sar., 2004).

Nivo aktivnosti '3”Cs u uzorcima zemljista kretao se od 25+2 Bg/kg u
kultivisanom zemljistu do 39+1 Bqg/kg u nekultivisanom zemljiStu, Sto je u saglas-
nosti sa rezutatima drugih autora (Beresford i Howard, 1991; Bikit i sar., 2005;
Bolca i sar., 2007; Strand i sar., 1996). Aktivnost u nekultivisanom zemljiStu je za
1,6 puta veca, Sto potvrduju i rezultati ispitivanja drugih autora (Mitrovi¢ i sar.,
2009). Ovi rezultati ukazuju na to da i 20 godina posle nuklearnog incidenta u Cer-
nobilju, ovaj radionuklid je jo$ uvek prisutan u zivotnoj sredini Beograda.

U uzorcima hrane za Zivotinje, koje su najceSc¢e zastupljene u ishrani
domacih zivotinja (lucerka i kukuruz) izmeren je nizak nivo aktivnosti prirodnih
radionuklida, a nivo '3 Cs je bio ispod granice detekcije.

Dobijeni rezultati pokazuju da su uzorci mesa domacih Zivotinja,
poreklom iz okoline Beograda, radiohigijenski ispravni za ljudsku upotrebu. Nivo
aktivnosti '37Cs je nizak (ispod granice detekcije), a aktivnost “°K je u opseg od
92+3 Bg/kg do 102+4 Bg/kg. Sli¢ne rezultate su dobili i drugi autori (Mitrovié,
2009).

U ispitivanim uzorcima mleka, sira i jaja (tabela 2), izmeren je nizak
nivo aktivnosti prirodnih radionuklida, a nivo aktivnosti 37 Cs je bio u granicama
detekcije. Dobijeni rezultati pokazuju da su ispitivani animalni proizvodi radija-
ciono higijenski bezbedni za ishranu ljudi.

Podaci prikazani u tabeli 2 pokazuju da je nivo aktivnosti prirodnih i
proizvedenih radionuklida u mesu divljih Zivotinja bio nizak ( u granicama detek-
cije). Aktivnost 4°K je bilo u opsegu od 85 + 4 Bg/kg (fazan) do 136 +4 Bg/kg (je-
len).

Nivo aktivnosti prirodnih i proizvedenih radionuklida u ribljem mesu
(tabela 2) je bio nizak (na granici detekcije), $to je u saglasnosti sa literaturnim po-
dacima (Kritidis i Florou, 1994).

Diskusija i zaklju¢ak / Conclusion and Discussion

Aktivnost prirodnih radionuklida u zemljiS$tu nalazi se u granicama
prosecnih vrednosti za Srbiju. Nije ustanovljeno postojanje znaajnih razlika
izmedu obradivog i neobradivog zemljista. Radioaktivni cezijum, poreklom iz &er-
nobiljske nesrece, jo$ uvek se moze detektovati u zemljiStu. Njegova aktivnost je u
obradivom zemlji§tu (25 Bqg/kg) bila dvostruko manja nego u neobradivom
(40 Bg/kg). Ova razlika se objasnjava primenom agrotehni¢kih mera pri obradi
zemljista (dubrenje, oranje i sl.) kada dolazi do razblazenja sadrzaja radiocezi-
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juma. Ovaj postupak je jedna od mera koja se preporucuje u slu¢ajevima radioak-
tivne kontaminacije odredene teritorije.

U stoc¢noj hrani biljnog porekla, koja se uzgaja na ovom podrudju,
(lucerka i kukuruz) izmerene su niske aktivnosti vecine prirodnih radionuklida, a
aktivnost radiocezijuma (137Cs) je bila niska (ispod granice detekcije). Na osnovu
ovih rezultata se moze reci da su ispitivana sto¢na hraniva bezbedna za ishranu
zivotinja, sa radijaciono higijenskog aspekta.

U animalnim proizvodima, koji se koriste u ishrani ljudi (meso:
govede, svinjsko, ovéije i Zivinsko; mleko: kravlje i kozije; mle€ni proizvod - sir;
jaja) nivoi aktivnosti prirodnih radionuklida (238U, 235U, 226Ra i232Th ) i proizvede-
nog radiocezijuma ('37Cs) su veoma niski i nalaze se na granicama detekcije.
Osim 49K koji je najzastupljeniji prirodni radionuklid.

Pored lanca ishrane, znagajan pokazatelj ugrozenosti zZivotne sredine
od kontaminacije radionuklidima su bioindikatorski organizmi. To su divlje Zivot-
inje i riba. Zbog svog nacina ishrane, Sirokog areala kretanja i metabolizma, ovi or-
ganizmi imaju sposobnost da, u ve¢oj meri od drugih, usvajaju i deponuju radio-
nuklide.

Na osnovu ovih rezultata moze se reéi da je radioaktivnost lanca
ishrane kao i bioindikatora na lokalitetima prigradskih opstina Beograda,
obuhvaéenim ovim ispitivanjem, za period jesen 2007. i prolece 2008, niska i da
su animalni proizvodi sa ovog terena, sa radijaciono higijenskog aspekta,
bezbedni za ishranu ljudi.

Mala aktivnost radioceziujma (37Cs) pokazuje da je efektivha doza za
stanovnistvo od ovog radionuklida, kada se konzumiraju animalni proizvodi iz
lanca ishrane, znacajno ispod preporuc¢ene godiSnje granice primljene doze za
pojedinca (1 mSv/god).
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ENGLISH
RADIOAKTIVITY IN FOOD IN BELGRADE CITY
G. Vitorovié, B. Mitrovi¢, S. Grdovié, B. Petrujki¢, D. Vitorovi¢

The activity concentrations of 4°K, 238U, 226Ra, 232Th and '37Cs were meas-
ured using the gamma spectrometric method in different food chain samples from the area
of the City of Belgrade during the periods May-June 2007 and May-June 2008. Relatively
high activities of “°K and 37Cs were detected in the soil. These results indicate that '3”Cs is
present in the area of Belgrade even 20 years after the nuclear accident in the Chernobyl
nuclear power plant. However, in the samples of feedstuffs, animal products and bio indica-
tors (meat of wild animals and fish), activity concentrations of primordial radionuclides and
137Cs were low and below the detection limits. The results of these trials have shown that in-
vestigated animal products from the natural environment around Belgrade are radioactivity
safe.

Key words: Belgrade, Chernobyl, food chain, radionuclides, radioecology

PYCCKUN

PAJUOAKTUBHOCTb MULLEBBIX NPOAYKTOB HA TEPPUTOPUU
roPOJA BENIPAQA

FoppaHa ButopoBu4, BpaHucnaBa MutpoBu4, CBetnaHa NpgoBuy, b. MeTpyiikny,
. Butoposuy

AkTuBHOCTb 40K, 238, 226Ra, 232Th 1 137Cs mepeHa rammacnekTpomeTpuye-
CKMM MEeTOAOM B pasfMyHbIx obpasymkax Kopma 13 Lenu NnuTaHns B okpecTHocTn ben-
rpaga B TedeHune nepunoga man-uoHb 2007 1 man-mioHb 2008 roga. MiamepeHsl pensaTuBHO
Bbicokne akTueHocTv “OK n '37Cs B nouse. 3Tn pesynbTaTtbl yKa3blBalOT Ha 3TO, YTO
137Cs NpUCYTCTBYIOLWMIA B cpeae obuTtaHna benrpaga gaxe v 20 neT nocne S4epHOro ak-
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unaeHTa B HepHobune. Mexay Tem, B o6pa3dmkax Kopma AJ1s CKoTa, aHMMasbHbIMU MPo-
AyKTaMn 1 buoHamkaTtopamu (MSicy AMKUX XXMBOTHBIX U pbl6), aKTUBHOCTb MPUMOPAM-
anbHbIX PagMOHYKNUAOB N aHTPOMOreHHOro 137Cs 6bina HU3Kas 1 HKa YPOBHSA feTeK-
uuu. MicnblTaHnsa nokasanu, YTo aHMMarnbHble NPOAYKTbI, MPON3BEeAEHbIE B MPUrOPOAHBLIX
obwmHax ropoga benrpaga, pagnonornyecku 6e3onacHbl 4nsi NUTaHWUs Hacenexnns ben-
rpaga.

KnioueBble croBa: Benrpag, YepHo6uIb, Lenb NUTaHusi, pagvoHyKnapl,
pafmMoaKosorus
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IMUNOPROFILAKSA RESPIRATORNOG SINDROMA GOVEDA’
IMMUNOPROPHYLAXIS OF BOVINE RESPIRATORY SYNDROME

D. Rogan, S. Lazié, R. Pavlovié, H. Samanc*

Respiratormi sindrom goveda (RSG) je multifaktorijalno oboljenje
koje nastaje interakcijom infektivnih mikroorganizama, Zivotne sredine i
imunolo$kog odgovora pojedinacnih Zivotinja u stadu. Respiratorni sin-
drom goveda je predmet istraZivanja u poslednjih 50 godina, ali jos
uvek nije jasna interakcija faktora Zivotne sredine i infektivnih agenasa
u patogenezi oboljenja, kao sSto jos nisu utvrdeni jedinstveni i efikasni
programi imunoprofilakse i oblici vakcine koje bi mogle u potpunosti
da sprece pojavu oboljenja.

U radu su predstavijene osnovne koncepcije postojec¢ih progra-
ma vakcinacije kod svih proizvodnih kategorija i uzrasta goveda. Ta-
kode, predstavijene su sve oblici vakcina koje se koriste u imunoprofi-
laksi RSG.Ukazano je na prednosti i nedostatke postojecih vakcina kao
i na o&ekivanja od rekombinantnih DNK vakcina.

Kljucne reci: respiratorni sindrom goveda, imunoprofilaksa,
rekombinantne vakcine, DNK vakcine, goveda

Uvod / Introduction

Imunoprofilaksa respiratornog sindroma goveda (RSG) je izuzetno
vazan faktor koji doprinosi poboljSavanju zdravstvenog stanja goveda, a ujedno
omogucava proizvodacima finasijsku dobit na uloZzena sredstva u programe
vakcinacije. RSG je vrlo kompleksno oboljenje uzrokovano infektivnim agensimaii
faktorima neinfektivne prirode. Od infektivnih agenasa svakako primarno mesto
zauzimaju virusne infekcije i to infekcije izazvane govedim herpes virusom 1
(GHV 1), virusom govede dijareje (VGD) biotip 1 i 2, parainfluencom 3 (Pl 3),
govedim respiratornim sincicijalnim virusom (GRSV). Od bakterijskih infekcija pri-
marnu ulogu ima M. hamolyticom, Pastaurella Multocida i Haemophilus Somnus.

*

Rad primljen za Stampu 04. 02. 2010. godine
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med. vet. Horea Samanc, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske
medicine, Srbija
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Faktori neinfektivne prirode koji najceS¢e doprinose RSG su: odluc¢ivanje teladi,
trgovina Zivotinjama, transport Zivotinja, meSanje Zivotinja sa razli¢itih farmi —
regiona, a samim tim sa razli€itom epizootioloSkom slikom, niske i visoke tem-
perature, neadekvatna ishrana itd. Treba napomenuti da sem navedenih infektiv-
nih agenasa ima indikacija da RSG mogu izazvati i drugi uzro€nici (virusi, bak-
terije, mikoplazme i hlamidije), ali se ne moze pouzdano definisati njihov udeo u
nastanku RSG. Zbog toga oni nece biti predmet detaljne diskusije u ovom radu,
mada o njima postoje podaci u smislu da su to oportunisti ili da su izolovani samo
u pojedinacnim slu¢ajevima, kada nije bilo mogucée objasniti njihov jasan dopri-
nos u nastanku RSG. Vazno je napomenuti da se imunoprofilaksom podize imu-
nitet stada i time sprecava Sirenje infekcije i bolesti u zapatu, pa se shodno tome
smanjuju i ekonomske Stete. Samo dobar program imunoprofilakse uz dobar me-
nadZment moze osigurati zeljene rezultate. Imunoprofilaksa nije nadoknada za
manjkavosti ostalih mera u odgoju zivotinja i od imunoprofilakse nije realno oceki-
vati da je sama po sebi dovoljna garancija za uspe$an zdravstveni odgoj zivotinja.

Etiologia respiratornog sindroma goveda /
FEtiology of Bovine Respiratory Syndrome

Respiratorni sindrom goveda je vrlo kompleksno oboljenje i nastaje
kao posledica infekcije izazvane virusima, bakterijama ali i uslovima koji izazivaju
stres i umanjuju imunolo$ki odgovor Zivotinja prema infektivnim agensima. Iz-
vesno je da RSG nije rezultat infekcije sa jednim infektivnim uzro¢nikom nego je
naj¢escée interakcija izmedu dva organizma, najc¢esce bakterije i virusa, koiji su is-
koristili imunokompromitovani status zivotinja nastao kao posledica uticaja sre-
dine u kojoj se zZivotinje nalaze. lako je RSG puno ispitivan u poslednjih 50 godina,
ipak nema jasnog i jedinstvenog odgovora na pitanje o njegovom nastanku,
mada se moze reci da virusne i bakterijske infekcije naj¢es¢e doprinose oboljenju
(licno iskustvo).

Potvrda za navedeno misljenje je to Sto se u eksperimentalnim uslo-
vima RSG mozZe jednostavno izazvati sa GHV 1 i M. Haemolytica, a $to nije slucaj
sa ostalim infektivnim agensima. Od virusnih infekcija najvazniji etioloSki agensi
(primarni uzroénici) su: bovine herpes virus 1 (BHV 1), virus parainfluence 3 (Pl 3),
govedi virus diareje (GVD) i govedi respiratorni syncicialni virus (GRSV).

U Republici Srbiji, ispitivanjima uticaja GHV na pojavu respiratornog
sindroma poklanjana je velika paznja. VrSena su brojna ispitivanja kojima je doka-
zano da je GHV Cesto bio neposredni uzroénik respiratornog sindroma. Utvrdeno
je da je infekcija goveda ovim virusom znacajno rasirena, pogotovo u veéim zap-
tima goveda. U pojedinim ve¢im zapatima industrijskog nac¢ina odgoja goveda,
utvrdeno je da seroprevalenca infekcije iznosi ¢ak i vise od 50% (Lazi¢ i sar.,
1995). U cilju povecanja proizvodnje u govedarstvu, ranije kao i sada, priplodni
materijal se Cesto nabavljao upravo iz velikih zapata, pa se prometom inficiranih
priplodnih grla infekcija GHV raSirila i u male zapate goveda (Lazi¢ i sar., 2008).

394



Vet. glasnik 64 (5-6) 393 - 408 (2010) D. Rogan i sar.: Imunoprofilaksa respiratornog
sindroma goveda

Medutim, u naSem govedarstvu ne sme se zanemariti uticaj i ostalih virusa, a
posebno virusa Pl 3. Prema nedavno objavljenim rezultatima (Lazi¢ i sar., 2009) u
jednom toviliStu goveda doslo je do pojave respiratornog sindroma, uzrokovanog
virusom PI 3, posle viSekratne manipulacije grlima (prebacivanjem iz jednog u
drugi boks i sprovodenja imunoprofilakse).

Tokom RSG izolovani su i drugi virusi (uzro€nici sa nedovoljno ob-
ja8njenom ulogom u RSG) kao virus kataralne groznice (VKG), govedi adenovirus
(GAV), govedi rino virus (GRV), govedi reovirus (GRV), govedi kalcivirus (GKV),
govedi korona virus (GKV — najces¢e izolovan kod teladi sa ili bez tipicnog RSG),
govedi parvovirus (GPV) i govedi enterovirus (GEV). Uloga ovih virusa nije jasna i
njihov doprinos RSG nije u potpunosti objasnjen, izuzev govedeg korona virusa

(GKV).

Tabela 1. Faktori koji su odgovorni za nastanak RSG /
Table 1. Factors responsible for occurrence of BRS

Faktori steresa / Virusni uzrocnici / | Bakterijski uzro¢nici/ | Mikoplazme / Hlamidije /
Stress factors Viral causes Bacterial causes Mycoplasmas Chlamidiae
Visoke temperature / 4% - . .
High temperatures BHV-1 M. haemolitica M. bovis Chlamidia spp.
Niske temperature / % * .
Low temperatures PI-3 H. somnus M. dispar
Prasina / BVD*tip1i2/ . .
Dust types 1 and 2 P multocida M. hyorhinis
Vlaznost / * Actinomyces Ureaplasma
bt BRSV i
Humidity pyogenes diverse
Po'vrcjzde / Adenoylru5| / Mycobacteria bovis M. bovirhinis
Injuries Adenoviruses
Zamor / Rinovirusi / Streptococcus
Tiredness Rinoviruses pneumoniae
Dehidracija / ) Staphylococcus
Dehydration Herpesvirus IV aureus

Neuhranjenost /

Enterovirusi /

Malnutrition Enteroviruses
Uznemiravanje /

Anxiety MCF
Iritirajuéi gasovi / Reovirusi /
Irritating gases Reoviruses
Ishrana / Kalcivirusi /
Diet Calciviruses
Hirurski zahvati /

Surgical procedures

* Uzro€nici za koje se pouzdano zna da imaju primarnu ulogu u izazivanju oboljenja /
* Causes reliably known to have primary role in causing disease
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Primarni bakterijski uzro€nici su: Mannhemia haemolytica, Haemohi-
lus somnus, Pastaurela multocida (najée$ce izolovana kod mle¢nih krava). Sva-
kako da treba napomenuti da ostali bakterijski uzro€nici, kao $to su: Actinomyces
pyogenes, Myobacteria bovis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus au-
reus kao i Mycoplasma dispar, Mycoplasma hyorhines, Ureplasma diversum i
Chlamidia spp., imaju odredeni doprinos, mada se ipak ne moze jasno definisati
da li su oni primarni uzro&nici ili su oportuni patogeni, koji iskoriste moguénost da
se replikuju usled oslabljenog imunoloskog odgovora domacina zbog postojeée
infekcije virusima. Predispozicija za RSG nije u potpunosti zavisna od infektivnih
agenasa nego je ona uslovljena neadekvatnim transferom kolostruma, pore-
mecajima mukocilijarne sposobnosti sluzokoze traheje i vec¢ih bronhusa da od-
strane patogene sa trepljastog epitela, neadekvatnog nespecificnog i specificnog
imunoloskog odgovora, neadekvatne ishrane, dehidratacije, ventilacije, trans-
porta, drasti¢no visokih i niskih temperatura, generalno zbog stresa. Faktori koji
su odgovorni za nastanak RSG su navedeni u tabeli 1.

Imunoprofilaksa i menadzment / Immunoprophylaxis and Management

Vakcinacija goveda protiv uzro¢nika respiratornog sindroma goveda
(RSG) je vrlo vazan postupak u prevenciji i kontroli oboljenja. Imunizacija goveda
protiv infektivnih agensa koji izazivaju RSG ipak treba shvatiti samo kao jedan u
nizu postupaka koji doprinose boljem zdravstvenom stanju goveda, a imunoprofi-
laksa se nikako ne sme shvatiti kao zamena za neadekvatnu ishranu, ventilaciju
objekta, higijenu, karantin, kao i ostale mere zdravstvene zastite Zivotinja. Pro-
grami vakcinacije doprinose zastiti od infektivnih uzro¢nika RSG, ali nije realno
ocCekivti da se primenom imunoprofilakse postigne maksimalan imunoloski odgo-
vor kod svih Zivotinja. Ipak, sa sigurno$¢u se moze reci da se vakcinacijom gene-
ralno povecéava imunitet stada — heard immunity, $to je svrha imunoprofilakse, pa
i ako dode do infekcije pojedinih jedinki, infekcija se neée Siriti u celom zapatu i na
taj nacin ¢e se umanijiti ekonomski gubitak proizvodaca. Vazno je napomenuti da
nema univerzalnog plana za vakcinaciju zivotinja svih starosnih doba i tipova
uzgoja, na primer teladi i mle¢nih krava ili priplodnih junica i tovne junadi. Zbog
toga se programi vakcinacije podeSavaju prema tipu uzgoja Zivotinja i njihovoj
starosti. Svaki zapat zahteva sopstveni progam vakcinacije i u direktnoj je zavis-
nosti od epizootioloske slike farme ili regiona odakle su zZivotinje nabavljene, me-
nadzmenta, nacina smestaja, ishrane itd. Tokom odredivanja programa imuno-
profilakse mora se voditi ratuna da li je re€ o priplodnim jedinkama ili tovnim juna-
dima kao i uzrastu zivotinja i u skladu sa tipom uzgoja odrediti da li treba upotrebiti
zive atenuisane vakcine, inaktivisane vakcine, subjedini¢ne ili marker vakcine.
Tokom odredivanja programa vakcinacije treba uzeti u obzir troskove programa i
potencijalnu dobit vlasniku i potom odrediti program.

Neadekvatni programi imunoprofilakse onemoguéavaju realizovanje
programa zdravstvene zastite i mogu prouzrokovati znatne ekonomske Stete.
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Zbog toga program imunoprofilakse treba pripremiti u saradnji sa proizvodacem,
veterinarom i lokalnom epidemioloskom sluzbom uz detaljnu analizu seruma i
utvrdivanja titra antitela na primarne infektivne uzro¢nike respiratornog sindroma.

Medu naucnicima su podeljena misljenja koji program imunoprofi-
lakse treba koristiti u cilju spre¢avanja RSG. Pre Cetrdeset godina uveden je ,pre-
conditioning program” ili pripremni program u odgoju teladi-junadi, a koji se sas-
toji u imunizaciji, hiruskoj intervenciji i tretmanu Zivotinja protiv parazita. Da bi se
ovaj program usvojio potrebno je odluciti telad 45 dana pre transporta i prodaje
toviliStima i tokom tog perioda navikavati telad da jedu koncentrovanu hranu i da
piju vodu iz automatskih pojilica. Pripremni program omoguc¢ava odgoj junadi sa
visokim kvalitetom i sa smanjenim procentom oboljenja i smrtnosti, a Sto uti¢e na
smanjenje finasijskih gubitaka, poboljSanje zdravlja junadi koja imaju vrlo dobru
konverziju hrane i omoguéavaju vlasnicima ve¢u zaradu na uloZena sredstva.
Postoji jedan drugi program koji je vrlo sli¢an prethodnom, ,preweaning pro-
gram” — program pre odlucivanja, a podrazumeva vakcinaciju teladi jo§ dok se
hrane mlekom, hirur§ki zahvat uklanjanja rogova i tretiranje antiparaziticima
(Engelken, 1997).

Vakcinacija teladi pre odlucivanja nije dovoljna da se obezbedi dugo-
ro€an imunoloski odgovor, pa je zbog toga potrebno posle transporta Zivotinja u
toviliSta izvrSiti revakcinaciju da bi se obezbedio dugorocan i odgovarajuci imu-
noloski odgovor. Namece se pitanje kad zivotinje treba vakcinisati po dolasku u
toviliSta i da li treba upotrebiti zive, subjedini¢ne, inaktivisane ili marker vakcine.
Zivotinje po dolasku u toviliSta treba odmoriti 48 Casova, a potom vakcinisati. In-
tranazalna vakcinacija zivim vakcinama ima prednosti u odnosu na inaktivisane
vakcine zato $to izaziva snazan nespecifican imunolo$ki odgovor u nazalnoj slu-
zokozi, koji se moze detektovati veé Sest Casova po vakcinaciji, a odrzava se sve
do pojave IgA klase, a ne retko i do sekudarnog sistemskog IgG imunolo$kog
odgovora kod prethodno vakcinisanih ili inficiranih jedinki. Nedostatak intra-
nazalne vakcinacije je aplikacija vakcine, ali je neosporno da zive vakcine apliko-
vane u nosnu Supljinu izazivaju snazan imunolo$ki odgovor na sluzokozi nosa,
koja inae predstavlja ,vrata infekcije”za vecéinu uzro€nika respiratornih obolje-
nja. Intramuskularna vakcinacija sa zivim vakcinama se takode moze koristiti, ali
ne izaziva nespecifican imunolo$ki odgovor u nosnoj slukoZzi i samim tim omo-
gucava infekciju seronegativnih Zivotinja prispelih u toviliSta i Sirenje infekcije.
Inaktivisane vakcine ne indukuju nespecific¢an imunoloski odgovor u nosnoj Sup-
ljini u prva 24 ¢asa i nepreporucuju se tokom mesanja zivotinja sa viSe lokaliteta.

Za sprovodenje adekvatnog programa zastite veterinar i epizootiolog
treba da uzmu u obzir epizootiolo$ku sliku podrucja kao i farme sa koje Zivotinje
dolaze, epizootioloSku sliku podrucja gde ¢e se uzgajati, te tip uzgoja za koji su
zivotinje namenjene (tov ili priplod), imunoloski status zivotinje za prethodno
navedene virusne i bakterijske antigene (seroloski pregled krvnog seruma treba
izvrSiti na reprezentativnom broju Zivotinja), tip mandzmenta na farmi, moguénost
da se nabave vakcine itd. (Rogan, 2007).
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Vakcine / Vaccines

Vakcinacija je najvaznija metoda zastite zivotinja od infektivnih obolje-
nja. Sa sigurno$¢u se moze konstatovati da u humanoj i veterinarskoj medicini
nijedan drugi postupak nije imao takav znac¢aj u smanjenju oboljevanja i smrtnosti
kao i poboljSanju opsteg zdravstvenog stanja Zivotinja i ljudi kao §to su imali pro-
grami vakcinacije (Rogan i Babiuk, 2005). Trenutno najveci broj registrovanih bak-
terijskih i virusnih vakcina ¢ine Zive atenuisane ili inaktivisane vakcine. Zive atenui-
sane vakcine su vrlo efikasne u stvaranju dugog imunolo$kog odgovora. Medu-
tim, one prestavljaju potencijalni rizik pri vakcinaciji steonih krava i imunokompro-
mitovanih zivotinja zbog njihove sposobnosti da povrate virulentnost, a samim
tim doprinesu infekciji i Sirenju oboljenja, pa se pitanje rizika njihove upotrebe
konstantno pokrece. Inaktivisane vakcine se ne mogu replikovati. Zamera im se
da ne izazivaju snazan imunoloski odgovor kao Zive vakcine, posebno ne ¢elijski
imunoloski odgovor, i generalno se smatra da su inferiornije u odnosu na Zive.
Medutim, efekat inaktivisanih vakcina treba sagledavati u zavisnosti od tipa anti-
gena i adjuvansa kao i o¢ekivane duzine imunoloskog odgovora. U poslednje
vreme vrSi se pritisak na proizvodace vakcina od strane drzavnih organa odgovor-
nih za registraciju vakcina da se striktno definiSu zastitni antigeni i da se samo oni
ukljuée u sastav vakcine, a da se izostave toksini vezani za mikroorganizam, na
primer endo i egzo toksini kao i strukturni proteini ukoliko nisu zastitni antigeni.
Subjediniéne vakcine dobijene rekombinantnom tehnologijom, DNK vakcine i
vakcine proizvedene u nepatogenim vektorima ne sadrze nezastitne -nepotrebne
supstance i iz tog razloga se preporucuju od strane istraZivaca i nadleznih drzav-
nih organa.

Subjedini¢ne vakcine | Subunit vaccines

Subjedini¢ne vakcine sadrze samo zastitni antigen ili antigene, a ne
sadrze komponente mikroorganizama koji nisu potrebni u stvaranju zastitnog
imuniteta. Subjedini¢ne vakcine su u poc¢etku dobijane tako $to su se bakterije i vi-
rusi umnozavali konvencionalnim metodama, a zastitni antigeni izdvajali hemij-
skim postupcima. Navedeni nacin dobijanja subjedini¢nih vakcina je poskupljivao
proces proizvodnje, a u isto vreme predstavljao opasnost da se nadu patogeni
mikroorganizmi tokom umnozavanija u spoljasnjoj sredini i potom izazovu infek-
ciju kod zivotinja. Svakako da je opasnost mnogo veca ukoliko se radi o patogeni-
ma iz grupe 3. Rezultati istrazivanja u molekularnoj biologiji i genetskom inZenje-
ringu su imala presudnu ulogu u istrazivanjima vezanim za proizvodnju vakcina,
jer su obezbedili odgovaruje¢e tehnike, koje su omogudile proizvodnju po-
jedinaénih zastitnih subjediniénih proteina u prokariotskim i eukariotskim siste-
mima. Nauc¢ni pristup proizvodnje subjedini¢nih antigena rekombinantnom teh-
nologijom podrazumeva kloniranje gena koiji kodira zastitni protein u sekundarni
nepatogeni organizam koji vrsi ekspresiju zastithog antigena u nativnoj formi.
Ekspresovani protein se moze potom proizvesti konvencionalnim metodamalili se
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moze vrsiti vakcinacija posredstvom Zivog nepatogenog organizma, na primer
bakterije koja se razmnoZava u organizmu Zivotinje, ali ne izaziva oboljenje. Re-
kombinantne subjedinicne vakcine u potpunosti eliminiSu rizik vezan za manipu-
laciju sa patogenim organizmom, a pogotovo rizik koji omoguc¢ava povratak viru-
lencije kod zZivih vakcina ili nepotpunu inaktivaciju kod inaktivisanih (Van Donkers-
goed i sar., 1993; Greenssfelder, 2000; Mortensen i Sogard, 1999).

Zive vakcine | Live vaccines

Klasifikacija zivih vakcina moze se izvrSiti prema postojeéim tehnolo-
gijama proizvodnje na:

a) konvenicionalne Zive vakcine,

b) Zive atenuisane vakcine sa ise¢enim genom i

c¢) rekombinantne nepatogene Zive vektor vakcine.

a) Konvencionalne zZive virusne i bakterijske vakcine su dobijene se-
lekcijom atenuisanih mutanata koji poseduju sposobnost da izvrSe infekciju, ali
poseduju smanjenu ili potpunu nesposobnost da izazovu oboljenje sa tipicnom
klinickom slikom. Mutacije su izazvane najce$¢ée hemijskim sredstvima, tempera-
turom ili su nastale spontano. Vazno je imati na umu da navedene mutacije nisu u
potpunosti defenisane na nivou genoma i njima se ne moze jasno odrediti stepen
atenuacije pa zbog toga nisu retki slu¢ajevi da su ove vakcine povratile virulenciju
i izazvale oboljenje (Mortensen i Sogard, 1999). Treba istaéi da se posle direktne
aplikacije ovih vakcina stvara efikasna i duga imunolo$ka zastita, uklju¢ujucii hu-
moralni i ¢elijski imunitet, kao i nespecifi¢ni imunoloski odgovor. Bez obzira na
opravdanu sumnju da ove vakcine mogu da povrate virulenciju, trenutno se u ve-
terinarskoj medicini koristi znatan broj vrlo efikasnih Zivih konvencionalnih vak-
cina.

b) Gen-isetene atenuirane vakcine su vrlo pouzdane i zahvaljujudi re-
kombinantnoj tehnologiji danas je vrlo lako utvrditi odgovorne virulentne gene pa-
togenih organizama, a samim tim ih i odstraniti. Na taj nacin se povec¢ava njihova
efikasnost, a smanjuje rizik povratka virulencije. Prva komercijalna gen-iseCena
vakcina jeste gE' Aujeskijeve bolesti, koja se upotrebljava za eradikaciju Auje-
skijeve bolesti u Evropi i SAD. Nedavno je proizvedena gen-ise¢ena vakcina protiv
Aujeskijeve bolesti gde su iseCeni gE', gG', TK' geni. Od ove Zive atenuirane
vakcine se ocekuje da doprinese jo$ brzoj eradikaciji Aujeskijeve bolesti. Sa sig-
urno$¢u se moze reéi da ¢e ovaj tip vakcina biti sve viSe i viSe u upotrebi, jer
naucni radnici smatraju da su neskodljive i da nose relativno mali rizik povratka
virulencije, posto je njihov nivo atenuacije jasno kontrolisan (Rogan i Babiuk,
2005).

c) Rekombinantne nepatogene Zive vektor vakcine sadrze genetske
informacije za zastitne antigene patogenih organizama. One izazivaju blagu infek-
ciju, ali ne i oboljenje. Najcesce se koriste gram negativne bakterije, kao na primer
Escherichia coli i Salmonella typhimurium. U njihov genom su ugradene genetske

399



Vet. glasnik 64 (5-6) 393 - 408 (2010) D. Rogan i sar.: Imunoprofilaksa respiratornog
sindroma goveda

informacije zastitnih antigena drugih mikroorganizama, pa se nazivaju vektorima,
a vakcine vektor vakcine.

Virusi, takode, sluze kao vektor vakcine. Naj¢eSc¢e se upotrebljavaju
virusi sa velikim genomom §to omogucava isecanja dela njihovog genoma koji
nije potreban za replikaciju i strukturu, a na ise¢eno mesto se ubacuju zastitni anti-
geni zeljenog organizma. Do sada su se najcesce koristili Pox virusi — vakcinia vi-
rus vektor, a rezultati su pokazali da je vakcina bila efikasna u stvaranju zastitnog
imuniteta, kako humoralnog tako i ¢elijskog. Vakcinia virus vektor pokazala je
znatnu efikasnost kao rekombinantni Zivi vektor u eksperimentalnim ispitivanjima.
Pri ekspresiji gG proteina virusa besnila kao povrSinskog antigena posle oralne
imunizacije, zastitni imunoloski odgovor je bio iznad svih o¢ekivanja. Vakcinia vi-
rus kao vektor bila je vrlo efikasna pri ekspresiji gD proteina Aujeskijeve bolesti
tokom intramuskularne imunizacije svinja. Trenutno je registrovan znatan broj
vakcina u kojima su vektori poks virusi, ali da bi se izbegle nezeljene posledice i
izazivanje bolesti, za imunizaciju sisara se sve viSe koriste ptiCji poks virusi jer se
oni ne umnozavaju u ¢elijama sisara.

Jedan od nedostataka zivih vektor vakcina je to $to izazivaju znatan
imunoloski odgovor na vektor pa revakcinacija sa njima nije u potpunosti uspesna
jer blokira umnozavanje vektora. Zbog navedenih nedostataka pribegava se

.....

.....

je isto vazna jer sisari nemaju antitela na pticije poks viruse. Medutim, treba imati
na umu da uCestale imunizacije sa istim vektorom ipak dovode do stimulacije imu-
noloskog odgovora na vektore, pa zbog toga treba menjati vektor tokom revakci-
nacije Zivotinja.

Marker vakcine i eradikacija oboljenja /
Marker vaccines and eradication of disease

Da bi se odredio efikasan program eradikacije oboljenja treba obez-
bediti dijagnostiCke postupke koji ¢e razlikovati vakcinisane Zivotinje (imunizo-
vane zivotinje) od Zivotinja inficiranih prirodnim putem (klicono$e). To se postize
tako Sto se proizvode vakcine koje ne poseduju jedan ili viSe antigena, a samim
tim vakcinisane Zivotinje ne¢e posedovati antitela za nepostojece antigene, sto ¢e
ih razlikovati od inficiranih sa divljim-prirodnim organizmom. Koncept eradikacije
se zasniva na principu ,Diferentiate infected from vaccinated individuals* ili jos
poznat kao DIVA, a §to znaci ,Razlikovati inficirane od vakcinisanih jedinki.
Prva gen iseCena Ziva atenuisana vakcina bila je prirodni mutant koja nije posedo-
vala glikoprotein E (gE") virusa Aujeskijeve bolesti, a poznata je kao Barta vakcina
(Barta je poznati Madarski virusolog koji je izolovao i opisao virus od kojeg je pro-
izvedena vakcina). Marker vakcina za eradikaciju GHV 1 (Bosch i sar., 1997) se
vrlo uspesno koristi za eradikaciju GHV-1 jer vakcina ne sadrzi gE dok sadrzi os-
tale zastitne antigene GHV-1 (Rogan, 2007).

400



Vet. glasnik 64 (5-6) 393 - 408 (2010) D. Rogan i sar.: Imunoprofilaksa respiratornog
sindroma goveda

Oblici vakcina sa potencijatorima imunolo$kog odgovora /
Formulation of vaccines with potential immunological response

Subjedini¢ne kao i inaktivisane vakcine zahtevaju specifi¢ne potenci-
jatore-adjuvanse da bi inicirale imunoloski odgovor vrlo sli¢an onom indukova-
nom tokom prirodne infekcije. Generalno je prihva¢eno da se optimalan imu-
nolo$ki odgovor postize kad se vakcina inokuli$e istim putem kojim i infektivni
organizam vrsi infekciju. 1z tog razloga oblik vakcine je vrlo bitan za dobijanje efek-
tivne vakcine, jer adjuvans mora biti kompatibilan sa putem administracije kao i sa
antigenom. Definicija adjuvansa je vrlo jednostavna i mogla bi se formulisati na
sledec¢i nadin ,svaka komponenta dodata antigenu sa ciliem da se poveca imu-
nolo$ki odgovor na antigen tokom vakcinacije”. Znatan broj hemijskih i bioloskih
komponenti pove¢ava imunolo$ki odgovor zastitnih antigena uklju€uju¢i alu-
minijumske soli, mineralna ulja, toksin kolere, labilni toksin E. coli itd. U poslednje
vreme nekoliko klasa drugih komponenata, uklju¢ujuéi imunostimulatorni kom-
pleks (ISCOM), liposome, virosome, mikroCestice i nanopartikule, upotrebljavaju
se kao nosaci antigena i pokazale su se kao vrlo potentni adjuvansi, jer snazno
povecavaju intezitet i duzinu imunolo$kog odgovora. Subjedini¢ne i inaktivisane
vakcine su u potpunosti zavisne od adjuvansa, zbog toga $to adjuvansi ispolja-
vaju svoju aktivnost viSestruko i time omogucavaju znatno intenzivniji imunoloski
odgovor. Adjuvansi dominantno ispoljavaju svoj potencirajuéi efekt kroz jedan od
tri slede¢a mehanizma. Prvi mehanizam je ,depo efekat”, kada adjuvansi pred-
stavljaju antigen imunoloskom sistemu posredstvom fizicke asocijacije sa imu-
noloskim ¢elijama tako da ,adjuvans-antigen kompleks” bude izloZzen dovoljno
dugo i u dovoljnoj koli€ini da izazove snazan imunoloski odgovor. Drugi mehani-
zam delovanja adjuvansa je podsticanjem ,innate immunological response —
nespecificnog imunolo§kog odgovora”, a samim tim obezbeduje i vrlo brzu
zastitu protiv patogena posredstvom fagocitoze, interleukina, interferona, kom-
plementa itd. Nespecifi¢ni imunolo$ki odgovor potom kvalitativno i kvantitativno
usmerava imulo$ki sistem prema specificnom antigenu i tako odreduje da li ¢e
dominirati ¢elijski ili humoralni imunolo$ki odgovor. Tre¢i mehanizam delovanja
adjuvansa ispoljava se menjanjem konformacije antigena, pa uti¢e na prethodna
dva mehanizma — depo efekat i nespecifi¢ni imunoloski odgovor.

Stimulacija imunoloskog odgovora na sluzokoZama /
Stimulation of immunological response on mucous membrane

Tradicionalno vakcine su se aplikovale intramuskularno u ekonomski
znacajnije delove misi¢nog tkiva i vrlo ¢esto su se ti delovi miSi¢nog tkiva odstra-
njivali zbog depo efekata adjuvansa i nekroze tkiva kao i estog nalaza injekcione
igle. Zbog bezbednosti i iz ekonomskih razloga predlozeno je da se sprovodi sup-
kutana vakcinacija. Medutim, vazno je ista¢i da intramuskularni i supkutani put
administracije vakcine vrlo dobro podsti¢u sistemski imunoloski odgovor, ali uisto
vreme izazivaju vrlo slab lokalni imunoloski odgovor na sluzokozama. Mukozni
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imunoloski odgovor je izuzetno vazan u spre€avanju infekcije i oboljenja izazvanih
uzroCnicima respiratornih oboljenja zbog podsticanja stvaranja IgA klase koji je
kljuGan faktor u spre€avanju vezivanja i penetracije patogena na povrsinu slu-
zokoze nosa — vrata infekcije za uzroCnike respiratornog sindroma goveda. Ad-
ministracija vakcine na povrsinu sluzokoze, kao na primer sluzokoZze nosa, vrlo je
efikasan nacin za podsticanje imunoloSkog odgovora. Vazno je napomenuti da su
sve mukozne povrSine u organizmu medusobno povezane zajedni¢kim imu-
noloskim sistemom (common mucosal immune system — CMIS) tako da adminis-
tracija zaStitnog antigena na jednoj povrsini sluzokoze stimuliSe antigen-speci-
ficne limfocite koji migriraju i obezbeduju kompletnu imunolosku zastitu na svim
mukozama, bez obzira na mesto gde je antigen aplikovan (Bowersock i Martin,
1999; McDermott i Bienstock, 1979; Mesteckey, 1987). Administracija Zive atenui-
rane vakcine BHV 1 i Pl 3 na sluzokozu nosa pokazala se vrlo efikasnom protiv
vestacke infekcije sa virulentnim virusima BHV 1 i PI 3 ak 60-72 ¢asa posle vakci-
nacije (Thomson i sar., 1986). Ovi podaci nedvosmisleno opravdavaju upotrebu
zivih vakcina pogotovo kad se Zeli posti¢i rani imunoloski odgovor, sto je slucaj
tokom kupovine teladii junadi sa razli¢itih lokacija, a potom uzgoja u zajedni¢kom
objektu.

Programi vakcinacije / Vaccination programmes

Kao $to je prethodno navedeno, nema jedinstvenog programa vakci-
nacije za sve tipove uzgoja zivotinja i, shodno tome, program vakcinacije treba
prilagoditi svim faktorima koji doprinose nastanku oboljenja (tabela 1).

Izbor programa vakcinacije je vrlo vazan ali ga uvek treba razmatrati u
odnosu na faktore koji doprinose stresu, menadzmentom, tipom odgoja itd. Gen-
eralno, pri izboru vakcina treba uvek imati na umu da su zive vakcine efikasnije i
da znatno intenzivnije stimuliSu ¢elijski i humoralni imunoloski odgovor kao i
nespecificni imunoloski odgovor. Treba imati u vidu da Zive atenuisane vakcine
ne treba Kkoristiti za vakcinaciju steonih Zivotinja, zbog mogucnosti izazivanja
pobacaja. Ukoliko je vakcinacija Zivim atenuisanim vakcinama ipak preporucena,
treba je sprovoditi u periodu zasuSenja. Preporuka je da se revakcinacija zivim
vakcinama sprovede najmanje 15 dana pre koncepcije. Svakako da su zive
atenuisane vakcine sa iseCenim genom kao i rekombinantne nepatogene Zive
vektor vakcine mnogo praktiCniji i racionalniji izbor.

Realnost je da u toviliSta dolaze telad i junad sa razli€itih regiona i da
sa sobom donose svoju mikrofloru kao i sopstveni imunolo$ki status. Veéi broj
jedinki dospelih u toviliSta poseduje antitela za uzro€nike RSG dok maniji broj Zivo-
tinja ne poseduje specificna antitela. Izvestan broj Zivotinja ¢e po dolasku u to-
vilista vrlo brzo ispoljiti kliniCku sliku RSG, pa su te jedinke rezervoar infekcija i
predstavljaju potencijalnu opasnost za seronegativne zivotinje u zapatu. 1z nave-
denih razloga mora se voditi racuna da se Sto pre uradi vakcinanacija i pobolj$a
imunitet stada.
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Vakcinacija steonih krava / Vaccination of pregnant cows

Svakako treba imati na umu da se sa imunoprofilaksom ne pocinje u
toviliStima ve¢ vakcinacijom steonih krava protiv uzro¢nika respiratornih oboljenja
goveda (GHV 1, PI 3, GRSV, BVD biotip 1i 2 kao i sa M. haemolyticom i H. som-
nus). Vakcinacijom steonih krava postize se visok titar antitela za navedene uzro¢-
nike u kolostrumu, $to ¢e omoguciti zasstitu teladi u prva 2-4 meseca zivota po-
sredstvom kolostralnih antitela. Treba voditi rauna da se revakcinacija steonih
krava mora izvrsiti najmanje 15 dana pre teljenja da bi se dobio dobar imunoloski
odgovor, a time i dobra zastita teladi. Vakcinacija se moze vrSiti inaktivisanim
vakcinama, zivim gen-ise¢enim vakcinama ili zivim vektor vakcinama, a svakako i
marker vakcinama (najéeS¢e GHV 1 marker vakcinom). SeroloSkim pregledom
uzoraka krvi teladi i odredivanjem stepena transfera specifiCnih antigena vrsi se
provera imunoloskog statusa zapata i planiraju se dodatne mere imunoprofilakse.
Revakcinaciju steonih krava treba vrsiti jednom godi$nje i to u poslednjoj tre€ini
graviditeta.

Vakcinacija visokogravidnih krava, kao mera zastite teladi od respira-
tornog sindroma, a pre svega od infekcije GHV, je ¢esto sprovodena i u mnogim
zapatima goveda u Republici Srbiji. Postoji viSe literaturnih podataka o efektima
sprovodenja ovakve mere. Vakcinacijom i revakcinacijom visokogravidnih krava
,IBEROL-PLUS” vakcinom (Vet. zavod ,Zemun”) prosec¢na vrednost titra antitela
protiv GHV u krvnom serumu je iznosila 112,99, a u kolostralnom serumu 982,29,
Sto je nekoliko puta vise nego u uslovima prirodne infekcije ovim virusom (Lazi¢ i
sar., 1995). Upotrebom ,IFFAVX” (Rhone Merieux-Lion) vakcine protiv GHV, ta-
kode je postignut visok nivo antitela protiv ovog virusa, ne samo u krvi steonih
krava, ve¢ i u kolostrumu (Lazi¢ i sar., 1991). Medutim, jedan od najefikasnih poka-
zatelja uspesnosti vakcinacije krava u periodu visokog graviditeta predstavlja
imunoloski status teladi koja poti¢e od krava vakcinisanih protiv GHV. Ukoliko no-
vorodena telad uzmu blagovremeno i u dovoljnim koli¢inama kolostrum od svojih
vakcinisanih krava, kod njih se dva dana posle rodenja moze utvrditi znacajno visi
nivo antitela protiv GHV, nego kod teladi od nevakcinisanih krava (Lazi¢ i sar.,
1998; Lazi¢ i sar., 2001). Perzistencija ovih antitela je takode duZa kod teladi
poreklom od vakcinisanih, nego kod teladi od nevakcinisanih krava. Na taj nacin
se smatra da su telad poreklom od vakcinisanih krava ipak bolje zasti¢ena nego
telad koja poti¢u od nevakcinisanih krava.

Vakcinacija teladi / Vaccination of calves

Intramuskularna vakcinacija teladi protiv uzro¢nika RSG nije prepo-
rucljiva u prva dva meseca zivota ukoliko se seroloSkom proverom utvrdi prisu-
stvo pasivnih antitela za vakcinalne antigene. Treba izbegavati i subkutnu vakcina-
ciju teladi, jer ¢e se specificna antitela vezati za epitope antigena i skoro u potpu-
nosti blokirati imunolo$ki odgovor. Ukoliko se vakcinacija vrSi zbog potencijalnog
rizika od RSG, kao na primer transporta teladi ili meSanja teladi sa razli¢itih geo-
grafskih podrucja, onda to treba raditi sa zivim vakcinama, a vakcinu obavezno
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aplikovati intranazalno, poSto na povrsini nosne sluzokoze nema ili ima vrlo malo
specifi¢nih antitela koja bi neutralisala virus i blokirala imunoloski odgovor.

Imunoprofilaksu teladi, koja se zaluGuju sa dva meseca starosti, treba
sprovoditi intranazalno sa zivom vakcinom u prvoj nedelji Zivota, a revakcinisati u
Sestoj nedelji. Ovaj program omogucava pouzdanu zastititu teladi po zalucivanju,
tokom transporta kao u pre-toviliStima i tovilistima, a Sto zavisi od tipa me-
nadZmenta i uzgoja. Vakcinacija teladi bez specificnih maternalnih antitela moze
se izvrSiti vrlo rano (u prvoj nedelji zivota) i ukoliko se telad transportuju u toviliSta
treba voditi ra¢una da prode najmanje 15 dana (poZeljno 3-4 nedelje) od prve
vakcinacije, kako bi se postigao $to bolji imunoloski odgovor. Po transportu teladi
u toviliSta potrebno je posle 48 Casova izvrsiti intranazalno revakcinaciju zivom
vakcinom, ukoliko revakcinacija nije izvrSena 15 dana pre transporta i objedinja-
vanja teladi u pre-tovilistima i toviliStima. Pozeljno je da se vakcinacija i revakcina-
cija teladi protiv RSG izvr§i najmanje 15 dana pre njihovog zalucivanja. To je
moguce u takozvanom sistemu uzgoja ,krava-tele” kad se telad zaluCuju sa 4-5
meseci starosti.

Vakcinacija tovne junadi / Vaccination of fattening calves

Prispelu telad i junad u pre-toviliSte (zavisi od tipa manadzmenta) ili to-
viliSte treba vakcinisati 48 ¢asova po dolasku u toviliSta, ukoliko nisu prethodno
vakcinisana, a revakcinisati ih 6-8 nedelja kasnije. Svakako se treba pridrzavati
uputstava proizvodaca vakcine. Vakcinaciju treba sprovesti sa vakcinom koja
sadrzi primarne uzro¢nike RSG, a to su: GHV 1, GRSV, VGVD biotip 1i2, Pl 3 kao
M. haemolytica i H. somnus. Ukoliko su telad vakcinisana pre dolaska u tovilista
treba ih revakcinisati 48 ¢asova po dolasku. Posle izvrSene revakcinacije 3-4
nedelje kasnije treba uraditi seroloska ispitivanja na reprezentativnom broju Zivoti-
nja i odrediti titar antitela protiv GHV 1, GRSV, VGD biotip 1i 2, PI 3 kao i na M.
haemolytica i H.somnus i na osnovu nalaza titra antitela, menadzmenta i opSte
epizootioloSke situacije odrediti da li treba vrsiti jos jednu vakcinaciju do kraja
tova. Treba koristiti marker, zive gen-iseene, vektor vakcine i inaktivisane vakci-
ne. Procedura po kojoj se prva vakcinacija vrsi zivom vakcinom, a revakcinacija sa
inaktivisanom vakcinom ima mnogo prednosti, mada ima i suprotnih podataka
(Bosch i sar., 1997).

Vakcinacija priplodnih junica / Vaccination of breeding heifers

Vakcinacija zenske teladi namenjene za priplod je vrlo sli¢na vakcina-
ciji tovne junadi, s tim $to treba imati na umu da, ukoliko uslovi dozvoljavaju, ju-
nice treba vakcinisati ili revakcinisati najmanje 15 dana pre objedinjavanja zenskih
grla sa razli¢itin lokaliteta. Mora se voditi ratuna da junice budu revakcinisane
najmanje 15 dana pre vestackog osemenjavanja. Vakcinaciju treba sprovesti
vakcinama koje sadrze primarne uzro¢nike RSG. Treba koristiti marker, Zive gen-
iseCene, vektor vakcine i inaktivisane vakcine. Ima predloga da se prva vakcina-
cija junica vrsi inaktivisanom vakcinom, a revakcinacija zivom, ali to ¢esto nije
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prakti¢no. Ukoliko se serolo$kim ispitivanjima utvrdi da gravidne junice treba jos
jednom vakcinisati, onda se preporucuju inaktivisane ili Zive gene-iseCene vak-
cine.

Idealna vakcina / Ideal vaccine

Bez obzira na znac¢ajna dostignuca u oblasti vakcinologije u posled-
njih 40 godina jo$ uvek nije proizvedena idealna vakcina. Od idealne vakcine se
oCekuje da bude multivalentna, da stvara zastitni imunoloski odgovor kod no-
vorodene teladi bez obzira na prisustvo kolostralnih antitela, da im stvara dugu
imunolosku zastitu posle jednokratne vakcinacije, da ne izaziva lokalne i/ili sis-
temske reakcije i da se ne aplikuje Spricem i injekcionom iglom (Rogan i Babiuk,
2005).

Ovakav opis idealne vakcine namece pitanje da li je moguce proiz-
vesti takvu vakcinu, s obzirom na ogroman progres u poslednje Cetiri decenije u
vakcinologiji. Medutim, sa sigurno$¢u se moze potvrditi da dobra nau¢na osnova
znanja postoji i da ¢e se takva vakcina verovatno i proizvesti, ali pitanje je dali ¢e
ekonomska opravdanost upotrebe takve vakcine biti prihva¢ena i u veterinarskoj
medicini.

Zakljucak / Conclusion

Respiratorni sindrom goveda je interakcija izmedu infektivnih mikroor-
ganizama, Zivotne sredine i imunoloskog odgovora pojedinacnih Zivotinja u
stadu. Mere imunoprofilakse omogucavaju adekvatnu zastitu Zivotinja, a samim
tim i finasijsku dobit farmerima. Mere imunoprofilakse treba odredivati u saglas-
nosti sa proizvodacem, veterinarom i lokalnom epizootioloSkom sluzbom. Svaka-
ko da se program imunoprofilakse odreduje na osnovu epizootioloSke situacije
regiona iz koga ¢e se zivotinje nabavljati kao i regiona u kome ¢ée se odgajiti. Imu-
noloski status Zivotinja na primarne uzro¢nike RSG treba odrediti po prispecu Zi-
votinja u objekte i na osnovu seroloskih nalaza preporuciti program vakcinacije.
Imunoprofilaksa pocinje vakcinacijom gravidnih krava i pasivnom zastitom i odgo-
jem zdrave teladi. Aktivnom imunizacijom postize se imunitet stada protiv uzro¢ni-
ka respiratornog sindroma goveda. Vrlo je vazno da telad ima visok titar specific-
nih antitela protiv uzro¢nika RSG pre njihovog transporta u toviliSta i meSanja sa
zivotinjama iz razli¢itih regiona. Zive vakcine i nazalna vakcinacija imaju prednost
ukoliko se Zeli posti¢i rani nespecifican imunoloski odgovor na sluzokoZi nosa.
Inaktivisane vakcine se preporucuju kod gravidnih zivotinja, mada se i zive gen-
iseCene i vektor vakcine takode mogu primenjivati kod gravidnih Zivotinja. Marker,
zive kao i inaktivisane vakcine treba upotrebljavati kad god za to postoje mogué-
nosti.

Imunoprofilaksom se postize znacajno smanjenje slu¢ajeva oboljenja,
ali samo ukoliko se koriste visoki standardi odgoja goveda. Vakcinacija ne moze
biti zamena za manjkavosti u ishrani, smestaju i generalno u odgoju Zivotinja.
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ENGLISH

IMMUNOPROPHYLAXIS OF BOVINE RESPIRATORY SYNDROME
D. Rogan, S. Lazié, R. Pavlovié, H. Samanc

Bovine Respiratory Syndrome (BRS) is a multifactorial disease caused by the
interaction of infective agents, the environment and the individual immunological response
of animals in the herd. Despite five decades of research on BRS, no clear understanding of
how environmental factors influence pathogenic outcomes of the disease has been de-
fined. As such, the development of immunoprophylaxis and vaccine programmes to pre-
vent outbreaks of BRS in cattle has not been successful.

The current paper discusses vaccination programmes for all categories of
cattle and presents a review of existing vaccines being used for immunoprophylaxis of res-
piratory syndrome in cattle and discusses the advantages and disadvantages of the cur-
rently used vaccines and vaccination programmes. Lastly, a discussion detailing the de-
sign of future perfect vaccines is presented.

Key words: cattle, immunoprophylaxis, bovine respiratory syndrome, recombinant
vaccines, DNA vaccines

PYCCKUA

MMYHOIMPO®UNAKTUKA PECMTUPATOPHOIO CUHAPOMA KPYIMHOIO
POrATOro CKOTA

L. PoraH, C. Jlasuu, P. NMaBnoswuy, X. LLamaHy,

PecnupatopHbIn cuHgpom kpynHoro poratoro ckota (PCKPC) - mynbTudak-
TopuanbHoe 3abonesaHne, BO3HUKaloLLee NHTepakumen MHHPEKLMOHHbIX MUKPOOPraHns-
MOB, Cpefjbl 0OMTaHMA U UMMYHOJSTOTMHYECKOT OTBETAa OTAENbHBIX XXMBOTHbLIX B cTaze. Pec-
NMPaTOPHbIN CUHAPOM KPYMHOro poraTtoro ckoTa npeameT UcCcrefoBaHns Y4éHbIX B Mo-
cnepHux 50 neT, HO BCE eLLé He sicHa MHTepaKums hakTopoB cpeabl 06UTaHUs N MHeK-
LIMOHHbIX areHTOB B MaToreHese 3aboneBaHns, Kak eweé He yTBep>KAeHbl efeHble 1 ath-
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heKTUBHbIE NPOrpamMmMbl UMMYHOMPOUIAKTUKM 1 (hOPMYNIMPOBKN BaKLMHbI, KOTOpas Obl
Morna noniHOCTbIO NpeaynpeanTb ABNeHne 3a6oneBaHus.

B paboTe npeAcTaBneHbl OCHOBHbIE KOHLEMNLMM CyLUMX NporpamMM BakKLmHa-
LMmn y BCEX MPOM3BOACTBEHHbIX KATEropuin 1 Bo3pacTa KpPynHOr poraToro ckoTa. Takxe
npeacTaBrneHbl Bce (DOPMYNMPOBKW BakUWH, MOMb3yemMble B UMMYHOMNPOMUNaKTUKE
PCKPC. Yka3aHo Ha npenmMyLlecTBa v HefOCTaTKM CYLUMX BaKLUH CIIOBHO M HA OXXNAAHWSA
OT peKOMbMHaHTHbIX HK BakuuH.

KnioyeBble crioBa: pecnmpaTopHbIi CUHAPOM KPYMHOro poraTtoro ckoTa,

UMMYHOMpPOMMNaKTNKa, peKoMOoHaHTHbIe BakLmHbI, JHK BakLuHbI,
KPYMHbIN poraTbii CKOT
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PREPOZNAVANJE I PROCENA BOLA KOD ZIVOTINJA®
RECOGNITION AND ASSESMENT OF PAIN IN ANIMALS

Jelena Aleksié, S. Jovi¢™

*

Bol je sloZen fizioloski fenomen i neprijatan individualni osecéaj
koji je tesko definisati, a kod Zivotinja izuzetno te$ko prepoznati i inter-
pretirati.

Prema definiciji Svetskog udruZenja za proucavanje bola (IASP),
bol se odreduje kao neprijatano senzorno ili emocionalno iskustvo
udruZeno sa aktuelnim ili potencijalnim oste¢enjem tkiva. Znacajan je
aspekt Zivota i njegova prevencija i smanjenje su vazni u cilju posti-
zanja dobrobiti Zivotinja.

Zadatak strucnjaka je da prepozna jezik interpretacije bola, kojim
se Zivotinje obracéaju za pomo¢. Za objektivnu procenu bola neop-
hodno je dobro poznavanje fiziologije, etologije i kliniCke dijagnostike.
Na to nas obavezuju i eti¢ki principi koji nalaZu obezbedenje dobrobiti
Zivotinja i uklanjanje svih Cinilaca koji mogu da izazovu osecaj bola i
stanje patnje.

Prepoznavanje bola i njegovih manifestacija posebno je znacajno
u slu¢ajevima zlostavljanja Zivotinja, kada to moZe da bude i jedini simp-
tom. Zivotinje mogu da budu mirne i da instinktivno kriju postojanje
bola, sto simptome ¢ini suptilnijim, ali ne i njihove povrede manje bol-
nim. Nije bez znaaja ni poznavanje manifestacija bola prilikom raz-
licitih intervencija veterinara u slu¢ajevima kada se on javlja i pored apli-
kovane doze analgetika.

Bol u znacajnom stepenu doprinosi patnji Zivotinja i u takvim sluéa-
jevima znacajno je posedovati dokumentaciju, u vidu video zapisa ili fo-
todokumentaciju, sto je bitna informacija u procesuiranju predmeta zlo-
Stavljanja.

Veterinari su odgovorni za prepoznavanje, procenu, prevenciju i
oslobadanje Zivotinje od bola, koji posle telesne temperature, pulsa i di-
sanja treba da bude Cetvrti vitalni znak i sastavni deo procene stanja Ziv-
otinje u momentu pregleda.

Rad primljen za Stampu 07. 12. 2009. godine

** Mr sci. med. vet. Jelena Aleksié, asistent, mr sci. med. vet. Slavoljub Jovi¢, asistent, Fakultet

veterinarske medicine, Beograd, Srbija
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Zbog svega napred istaknutog, neophodna je efikasna prevencija
i kontrola bola, koji se ogleda u njegovom prepoznavanju, postavijanju
odgovarajuce dijagnoze, razvoju odgovarajuceg terapijskog plana, pri-
lagodavanju terapije tokom duZeg vremenskog perioda, posebno u
slucajevima hroni¢nog bola.

Kljucne reci: bol kod Zivotinja, prepoznavanje, tipovi bola, znaci, uloga
veterinara

Uvod / Introduction

Bol je slozen fizioloSki fenomen i neprijatan individualni osecaj, koji je
teSko definisati, a kod zivotinja izuzetno teSko prepoznati i interpretirati (Erickson,
1984).

Prema definiciji Svetskog udruzenja za proucavanje bola (IASP), bol
se odreduje kao neprijatano senzorno ili emocionalno iskustvo udruzeno sa aktu-
elnim ili potencijalnim o$te¢enjem tkiva (ISASP, 1994). Bol je znacajan aspekt Zi-
vota i njegova prevencija i smanjenje su vazni u cilju postizanja dobrobiti Zivotinja.
DefiniSe se i kao neprijatno senzorno, iliemotivno iskustvo udruzeno sa aktuelnim
ili potencijalnim oste¢enjem tkiva (Merskey, 1979).

2ivotinje se instinktivno bore za opstanak i manifestacija znakova bola
u prirodi nije uobi¢ajeno i pozeljno ponasanje. Kuéni ljubimci su zadrzali tenden-
ciju da kriju bol, posebno hroni¢nog karaktera. Sliku bola dodatno komplikuje &i-
njenica da razliCite vrste Zivotinja ispoljavaju ili prikrivaju bol na potpuno razli¢ite
nacine, a razliCita oboljenja izazivaju razli¢it stepen neprijatnosti. Sve ovo, uz indi-
vidualne varijacije u toleranciji bola dodatno komplikuje njegovo prepoznavanje i
procenu kod razliGitih Zivotinjskih vrsta.

Bol je neprijatno, ali vazno iskustvo koje jedinkama omogucava da
prepoznaju i odgovore na opasne stimuluse i da ih ubuduée izbegavaju. Posle-
dice osec¢anja bola su stanja kao Sto su distres, usporeno zarastanje rana,
poremecaj sna, slab apetit i depresija. Pojava bola je ponekad neizbezna, ali kod
zivotinja treba da se spreci i kontroliSe kada god je to moguce (Stafford, 2007).

Danas je sasvim jasno da zivotinje i ljudi imaju sli¢ne neuralne puteve
za razvoj, sprovodenje i modulaciju bola. Prema principu analogije, macke i psi
poseduju sli¢ne neuralne puteve i neurotransmitere, ako ne i identi¢ne kao ljudi,
Sto ukazuje na Cinjenicu da zivotinje osecéaju i dozivljavaju bol sli¢no ljudima
(Stoji¢, 2007).

Osecaj bola se razlikuje zavisno od mesta, trajanja, intenziteta stimu-
lusa i moze biti modifikovan prethodnim iskustvom, emocionalnim statusom, kao i
individualnim razlikama. Dugotrajan bol za posledicu ima nau¢eno izbegavanje,
odnosno zauzimanje polozaja u kome je bolni nadrzaj $to manjeg intenziteta. Si-
sari se uvek oglasavaju kada im se nanosi bol (Vu¢ini¢, 2004).
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Kriterijumi za procenu bola / Criteria for pain assessment

Izvor bola za Zivotinje je onaj stimulus koji:

1. poseduje potencijal da izazove povredu, otok, inflamaciju ili iritaciju
(npr. da bude intenziteta koji prevazilazi nivo nocioceptora),

2. kod ljudi, dovodi do osec¢aja bola (stimulus intenziteta koji prevazi-
lazi prag nadrazaja),

3. kod Zivotinje izlozene tom stimulusu izaziva neke oblike odgovora —
fizioloSkog ili u vidu promene ponasanja, koji je kod Zivotinja obi¢no udruzen sa
osecajem bola.

Ovi jednostavni kriterijumi su znac¢ajni za procenu postojanja akutnog
bola, medutim ne pruzaju moguénost da se utvrdi stepen patnje (neki dogadaiji
izazivaju veéu patnju od drugih) (Stafford, 2007).

Da i Zivotinje kao i ljudi mogu da osecaju bol, pokazuju morfoloske i
fizioloSke studije, koje su ukazale na sli¢nosti u fizioloSkim mehanizmima neo-
phodnim za percepciju bola kod sisara (Broom, 2000).

Vecina ljudi veruje da sisari osec¢aju bol, ali postoje neslaganja u tome
na koji nacin ga dozivljavaju. To je teSko ustanoviti, s obzirom na to da svaki po-
jedinac ima razliCit dozivljaj bola, kao odgovor na isti stimulus. Danas je opSte
prihvaceno da psi osecaju bol (Paul-Murphy i sar., 2004) i da se za procenu i
poredenje ja¢ine bola uzimaju u obzir fizioloSki odgovor organizma i ponasanje
pasa izlozenih razli¢itim Stetnim noksama sa ili bez analgezije.

Prepoznavanje bola / Pain recognition

Prepoznavanje i procena bola kod Zivotinja od uvek su bili sastavni
deo brige o Zivotinjama i dobre veterinarske prakse. Medutim, klini¢ka ispitivanja
ovog aspekta dobrobiti Zivotinja u poslednjih 20 godina dramati¢no su porasla
(Hansen, 1997). Povecana je i svest javnosti o kori§éenju Zivotinja u naucnois-
trazivacke, biomedicinske i obrazovne svrhe.

Poslednjih godina paznja istrazivaca usredsredena je na odredivanije i
merenje specijes-specificnog ponasanja prouzrokovanog bolom, koje bi trebalo
da pobolj$a prepoznavanije i terapiju bola kod Zivotinja. Medutim, procena bola i
dalje ostaje subjektivna i neprecizna.

Zadatak struc¢njaka je da prepozna jezik interpretacije bola kojim se
zivotinje obrac¢aju za pomo¢. Za objektivnu procenu bola neophodno je dobro
poznavanie fiziologije, etologije i klinicke dijagnostike. Na to nas obavezuju i eticki
principi koji nalazu obezbedenje dobrobiti Zivotinja i uklanjanje svih Cinilaca koji
mogu da izazovu osecaj bola i stanje patnje (Vucini¢, 2004).

Prepoznavanje bola i njegovih manifestacija posebno je znac¢ajno u
slu¢ajevima zlostavljanja Zivotinja, kada to moze da bude i jedini simptom. Zivot-
inje mogu da budu mirne i da instinktivno kriju postojanje bola, $to simptome ¢ini
suptilnijim, ali ne i njihove povrede manje bolnim. Nije bez znacaja ni poznavanije
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manifestacija bola prilikom razli¢itih intervencija veterinara u slu¢ajevima kada se
on javlja i pored aplikovane doze analgetika.

Bol u znacajnom stepenu doprinosi patnji zivotinja i u takvim slucaje-
vima znacajno je posedovati dokumentaciju, u vidu video zapisa ili fotodoku-
mentaciju, $to je bitna informacija u procesuiranju predmeta zlostavljanja (Me-
linda, 2007).

Usled nemogucnosti uspostavljanja verbalne komunikacije, Zivotinje
nisu u mogucnosti da saopste i opiSu neprijatan iskustveni doZivljaj prouzrokovan
bolnim nadrazajem. Iz tog razloga se procena bola kod Zivotinja obavlja na os-
novu indirektnih metoda i uglavnom je zasnovana na promeni ponasanja (npr. re-
fleks povlacenja Sape ili repa, vokalizacija, grizenje, lizanje Sape, smanjena aktiv-
nost ili inaktivnost), a rede na neurovegetativnim reakcijama na bol (npr. porast
krvnog pritiska, ubrzanje pulsa). Pored registrovanja promena u ponasanju jedin-
ke, indirektne metode podrazumevaju i odredivanje nivoa aktivnosti ili koncentra-
cije odredenih fizioloSkih i biohemijskih parametara (Vucini¢, 2004).

Brojni faktori komplikuju procenu bola, tako da svaka skala bola treba
da uzme u obzir karakteristike kao §to su vrsta, rasa, starost, pol jedinke, spo-
ljiasnja sredina, uzroci bola (trauma, hirurske intervencije, patoloske promene), re-
giju tela koja je pogodena (abdominalni, miSiéno-skeletni bol), tok bolnog stanja
(akutni ili hroni¢ni) i intenzitet bola. Svaka skala bola ili metodologija primenjena u
proceni bola trebalo bi da prepozna individualnu osetljivost. Razlike u toleranciji
na bol demonstrirane su eksperimentalno na ljudima i Zivotinjama i imaju vaznu
ulogu u klini€kom tretiranju i kontroli bola. Bol za posledicu ima promene u
ponasSaniju zivotinje, fizioloskim i biohemijskim parametrima.

PonaSanije jedinke uslovljavaju tri glavna faktora:

1. genetski nasledne tendencije ili predispozicije za ispoljavanje od-
redenog ponasanja,

2. prethodno iskustvo jedinke i ono §to je iz njega nauceno i

3. odredene okolnosti u to vreme.

Promene u ponaSanju mogu biti izazvane i drugim uzro€nicima, a ne
samo onima koji su izvor bola. Medutim simptomi ¢esto mogu biti sli¢ni, Cak isti
(promene u polozaju tela, promene aktivnosti, izbegavanje borbe, poremeéeno
pona$anje), $to dodatno otezava prepoznavanje bola kao uzrocnika.

Zavistno od toka, bol moze biti akutan, hroni¢an, hroni¢no inflama-
torni i hroni¢no neuropatski bol.

Indikatori akutnog bola kod pasa mogu biti skrivanje, oglasavanje, ne-
godovonje, bezanje, agresija, a kod macaka bezanje, agresija, depresija, nevol-
jno kretanje, skrivanje i oglasavanje. Kod konja je teSko razlikovati bol od drugih
bihevioristickih problema. Jedinke su uznemirene, javlja se znojenje, ubrzan rad
srcaiubrzano disanje. Kod svinja je moguca inapetenca, nevoljno pomeranje, de-
presija, oglaSavanje (groktanje).

Promene u ponasanju koje nastaju kao posledica kastracije ogledaju
se u smanjenom sisanju, redem stajanju, a ¢eSéem lezanju kastriranih u po-
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redenju sa nekastriranim svinjama (McGlone i sar., 1993). Kod prezivara indikatori
bola su inapetenca, depresija i ubrzano disanje. Intenzivan bol vodi u¢estalom
oglasavanju, Skripanju zubima i smanjenom prezivanju.

Neupucéenost u ponaSanje karakteristicno za odredene Zivotinjske
vrste ili rase otezava prepoznavanje ponasanja prouzrokovanog bolom. Promene
u ponasSanju izazvane bolom mogu biti prikrivene ili je potrebno vreme kako bi se
ustanovile prilikom obaveznog klinickog pregleda, kako kod velikih tako i kod
malih Zivotinja. U vecini situacija znaci bola mogu biti maskirani ponasanjem koje
je stereotipija vrste koja se posmatra, npr. psi mogu da masu repom i pozdravljaju
posmatraca iako istovremeno oseca bol.

FizioloSki znaci koji ukazuju na osecaj bola kod zivotinja su ubrzan rad
srca i frekvenca disanja, promene u krvnom pritisku, znojenje, povec¢an tonus
miSi¢a, nakostreSenost dlacnog pokrivaca, dilatacija pupila, drhtanje, brz hod,
promene telesne temperature, gubitak telesne mase, dehidracija organizma,
ucCestalo defeciranje i uriniranje (Grant, 2006). Ovi znaci mogu biti manifestacija
bola ili stresa, ali se na njih ne treba oslanjati kao na jedine indikatore bola, jer je
razlika izmedu nelagodnosti (,discomfort®, eng.) i bola neznatna. Fiziolo$ki para-
metri nisu dovoljno specifi¢ni kako bi se bol razlikovao od drugih stresora, kao §to
su anksioznost, strah ili fizioloSki odgovor na razne metaboli¢ke poremecaje.

U cilju pronalaZenja indikatora bola u plazmi i cerebrospinalnoj te¢no-
sti merene su promene koncentracija razli¢itih supstanci (neurotransmitera, neu-
romodulatora, enzima, citokina, proteina akutne faze i hormona). Medutim, ni
jedno od ovih jedinjenja ne pruza zadovoljavaju¢u mogucénost njihove prakti¢ne
primene u prepoznavanju i proceni osec¢aja bola kod zivotinja.

Kao odgovor na stres ili usled prolongirane aktivnosti tkiva kod nekih
tipova bola nastaju promene koncentracije glukoze, slobodnih masnih kiselina,
mlec¢ne kiseline i drugih supstanci. Medutim, ovi parametri se nisu pokazali kao
specifiCni za bol (Peers i sar., 2002).

U plazmi je prisutna mala koli¢ina intracelularnih enzima i nakon
oStecenja tkiva i organa njihova aktivnost se povecava. U krvnoj plazmi zdravih
zivotinja moze se detektovati izvestan stepen aktivnosti odredenih intracelularnih
enzima koji se znacajno povecava u toku ostec¢enja tkiva i organa. Tako se za
vreme oStecenja misiénog tkiva javlja porast aktivnosti enzima kreatin kinaze, dok
hepatopatije mogu da dovedu do poveéane aktivnosti sorbitol dehidrogenaze
(Kaneko i sar., 1989). Medutim, nije ustanovljena korelacija izmedu promene ak-
tivnosti enzima plazme i stepena osec¢anja bola kod Zivotinja.

Proteini akutne faze (,acute phase proteine®, APP) se najve¢im delom
sintetiSu u jetri kao odgovor na infekciju, inflamaciju ili oSte¢enje tkiva. Do po-
vecanja njihove koncentracije dolazi i u slu¢ajevima gladovanja, tokom gravidi-
teta, kao i u slu€aju nekih stresnih stanja. Proteini akutne faze (haptoglobin, fi-
brinogen, C-reaktivni protein, serum amiloid A i dr.) su brojni, a dijagnosticki
znacaj svakog od njih varira zavisno od vrste (Kent, 1992; Gruys i sar., 1994; Eck-
ersall, 2000), toka bolesti i uzro€nika. Do povec¢anja njihove koncentracije dolazi
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npr. u sluéaju klinickog mastitisa (Eckersall i sar., 2001) i posle kastracije konja
(Pepysisar., 1989; Kent i Goodall, 1991) i goveda (Fisher i sar., 1997, 2001; Earley
i Crowe, 2002).

U cilju procene stepena bola najéeséi i najoCigledniji pokazatelji koji
se uzimaju u obzir kod zivotinja su:

1. oglaSavanje,

2. agresija,

3. abnormalno kretanje,

4. nevoljnost zZivotinje da se pokrene,

5. promene temperature, stepena respiracije i sréanog rada.

Na znake bola koje jedinka moze da ispolji a koje veterinar moze da
prepozna uti¢u okolina, prisustvo drugih (vlasnik, druge zivotinje ili zivotinje druge
vrste), lekovi, intenzitet bola i prethodno iskustvo.

Karakteristi¢ni znaci koji ukazuju na postojanje akutnog bola kod Zivo-
tinja su:

1. zastita bolne regije, povrsine (hiruski rezovi, regije sa implantima);

2. oglaSavanije Zivotinje, narocito kad se krece, ili ukoliko se palpira
bolna zona;

3. lizanje, ujedanje, ¢eSanje ili protresanje odredenih delova tela;

4. uznemirenost, brzo hodanje, konstantno ustajanje i leZanje (kod ve-
likih Zivotinja);

5. smanjena pokretljivost kao kod bola u zglobovima, stomaku i u
slu¢aju kolika;

6. neprirodne poze za odmaranje (kada zZivotinje izgledaju kao da spa-
vaju ili se grbe i ne mogu udobno da se nameste);

7. nemogucnost pokazivanja normalne radoznalosti i Zivosti (apatija);

8. agresija i izostanak socijalne interakcije.

Teze je prepoznati znake hroniénog bola, jer zivotinje postaju tolerant-
nije na bolni stimulans i ponasanje prilagodavaju novonastaloj situaciji, a u cilju
smanjenja osecaja bola (Church., 2000). One vrste domacih zivotinja Ciji su preci
u prirodi bili u ulozi plena (konji, ovce) pokazuju manje oevidne znake bola u
poredenju sa vrstama kao $to su psi, koji poti¢u od predatora (vuk).

Tipovi bola / Types of pain

Zavisno od lokaliteta razlikuju se tri vrste bola — somatski, visceralan i
neuropatski koje mogu biti akutnog i hroni¢nog karaktera. Na somatski i visceralni
bol lakSe je uticati nego na neuropati¢ni (Grant, 2006).

1. Somatski bol nastaje aktiviranjem nocioceptora u kozi (na povrsini
tela) i u dubljim strukturama (misiéno-skeletnom tkivu, zglobnim strukturama).
Ukoliko je bol prisutan u misi¢no-skeletnom tkivu oznacava se kao dubok somat-
ski bol i javlja se u sluaju metastaza na kostima. Ova vrsta bola poti¢e od potpor-

.....
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tup ili probadajuéi, ali lokalizovan bol. PovrSinski somatski bol je obi¢no ostriji, sa
osectajem pecenja, gorenja ili probadanja. PovrSinski bol je npr. posthirurski bol
usled zasecanja. Somatski bol je najverovatnije izazvan kombinacijom viSe fak-
tora kao $to su inflamacije, ponavljane traume, preterana aktivnost i intenzivno is-
tezanje. Somatski bol je obi¢no konstantan, mada moze biti i periodi¢an.

2. Visceralan bol je najéeS¢a vrsta bola. Javlja se usled oSte¢enja ili
povreda unutrasnjih organa, a prouzrokovan je aktiviranjem receptora za bol u
grudnoj ili trbusnoj duplji ili karliénoj regiji, kao rezultat infiltracije, kompresije,
proSirenja ili istezanja grudnih, trbusnih ili organa karliéne duplje. Visceralan bol je
neodreden i nije precizno lokalizovan. Opisuje se kao tup i difuzan bol, kao bol
usled pritiska, stezanja. Ova vrsta bola prouzrokovana je promenama na unu-
traSnjim organima (stomak, bubrezi, Zu€na kesa, mokra¢na besika i GIT (gastro-
intestinalni trakt, GIT). U osnovi navedenih promena su nadimanje, perforacije, in-
flamacija, opstipacija i sli¢no, koji mogu izazvati simptome kao S$to su mucnina,
groznica, osecanije slabosti i bol. Visceralan bol takode izaziva spazam muskula-
ture trbusnog zida. Nastaje i u slu€ajevima neoplasti¢nih promena pankreasa i
metastaza u trbusnoj duplji. Ovaj bol moze biti i tzv. referentni bol, kada se stvara
utisak da bolni stimulusi potiCu iz miSi¢a ili koze, pre nego unutrasnjih organa.
Referentni bol nastaje jer se somatska i visceralna aferentna vlakna sa nociocep-
tora sakupljaju na istom segmentu kicmene mozdine (dorzalni rog kiémene
mozdine).

3. Neuropatski bol nastaje usled oStecenja perifernih nerava ili CNS-a
(kompresija nerava kicmene mozdine neoplastiCnim promenama, infiltracija nera-
va ili kiémenog stuba tumorima). Ova vrsta bola opisana je kao goruéa, proba-
dajuca bol. Obi¢no se javlja nekoliko dana, nedelja ili meseci nakon povrede i ima
tendenciju pojave u naletima. Neuropatski bol je difuzan i javlja se na mestu ili is-
pod povrede, najceSée u ekstremitetima, ledima, Sapama, abdomenu i vratnoj re-
giji (Grant, 2006).

Zakljucak / Conclusion

Prepoznavanje bola je kompleksna oblast i podrazumeva prepozna-
vanje razli¢itih znakova u cilju oslobadanja zZivotinja od bola, kao i dobro pozna-
vanje ne samo odredene Zivotinjske vrste kojoj jedinka pripada, ve¢ i pojedinacne
zivotinje. Psi i macke Cesto ne pokazuju dozivljaj bola, §to je vid zasStitnog me-
hanizma. Medutim, izostanak ekspresije, ili spoljasnjih znakova bola ne ukazuje
obavezno na to da pacijent nije doZiveo negativne posledice bola.

Prvi pokazatelj da je Zivotinja iskusila bol je promena pona$anja. Iz tog
razloga pona$anje jedinke uvek treba da se posmatra u Sirem kontekstu — ne
samo $ta zivotinja radi, ve¢ i kada, kako i zbog ¢ega to radi.

Procena pona$anja je sastavni deo anamneze i klini¢kog pregleda zi-
votinje. Razumevanje i poznavanje normalnog ponasanja je klju¢no za identifika-
ciju bola i odabir odgovaraju¢eg pristupa i intervencije (AAFP, 2004; 2006) radi
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njegovog uklanjanja. U determinisanju abnormalnog ponasSanja koje moze biti u
vezi sa bolom, od neprocenljivog znacaja je zapazanje vlasnika zivotinje (Hunton i
sar., 2005).

Znaci koji mogu da ukazu na prisutnost bola kod Zivotinja (pored
izostanka normalnog ponasanja) Cesto su i razvoj i pojava novih i abnormalnih
postupaka, koji su Cesto suptilni i veoma lako se mogu prevideti od strane
vlasnika i veterinara.

Za uoCavanje promena u ponasanju vazan je sistematski i potpun (ho-
listiCki) pristup posmatranju kako zivotinje, tako i okruzenja.

Veterinari su odgovorni za prepoznavanje, procenu, prevenciju i oslo-
badanje Zivotinje od bola. Prepoznavanije i procena bola bi trebalo da bude, posle
telesne temperature, pulsa i disanja, Cetvrti kljuéni znak i sastavni deo procene
stanja zivotinje tokom pregleda.

Zbog svega napred istaknutog, neophodna je efikasna prevencija i
kontrola bola, §to se ogleda u njegovom blagovremenom prepoznavanju, kao i
razvoju odgovarajuc¢eg terapijskog plana sa prilagodavanjem terapije tokom
duzeg vremenskog perioda, posebno u slu¢ajevima hroni¢nog bola.

Dalji rad na zastiti dobrobiti Zivotinja od bola kao uzroka patnje, treba
da se usmeri na pronalazenje multidimenzionalnog pokazatelja, koji bi omogucio
jednostavno, brzo i objektivno otkrivanje bola i procenu njegovog intenziteta
(Vucini¢, 2004).
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ENGLISH

RECOGNITION AND ASSESMENT OF PAIN IN ANIMALS
Jelena Aleksi¢, S. Jovi¢

Pain is a complex physiological phenomenon, it is hard to define in a satisfac-
tory manner in human beings, and it is extremely difficult to recognize and interpret in ani-
mals.

According to the International Association for the Study of Pain (IASP), pain is
defined as an unpleasant sensory or emotional experience associated with actual or poten-
tial tissue damage. Pain is an important aspect of life and its prevention and decrease are
important as a goal to achieve the well-being of animals.

The task of scientists is to recognize the lanquage of pain interpretation which
animals use to seek help. For an objective evaluation of pain, it is essential to possess a
good knowledge of physiology, etiology and clinical diagnosis. We are obliged to do this
also because of the ethic principles to defend the well-being of animals and to eliminate
any factor which can cause feelings of pain or suffering.

The recognition of pain and its manifestation is especially important in cases
of animal abuse, when it could be the only symptom. Animals can be quiet and instinctively
hide the presence of pain, which makes the symptoms more subtle, but does not make
their injuries any less painful. It is also important to have knowledge of manifestations of
pain that appear during different surgical procedures performed by the veterinarinarian in
spite of the applied dose of analgetic.

Pain significantly contributes to the suffering of animals and in such cases it is
important to collect relevant documents, in the form of video recordings or in photo-
documentation form, because it is important information in the processing of cases of ani-
mal abuse.

Veterinary experts have the responsibility to recognize, evaluate, and prevent
pain and to relieve animals from the pain, which should be the fourth vital sign, following
temperature, pulse and breathing, and participate in the evaluation of the condition of the
animal during an examination.

Due to all the above mentioned, it is essential to secure efficacious prevention
and control of pain, which is reflected in the recognition of pain, making a diagnosis, devel-
oping a plan of therapy, and adapting the therapy over a longer time period, especially in
cases of chronic pain.

Key words: pain in animals, recognition, types of pain, signs of pain, role of veterinarians

PYCCKWUH
Y3HABAHUE U OLIEHKA BOJIN Y XKUBOTHbIX
EneHa Anekcud, C. MoBuy
BOMb-CNOXHbIN (PU3NONOTNHECKU i (DEHOMEH 1 HEMPUATHOE UHAMBUIYASb-

HOe YYBCTBO, KOTOPOE TSXKENIO OMNPefenuTb, a Y >XMBOTHbLIX UCKIIOUUTENbHO TSHXKeNo
y3HaTb WU MHTEPNPeTMpoBaTh.
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Mo onpegenexHnio MupoBoro ob6beauHeHus ans maydenns 6onu (MOWB),
60nb onpefenseTca Kak HEMpUSATHBIA CEHCOPHbIA UM SMOLMOHANbHbIA OMbIT, 06be-
,ql/lHéHHbIVI C aKTyalibHbIM U1 noTeHUManbHbIM NoBpeXXaAeHNemM TKaHu. 3HaunTeneH ac-
NeKT U ero npeseHUnA N yMeHblleHne-BaXKHbl C Liefbto 671arocoCTOSIHUA XKUBOTHbIX.

3apaHne cneuvanmcToB y3HaTb A3bIK MHTepnpeTauum 605mM, KOTOPOR XXNB-
OTHble obpaLLatoTCs 3a MOMOLLbHO. 17151 06 EKTMBHOM OLIEHKM 6051 HEOOXOAMMO XOpoLlee
no3HaHve hn3noornm, STUOSOTNN U KITMHUYECKON ANarHOCTUKN. Ha 3To Hac 0653biBaloT
N 3TUYECKMe NPUHLMNBI, Bo3raratowme obecrneyeHme 61arocoCTosIHNS XXUBOTHbIX U yaa-
neHve Bcex hakTopoB, KOTOPbIE MOrYT Bbl3BaTb HyBCTBO 60N M COCTOSIHUE CTPaAaHus.

Y3HaBaHne 6011 1 ux maHndecTaumin OTAeNbHO 3HAYMTENbHO B Crlydasnx
NCTA3aHUA XXUBOTHDbIX, KOrga 3To MOXeT O6bITb U e,D,VIHCTBeHHbIVI cumMnToM. 2)KNBOTHbIE MO-
ryT O6bITb CMOKONHBIMU U UHCTUHKTUBHO CKpbIBaloOT cyllecTBOBaHNe 6OJ'II/I, 4YTO CUMNTOMBbI
npuynHAeT 6onee CyO6TUIbHbIM, HO HET U UX MOBPEXAEHUs MeHee 60nbHbiM. He 6e3
3HAYEHUSA HM y3HaBaHWe MaHudecTauuin 60 Npu pasnMyHbIX BMELWATENbLCTB BETEPU-
HapoB B Cllyyasx, Korga oHa SBNAeTCs U BO3/e anmnjiMkoBaHHOW [03bl aHanbreTmka.

Bonb B 3HAYMTENbHON CTEMEHN BHOCUT BKIaZ, CTPaAaHMUIO XXUBOTHbBIX U B
Takux crny4yasix 3Ha4uTenbHO MMETb AOKYMEHTauuo, B BUAy BUAEO 3anucen unum ¢oTo-
[OOKYMEeHTauuio, 4TO cyLiecTBeHHast MHhopMaums B NPOLECCyMpoBaHumn npeamMeTa nucTs-
3aHun4A.

BeTepuHapbl OTBETCTBEHbI ANA y3HaBaHWSA, OLEHKW, MPeBEHUMM U OCBO-
60>XXAEHNSA XXMBOTHOIO OT 60K, KOTOpasa nocne TemnepaTypbl Tena, nynbca n AbIXaHns
LOJDKHO 6bITb YETBEPTLIM BUTASIbHLIM 3HAKOM U COCTaBHOM YaCTbIO OLEHKN COCTOAHUSA
>KMBOTHOrO B MOMEHTE OCMOTpA.

BcneacTteue Bcero Bnepén BblABMHYTOro, Heobxoamma addekTnBHasA npe-
BEHUMSA M KOHTPOMb 6051, NpoBepuMas cunamu B e€ y3HaBaHuv, ornpeaesieHun cooT-
BETCTBYIOLLEro AnarHo3a, passuTum COOTBETCTBYIOLLEro TepaneBTUYecKoro nnaxa, npu-
cnocobfieHnn Tepanuu B TedeHue 6oree JOMroro BPEMEHHOrO nepuoAa, OTAENbHO B
Cnyyasax XpoHn4eckon 6onu.

KntoyeBble crioBa: 60/1b Y XXMBOTHbIX, y3HaBaHWe, TUMbl 6011, 3HAKW, POSlb BETEPUHAPOB
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PRILOG PRORACUNAVANJU KOLI?INA SPOREDNIH
PROIZVODA ZAKLANE ZIVINE®
PARAMETARS FOR QUANTITY CALCULATIONS OF POULTRY
BY-PRODUCTS

D. Okanovi¢, D. Miliéevié, M. Risti¢*™

Sporedni proizvodi zaklane Zivine iz industrijskih klanica pred-
Stavljaju sirovine koje se preradom mogu prevesti u kvalitetna hraniva
za ishranu svinja i kuénih ljubimaca. Industriju Zivinskog mesa prati ve-
lika koli¢ina nejestivih sporednih proizvoda zaklane Zivine za Cije je uk-
lanjanje ili iskoriS¢avanje potrebno pronaci higijenska i ekonomska
reSenja. Ovakve aktivnosti, u prvom redu, obuhvataju zastitu Zivotne sre-
dine od razgradnih produkata i bioloskog zagadenja, kao i dobijanje vi-
sokovrednih proteinskih hraniva za ishranu Zivotinja. Valorizacija nejes-
tivih sporednih proizvoda zaklane Zivine za hranu za Zivotinje podrazu-
meva primenu razli¢itih tehnoloskih postupaka. Oni treba da budu jed-
nostavni, investiciono prihvatljiviji, pri ¢emu je neophodno dobiti kvali-
tetan proizvod, a istovremeno voditi raGuna da se u procesu prerade ne
dobijaju novi sporedni proizvodi i otpadni gasovi koji bi zagadivali Zivot-
nu sredinu. Nauéna saznanja u oblasti iskoriS¢avanja nejestivih spored-
nih proizvoda zaklane Zivine pruZila su neophodnu osnovu za pro-
rac¢unavanje koli¢ina pojedinih vrsta sirovina.

Kljuéne reci: Zivina, sporedni proizvodi, proracun koli¢ina
Uvod / Introduction

Proizvodnja hrane u svetu i kod nas namece potrebu za Sto racional-
nijim koriS¢enjem potencijalnih resursa poljoprivrede i prehrambene industrije. U
tom smislu, u svetu se koriste pratec¢i proizvodi poljoprivredne i prehrambene in-
dustrije u cilju proizvodnje oplemenjenih sirovina procesom reciklaze Cime se
reSava problem zastite Zivotne sredine, a, sa druge strane, dobijaju se proizvodi

* Rad primljen za $tampu 08. 09. 2010. godine

** Dr sci. Dorde Okanovi¢, Institut za prehrambene tehnologije, Novi Sad; dr sci. Dragan
Mili¢evi¢, Institut za higijenu i tehnologiju mesa, Beograd; dr sci. Milutin Risti¢, Institut za pre-
hrambene tehnologije, Novi Sad, Srbija
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koji se mogu koristiti u razne svrhe, npr. za ishranu zZivotinja (Okanovi¢ i sar., 2008;
Risti¢ i sar., 2008).

Neskodljivo uklanjanje nejestivih Zivotinjskih delova prolazilo je kroz
razliCite faze u svojoj dugoj istoriji. Danas je to nezamenljiva veterinarsko-sani-
tarna i preventivna mera u suzbijanju zaraznih bolesti kod ljudi i Zivotinja (Risti¢ i
sar., 2003). Sve se viSe naglasava i njegova uloga u saniranju i ouvanju zivotne
sredine (Mili¢evi¢ i sar., 2009). Da bi se to ostvarilo, potrebno je organizovano
sakupljanje, skladiStenje i uklanjanje Zivotinjskih sporednih proizvoda tokom
same proizvodnje u klani€¢noj industriji tehni¢kim preradivanjem u specijalnim fab-
rikama. U zavisnosti od toga kojoj kategoriji pripada, a u skladu sa Odredbom EU
(Regulative 1069/2009), te sirovine se mogu upotrebiti za proizvodnju visokopro-
teinskih hraniva za ishranu Zivotinja ili za proizvodnju biogoriva (biogas, biodizel)
uz potpunu zastitu Zivotne sredine (Risti¢ i sar., 2009; Okanovi¢ i sar., 2009).

U proizvodnji zivinskog mesa i proizvoda od mesa dobijaju se sekun-
darne sirovine, koje je potrebno adekvatno iskoristiti shodno propisima Evropske
Unije (Fisinin i Cherepanov, 2000; Okanovi¢ i sar., 2009). Risti¢ i sar. (2008b),
proucavajuéi strukturu i parametre za prou€avanje potencijalnih koli¢ina animal-
nih otpadaka, zakljucili su da su sporedni proizvodi zaklane Zivine u preradenom
obliku bogati hranljivim sastojcima pogodnim za ishranu Zivotinja.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Znacajnu grupu sekundarnih sirovina, ¢ijom se preradom mogu dobiti
kvalitetna hraniva za ishranu svinja i kuénih ljubimaca, predstavljaju nejestivi
delovi zaklane Zivine.

Naucna saznanja u oblasti iskoriS§¢avanja nejestivih delova zaklane
zivine pruzila su neophodnu osnovu za prora¢unavanije koli¢ina pojedinih vrsta si-
rovina.

U literaturi se nailazi na razli¢ite podatke o koli¢inama klani¢nog otpa-
da, zavisno od vrste, rase, kategorije i zive mase zaklane Zivine. Risti¢ i sar. (2002)
su ustanovili da se klanjem i primarnom obradom tovnih pili¢a u industrijskim
uslovima u domacim objektima, u odnosu na zivu prosecnu masu od 1,8 kg,
moze dobiti: 16,2% vlaznog perja, 3,25% krvi i 17,06% pluc¢a, pankreasa, creva,
slezine, glava i donjih delova nogu (ili ukupno 36,51%). Znadi, u industrijskim
uslovima se klanjem jednog tovnog pileta mase 1,8 kg dobija 628,90 g otpada (ta-
bela 1).

Kategorija zivine i masa pre klanja utiu na koli¢inu nejestivih spored-
nih proizvoda. Risti¢ i sar. (2003) su ustanovili da se klanjem tovnih pilica mase pre
klanja 1.334,4 gr dobija u proseku 512,23 gr otpada za tehni¢ku preradu, Sto Cini
38,39% telesne mase pre klanja (tabela 2).

Klanjem brojlera vece Zive mase dobija se ve¢a masa otpada, ali je niji-
hov udeo maniji. Tako su Karovi¢ i sar. (2010) klanjem brojlera prose¢ne mase
1,907 kg dobili 654,4 g sporednih proizvoda ili 35,27% (tabela 3).
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Tabela 1. Nejestivi delovi zaklanih tovnih pilica (Risti¢ i sar., 2002) /

Table 1. Inedible by-products of slaughtered broilers (Ristic et al, 2002)

Vrsta otpada nejestivog dela /

Type of by-product 9 %
BROJLERI / BROILERS 1800,00 100
Krv / Blood 58,50 3,25
Glava / Head 51,80 2,80
Noge / Feet 72,00 4,95
Tinchon and ergp wih evphags 1710 0.95
Creva sa slezinom i Zlezdanim Zelucem / 141 30 785
Intestines with spleen and glandular stomach ’ ’
Kloaka / Cloaca 9,20 0,51
Vlazno perie / Wet feathers 279,00 16,20
Ukupno / Total 628,90 36,51

Tabela 2. Nejestivi delovi zaklanih tovnih pilica (Risti¢ i sar., 2003) /

Table 2. Inedible hy-products of slaughtered broilers (Ristic et al, 2003)

Vrsta nejestivog dela / Type of by-product o %
BROJLERI / BROILERS 1.334,65 100
Krv / Blood 40,69 3,05
Glava / Head 43,06 3,23
Noge / Feet 70,54 5,29
Tinoha and orop it exphgs 1219 0.02
ntosines with pleen and hancular stomaeh 10372 7.70
Kloaka / Cloaca 6,50 0,49
Vlazno perje / Wet feathers 231,75 17.36
Ukupno / Total 508,45 38,10

Tabela 3. Nejestivi delovi zaklanih brojlera (Karovic¢ i sar., 2010) /

Table 3. Inedible by-products of slaughtered broilers (Karovic et al, 2010)

Vrsta nejestivog dela / Type of by-product o %
BROJLERI / BROILERS 1907 100
Krv / Blood 55,30 2,90
Glava / Head 54,50 2,86
Noge / Feet 84,70 4,44
Meki delovi / Soft parts 175,60 9,21
Vlazno perje / Wet feathers 275,30 15,86
Ukupno / Total 645,40 35,27
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Koli¢ina nejestivih sporednih proizvoda koja se dobija klanjem Zivine
zavisi i od pola (Pavlovska i sar., 1993). U tabeli 4, prikazana je masa nekih nejes-
tivih sporednih proizvoda zaklanih brojlera uslovljena polom.

Ustanovljeno je da je udeo glava (2,46 prema 1,97) i nogu (4,41 prema
3,22) statisticki znacajno vedi kod petlova nego kod koka.

Tabela 4. U¢eSc¢e nogu i glava kod zaklanih petli¢a i kokica (Pavlovska i sar., 1993) /
Table 4. Percent of heads and feet for slaughtered hens and cocks (Paviovska et al, 1993)

Vrsta sporednog proizvoda / Petli¢i / Cocks Kokice / Hens
Type of by-product q % q %
Telesna masa pre klanja /

Body mass before slaughter 2064 1727

Glave / Heads 50,89 2,47 40,57 2,36
Noge / Feet 90,96 4,45 66,37 3,86

Pored navedenih faktora, na karakteristike Zivotinjskih sporednih pro-
izvoda utice i postupanje sa sirovinom od mesta nastajanja do momenta ulaska u
preradu. Razlikuje se po nekim parametrima od literaturnih podataka, $to je posle-
dica nacina uzimanja uzoraka, koji zavisi od namene ispitivanja, kao i njihovog pri-
premanja. U slu€ajevima ispitivanja sastava Cistih otpadaka, njihova obrada se
vr$i prema pojedinim anatomskim delovima, koji se tokom pripreme dobijaju bez
prate¢ih materija. Ova ispitivanja su radena sa ciljem da se dobiju podaci o siro-
vinama u stanju u kome ¢e se dalje preradivati. Dobijeni rezultati doprinec¢e sagle-
davanju buduce prerade. Ovde su navedeni podaci za vlazno perje, jer tokom pri-
marne obrade na liniji klanja (Surenja) perje je vlazno i kao takvo se upucuje na
dalju preradu.

Na osnovu rezultata istrazivanja u industrijskim klanicama Zivine i po-
dataka iz literature, mogu se predloziti parametri za proraCunavanje koli¢ina
nejestivih sporednih proizvoda zaklane Zivine (tabela 5).

Tabela 5. Parametri za proracunavanje koli¢ina nejestivih sporednih proizvoda sa linije
klanja i obrade Zivine |
Table 5. Parameters for quantity calculations of inedbile by-products from poultry slaughter and processing

lines
Vrsta sporednog proizvoda / Brojleri / Broilers Kokosi / Hens
Type of by-product % %

Krv / Blood 3,10 3,50
Glava / Head 3,00 3,50
Noge / Feet 5,00 4,00
Meki delovi / Soft parts 9,20 9,50
Vlazno perie / Wet feathers 16,00 15,50
Ukupno nejestivih delova /

Total inedible by-products 36,30 36,00
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Potraznja ¢urec¢eg i pajeg mesa na trziStu podstakla je ispitivanje i
koli¢ine nejestivih sporednih proizvoda koje se dobijaju od ovih vrsta Zivine.

Prema literaturnim podacima (Risti¢ i sar., 1996), prilikom klanja éurki,
procenat nejestivih delova iznosi: noge 3,40%, suvo perje 8,10%, krv 3,90%, creva
sa masnim tkivom i kloakom 7,50%, glava 3,50%, sadrzaj zeluca 1,50%, i drugi ot-
paci 3,50%. Ispitivanjem udela nejestivih sporednih proizvoda dobijenih pri klanju
¢urki Zzive mase 19 kg i ¢urana Zive mase 31 kg, ustanovljeno je da se procentual-
no izrazene mase creva i slezine, kao i voljke, obracunate na zivu masu, gotovo ne
razlikuju. Interesantno je da je udeo sadrzaja Zeluca u ukupnoj telesnoj masi
znatno visi kod ¢urana (2,26%) nego kod ¢urki (0,85%) (tabela 6).

Klanjem pataka zive mase 2.723-2.991 g, u zavisnosti od pola jedinke,
dobija se 10,00-10,21% perja, 18,30-19,80% nejestivih organa i 4,30% krvi (Pribis i
sar., 1989). Koli¢ina krvi kod oba pola je sli¢na i u proseku iznosi 115,9 g, ali je pro-
cenat iskrvavljenja razli€it. Kod Zenskih jedinki on iznosi 4,30%, $to je za 0,50%
viSe u odnosu na muske jedinke. Koli¢ina perja je skoro ista kod oba pola i iznosi
10,00%, dok su apsolutne koli€ine perja razli€ite, usled razlika u zivoj telesnoj
masi. Kod Zenskih jedinki je koli¢ina nejestivih organa skoro 20,00% (539,2 g), a
kod muskih je 18,30% (547,4 g). Koli¢ina nejestivih iznutrica kod pekinske patke
je skoro dva puta ve¢a u odnosu na sve kategorije Zivine (tabela 7).

Tabela 6. Mase i udeli pojedinih nejestivih sporednih proizvoda éurki i éurana u odnosu
na Zivu masu pre klanja (Risti¢ i sar., 1996) /
Table 6. Mass and share of certain inedible hy-products of turkey cocks and hens against live mass before
slaughter (Risti¢ et al., 1996)

Curani / Turkey cocks Curke / Turkey hens
n=6 n=4

kg % kg %
Ukupna Ziva masa / 181 100 70 100
Total live mass
Krv / Blood 7,0 3,70 2,7 3,86
Glave / Heads 6,3 3,50 2,2 3,14
Noge / Feet 6,2 3,40 2,1 3,00
Creva sa sadrzajem i slezina /
Intestines with content and spleen 6.4 3,54 2.4 3,43
Voljka sa sadrzajem /
Crop with content 1.3 0,72 05 0.71
Zeludac sa sadrzajem /
Stomach with content 6.8 3.76 0.9 1,29
Suvo perje /
Dry feathers 14,8 8,15 5,8 8,29
Ukupno / Total, kg 29,25 16,16 9,6 13,71
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Tabela 7. Mase i udeli pojedinih nejestivih sporednih proizvoda pataka u odnosu na Zivu
masu pre klanja (Pribis i sar., 1989) /
Table 7. Mass and share of certain inedible by-products of ducks against live mass before slaughter
(Pribis et al, 1989)

Patak / Drake Patka / Duck
kg % kg %
Ziva masa / Live mass 2991 100 2723 100
Krv / Blood 113,6 3,8 117,1 4,3
Meki delovi / Soft parts 547,4 18,3 539,2 19,8
Perje / Feathers 299.,0 10,0 278,0 10,2
Ukupno / Total, kg 960,0 32,1 934,3 34,3

Zakljuéna razmatranja / Conclusion

Klanjem Zivine dobijaju se znacajne koli¢ine ,otpadnog materijala”
koji je znacajna sirovina za dobijanje visokoproteinskih hraniva za ishranu svinja i
ku¢nih ljubimaca ili sirovine za proizvodnju biogoriva (biogas, biodizel) i tehnic¢ke
masnoce.

Da bi se omogudéilo upravljanje i kontrolisanje uticaja na Zivotnu
sredinu u funkciji odrzivog razvoja, neophodno je integralno povezivanje proiz-
vodnje i prerade mesa sa uklanjanjem ili iskoriS§¢avanje nejestivih sporednih proiz-
voda zaklane zivine. Za dobru organizaciju i planiranje prerade ovih sirovina,
pored poznavanja hemijskih i fizickih karakteristika, neophodno je poznavanje i
pribliznih koli€ina sporednih proizvoda zaklane Zivine.

Takvim, sveobuhvatnim i celovitim pristupom moze se resiti vec¢ina
problema koji danas prate ovu proizvodnju, a pre svega, sinhronizovano obez-
bedenje sirovinske i energetske osnove po koli¢ini i kvalitetu, obezbedenje plas-
mana sporednih proizvoda i otpadnih materijala reciklazom, a time i racionalno
kori§¢enje neobnovljivih prirodnih resursa.
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ENGLISH

PARAMETARS FOR QUANTITY CALCULATIONS OF POULTRY BY-PRODUCTS
D. Okanovi¢, D. Mili¢evi¢, M. Risti¢

A significant group of inedible by-products from industrial slaughterhouses
that can be used as a raw material for processing into quality feed for pigs and pets are by-
products of slaughtered poultry. The poultry industry yields a large amount of inedible by-
products of which the removal or processing requires hygienic and economic solutions.
These activities primarily include the protection of the environmental from degradation pro-
cesses and biological pollution, as well as securing high-protein animal feed. The incorpo-
ration of inedible slaughtered poultry by-products into food for animals involves the appli-
cation of various technological processes. These processes should be simple and feasible
for investments where it is necessary to obtain a quality product. At the same time, it must
be taken into account that the production process does not create new secondary prod-
ucts or waste gases that could contaminate the environment. Scientific knowledge in the
field of exploitation of inedible slaughtered poultry by-products provides the necessary ba-
sis for calculating the amount of certain types of raw materials.

Key words: poultry, by-product, quantity calculation

PYCCKUA

NPUNIOXEHUE ANsA UCHUCIIEHUSA KOJIMYECTB NOBOYHbIX NPOAYKTOB
YBUTOU AOMALUHEW NTULIbI

k. OkaHoBu4, A. MunuyeBud, M. Puctuy

3HaunTenbHyo rpynny HecbefoOHbIX NOBOYHBLIX MPOAYKTOB U3 NPOMbILLIE-
HHbIX CKOTOOOEH Kak CbIpbsi, KOTOPOe NepepaboTKOoN MOXKeT NepeBeCcTn B Ka4eCTBEHHbIN
KOPM AS151 KOPMJIEHWS CBMHEN U AOMAaLLHMX NobuMLUeB, NpeacTaBnseT co6oin No6oYHbIN
NPOAYKT youTOn AomMaluHen NTuupbl. MNMPOMBIWNIEHHOCTL MAca AOMALUHWMX NTUL CneguT
60NbLIOEe KONMMYECTBO HECHEAOOHbLIX MOOGOYHBIX NPOAYKTOB YOMUTON AOMALUHEN MNTULbI
ANS 4b€ ybrpaHue Unm Ncnonb3oBaHNe HY>XHO N306peCTU TMrneHn4eKcme n SKOHOMM4ec-
Kve pelleHns. Takme akTMBHOCTU, B MEPBYIO o4yepeb, OXBaTbIBAKOT 3aWWTy OKpyXKa-
lolwen cpedpl O PasropoAHbIX NPOAYKTOB U GMOMOrMYECKOro 3arps3HeHUsi, CII0OBHO M
nony4eHne BbICOKOLIEHHbIX MPOTENHOBbLIX KOPMOB A5 KOPMIIEHUSA XUBOTHbIX. Banopu-
3aumnsa Hecbef0OHbIX MOOOYHbLIX NPOAYKTOB YOUTBLIX AOMALLHUX NTUL, B KOPM A1 XXUBOT-
HbIX MoApasymeBaeT MPUMEHEHME PasNNYHbIX TEXHOMOMMYEeCKUXx nocTynkoB. OHK
LOJDKHBI 6bITb NPOCTbIMW, UHBECTULMOHHO 60onee npuemMnemMbiMy, Npu 4éM HeobXo4UMO
NoONy4Y1Tb Ka4€CTBEHHbIN NPOAYKT, 8 OAHOBPEMEHHO MPHMMAaTb B pacyéT, 4To B poLecce
nepepaboTKN He co34aBaloT HOBble MOOOYHbIE MPOAYKTbI U CTOYHbIE rasbl, KOTOpbIE Obl
3arpassHanyM okpy>xatLlyo cpedy. HayyHble no3HaHua B 0611acTh UCNOMb30BaHUS He-
Cbef06HbIX NO6OYHBLIX NPOAYKTOB YOUTbIX AOMALLHUX NTUL NPEeA0CTaBUIN HEOOXOANMYHO
OCHOBY 1151 UCHUCINEHNSA KONNMYECTB OTAENbHOro BUAa Chipbs.

KntoueBble cnosa: AOoMeLllHAA I'ITI/ILla,I'I060‘-IHbIe NpPoAYKTbl, pacqéT KOn4ecTB
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PRIKAZ SLUCAJA - CASE REVIEW

UDK 636.1.09:615.065

NEZELJENA REAKCIJA NAKON INTRAMUSKULARNE
APLIKACIJE LEKA: PRIKAZ SLUCAJA®
UNDESIRED REACTION FOLLOWING INTRAMUSCULAR
APPLICATION OF MEDICINE: CASE HISTORY

M. Stevancevié, B. Toholj, A. Potkonjak*

U ovom radu opisana je terapija rane na vratu konja, koja je
nastala kao posledica zapaljenske reakcije posle aplikacije leka. Na kli-
ni¢kom pregledu smo ustanovili da je rec o rani na vratu, koja je nastala
na mestu davanja leka, kao posledica ne pridrZzavanja principa asepse
i antisepse prilikom aplikacije. UoCeni su izraZeni tkivni defekt veli¢ine
10x10%x5 cm i nekroza koja je zahvatila koZu, potkoZno tkivo, kutani
misi¢ i muskulaturu vrata. U ventralnom delu rane se nalazi dZep sa
nakupinom eksudata i hipergranulacijom. Terapija se zasnivala u asep-
ticnom tretmanu okoline rane, ,osveZavanju” rubova rane, ispiranju
rane, odstranjivanju hipergranulacije, drenaZi, zastiti od isuSivanja, anti-
biotskom tretmanu. Rana je zarasla per secundam intentionem.

Kljucne reci: neZeljeni efekti lekova, zarastanje rana, hipergranulacija,
drenaZa

Uvod / Introduction

Aplikacija lekova kod domacih zivotinja osim povoljnog, ponekad
moze imati i negativno dejstvo. Negativno dejstvo adekvatno primenjenog leka
(doza, mesto, nacin), nazivamo nezeljenim efektima leka. Nezeljeni efekti lekova
se odnose na : nezeljena dejstva na organe i organske sisteme, alergijske reak-
cije, embriotoksiCnost, teratogenost, mutagenezu, kancerogenezu, imunotok-
siCnost, gonadotoksiCnost i dr. Ponekad, zbog svoje hemijske grade, lek moze
delovati i iritativno, pa ¢ak i ostetiti tkivo na mestu aplikacije (Cupié i sar. 2007).

*  Rad primljen za $tampu 20. 02. 2009. godine

** Dr sci. vet. med. Milenko Stevancevi¢, profesor, dr sci. vet. med. Bojan Toholj, asistent, sci.
vet. med. Aleksandar Potkonjak, asistent, Departman za veterinarsku medicinu, Poljo-
privredni fakultet Novi Sad
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Materijal i metode / Material and methods

U okviru izvodenja praktiCne nastave za studente V. godine veterinar-
ske medicine pozvani smo od strane kolega iz terenske veterinarske sluzbe, da
pregledamo konja sa otvorenom ranom na vratu. U sluc¢aju koji opisujemo pa-
cijent je bio konj, kastrat, star 7 godina, vranac, sa belom zvezdom na Celu.

Iz dostupnih anamnesti¢kih podataka saznali smo da je konj le¢en od
koliénih napada dvadesetak dana ranije. Ordiniraju¢i veterinar je obavio klinicki
pegled, nakon Cega je primenio simptomatsku terapiju, aplikuju¢i metamizol-
natrijum u komercijalnoj formulaciji, koja je namenjena za parenteralnu upotrebu.
Preparat metamizola je aplikovan u muskulaturu vrata konja, u propisanoj dozi.
Nakon dejstva leka, koli¢ni napadi su trajno prestali, Sto ukazuje na to da je uzrok
kolika vetovatno bio manji funkcionalni poremecaj sistema organa za varenje,
pra¢en spazmom glatke muskulature. Metamizol spada u grupu nesteroidnih an-
tiinflamatornih lekova. On deluje snazno analgeticki, antipireti¢ki i antiinflama-
torno, a efikasno otklanja i bol uzrokovan spazmom glatke muskulature (Cupié i
sar., 2007). Metamizol je zbog toga indikovan za otklanjanje bola razli¢ite etiolo-
gije, ukljucujudéi i koli€ne bolove kod konja.

Klinickim pregledom, konstatovali smo da su opSte zdravstveno sta-
nje i kondicija konja zadovoljavajuci. Vrednosti trijasa su bile u normalnim grani-
cama za vrstu. Primecena je hipokinezija vrata prilikom kretanja, verovatno usled
bola koji je Zivotinja osecala prilikom pomeranja. Gutanje je bilo nesto otezano pa
je vrat zivotinje bio ispruzen. Adspekcijom je uoCena rana na levoj strani vrata,
pozicionirana u kaudalnoj polovini, na srediSnjem delu Sirine vrata, na mestu gde
je izvrSena aplikacija pomenutog leka, prilikom terapije kolika. Klinika manifesta-
cija eventualnih sistemskih neZeljenih efekata primenjenog leka nije uoena.

Slika 1. Konj sa ranom na vratu
Figure 1. Horse with neck wound
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Pregledom rane uocava se tkivni defekt veliCine 10x10x5 cm. Tkivna
destrukcija je obuhvatila kozu, potkozno vezivno tkivo, kozni misi¢, a delimi¢no i
misice vrata. Rubovi rane su pravilnih ivica, sasu$eni i delimi¢no uvrnuti prema
unutrasnjosti. U dubini rane se uoCava manja koli¢ina granulacionog tkiva (slika
2). Pomocu olucaste sonde u ventralnom delu rane otkriven je dzep u kome je
nakupljen eksudat (slika 3). U ventralnom delu rane registrovana je hipergranula-
cija, divlje meso (caro luxurians), koje se Siri izvan rubova rane u njenom ventral-
nom segmentu (slika 2). U rani su prisutna i strana tela: komadi¢i slame, dlake.
Zbog smetnji u sekundarnom zarastanju rane, odlucili smo se za terapiju. Terapija

Slika 2. Izgled rane
Figure 2. Appearance of wound

Slika 3. Pregled rane olu¢astom sondom
Figure 3. Wound examination using pipe-like probe
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koju smo primenili bazirala se na: asepti¢noj obradi okoline rane, uklanjanju stra-
nih tela i nekroti¢nog tkiva (debridment), osvezavanju rubova rane, ispiranju
(lavazi) rane, odrzavanju potrebne vlaznosti u rani, sprovodenju antibiotske zasti-
te i adekvatnoj drenazi (cedenju) rane.

Slika 4. Obrada okoline rane
Figure 4. Processing area around wound

Asepti¢na obrada koze u okolini rane podrazumeva SiSanje, uklanja-
nje dlake i slepljenog eksudata. Supljina rane je tokom $i$anja koze zastiéena
steriinom gazom kako bi se sprecila naknadna kontaminacija rane. Nakon ek-
sponiranja koze, uogili smo crvenilo usled nakupljanja sasusenog eksudata. Kozu
u okolini rane smo aseptic¢no tretirali sa rastvorom povidon joda, a zatim smo
izvrSili i premazivanje cink-vitaminskom maséu (Veterinarski zavod, Zemun), kako
bismo pospesili epitelizaciju na rubovima rane. Ispiranje je imalo za cilj da se iz
rane odstrane nakupljeni eksudat i strana tela (slika 5). Za inicijalno ispiranje
koristen fizioloSki rastvor (Hemofarm, Vr§ac) pod pritiskom (Spric), a zatim i 3%
rastvor vodonik-peroksida (Zorka Pharma, Sabac). Terapija je nastavljena uklan-
janjem hipergranulacije na ventralnom delu rane (slika 6).

Zbog nakupljanja eksudata u ventralnom dzepu rane, bilo je potrebno
evakuisati sekret pravljenjem kontraincizije i postavljanjem drena — gumene cevci-
ce. Na taj nacin je omoguéena evakuacija eksudata iz rane. Nakon zavrS§enog is-
piranja, rana je viSe puta namazana sa antibiotskom mas¢éu, sa bacitracinom i
neomicinom kao aktivnim sastojcima (Enbecin, Galenika, Zemun). Odlugili smo
se za ovakav farmaceutski oblik jer se antibiotik iz masti otpu$ta sporije. Primena
antibiotika u drugom obliku (sprej, praSak) mogla bi da naskodi mladom granula-
cionom tkivu koje je poCelo da se formira na dnu rane. Osim toga, ova kombina-
cija antibiotika ima Sirok spektar antibakterijskog dejstva. Parenteralna aplikacija,

432



Vet. glasnik 64 (5-6) 429 - 436 (2010) M. Stevancevic¢ i sar.: Nezeljena reakcija nakon
intramuskularne aplikacije leka: prikaz slu¢aja

Slika 5. Ispiranje vodonik peroksidom
Figure 5. Rinsing with hydrogen peroxide

Slika 6. Uklanjanje hipergranulacije
Figure 6. Removal of hypergranulation

zbog nepromenjenog opsteg zdravstvenog stanja Zivotinje nije bila potrebna.
Kako bismo odrzali potreban nivo vlage u rani i ubrzali proces epitelizacije na
rubovima rane, ranu smo tretirali i neutralnom mascu (Cink — vitaminska mast,
Veterinarski zavod, Zemun). Nakon ovako obavljenog tretmana Supljinu rane smo
ispunili neadherentnom, parafinskom, steriinom gazom (Romed, Holandija), kako
bi smo sprecili kontaminaciju rane. Za neadherentnu gazu smo se opredelili jer se
prilikom njenog uklanjanja ne os$te¢uje i mlado granulaciono tkivo, posto je pro-
ces granulacije bio u toku. Kozmetika rane je vrSena svakodnevno ispiranjem
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fizioloSkim rastvorom, menjanjem gaze i drena. Dren je uklonjen nakon 5 dana.
Nakon 15 dana, granulaciono tkivo je u potpunosti ispunilo tkivni defekt. Dalji tok
leCenja je bio usmeren na spre¢avanje isusivanja i spre¢avanje oneciS¢enja rane,
Sto se postiglo nanoSenjem cink-vitaminske masti i prekrivanjem rane neadher-
entnom gazom. Epitelizacija na rubovima rane odvijala se veoma efikasno jer je
vaskularna podloga (granulaciono tkivo) bila kvalitetna i izdasna.

I Rezultati | Results

Nakon 30 dana epitelizacija je bila potpuna. Usledile su faze za-
rastanja rane (remodeliranje i kontrakcija), tako da je nakon 90 dana bilo vidljivo
ulegnuce prekriveno dlakom.

Slika 7. Igled obolelog mesta 90 dana nakon terapije
Figure 7. Appearance of affected area 90 days after therapy

] Diskusija / Discussion

Metamizol je derivat pirazolona sa analgeti¢kim, antiflogistiCkim i
spazmolitickim delovanjem i upotrebljava se kod jakih bolova razli¢itog porekla.
Kao potencijalni nezeljeni efekti primene ovog leka (opisani kod ljudi i Zivotinja),
navode se urtikarija i druge kozZne reakcije, oStecenje kostne srzi (agranulocitoza,
leukopenija i trombocitopenija), prolazne smetnje u funkciji bubrega sa prate¢om
oligurijom ili anurijom i proteinurijom, hipotenzija i anafilakticki Sok (Bellegrandi i
sar., 1999). Nezeljeni efekti metamizola, slicni ovom, opisani u nasem radu nisu
pronadeni u literaturi. Tako da se nastajanje rane na vratu konja ne moze sa sig-
urno$¢u pripisati metamizolu. Stoga, uzrok nastale inflamacije na vratu konja (koji
su inace osetljivi na intramuskularne injekcije) sa poslediénom nekrozom tkiva, bi
najverovatnije mogao biti propust, odnosno nepridrzavanje principa asepse i anti-
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sepse, prilikom primene navedenog leka. Primenjena terapija se zasnivala na os-
novnim postulatima zbrinjavanja rana koje zarastaju per secundam intentionem.

Proces zarastanja rane je slozen mehanizam kojim se vrsi regenera-
cija ili reparacija osSte¢enog tkiva. Zarastanje rana predstavlja dinami¢an bioloski
proces, Ciji kvalitet i tok prvenstveno zavise od regeneratornih kapaciteta ¢elija
zahvaéenog tkiva, zatim od veli¢ine traume kao i proliferacije vezivne strome koja
treba da ispuni nastali defekt. Radi lakSeg izu€avanja ovaj, inace kontinuiran, pro-
ces je podeljen na faze: stadijum inflamacije, stadijum reparacije, fibroblasti¢na
faza, faza epitelizacije, faza kontrakcije i remodelirajuc¢a faza (Vasi¢, 1996). Manje
neinficirane i hirurS8ke rane zarastaju bez prisustva granulacionog tkiva (per pri-
mam intetionem). Medutim, zarastanje vecih tkivnih defekata i inficiranih rana po-
drazumeva granulaciono tkivo koje popunjava tkivni defekt, pa za takve rane
kazemo da zarastaju per secundam intentionem. Smetnje u sekundarnom zara-
stanju rane mogu bitno usporiti, pa i onemoguditi, proces zarastanja rane. U
sekundarne smetnje zarastanju rane spadaju: hipergranulacija, nakupljanje sek-
reta, stranatela i dr. Hipergranulacija se narocito ¢esto javlja kod konja (Sto je pre-
dispozicija vrste) (Vasi¢, 1996). U rani opisanoj u prikazanom sluc¢aju, bili su evi-
dentni znaci sekundarnog zarastanja, ali i smetnje koje mogu da prate ovaj vid za-
rastanja: hipergranulacija, nakupljanje sekreta i kontaminacija rane. Kako bismo
omogucili nesmetan tok zarastanja rane, terapija je bila usmerena na odstranji-
vanje smetnji u zarastanju, podsticanju granulacije, zastiti granulacionog tkiva,
podsticanju epitelizacije osvezavanjem rubova rane, odvodenju sekreta iz rane
dreniranjem i antibiotskoj zastiti.
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ENGLISH
UNDESIRED REACTION FOLLOWING INTRAMUSCULAR APPLICATION
OF MEDICINE - CASE HISTORY
M. Stevancevié, B. Toholj, A. Potkonjak
The paper describes the therapy of a neck wound in a horse that occurred as a

consequence of an inflammatory reaction to an administered medicine. During the clinical
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examination, we established that it was a neck wound that had occurred as a consequence
of an inflammatory reaction on the spot where the medicine had been administered. There
was an expressed fist-size tissue defect, with necrosis covering the skin, the subcutaneous
tissue, the cutaneous muscle, and the neck musculature. The ventral part of the wound
contained a pocket with exudate and hypergranulation. Therapy was based on asceptic
treatment of the area around the wound, trimming the edges of the wound, washing the
wound, removing hypergranulation, draining, protecting the area from drying, applying
treatment with antibiotics. The wound healed per secundam intentionem.

Key words: undesired effects of medicines, wound healing, hypergranulation, drainage

PYCCKUA

MOKAS3 CINTYHAA-HEXENATEJIbHOIO AEWCTBUS NNEKAPCTBA MOCIE
BHYTPUMbILLEYHOU ANMJIMKALUAW Y NTOWWAQN

M. CteBaH4eBuY, B. Toxonb, A. lMOTKOHSAK

B aTon paboTte onucaHa Tepanusa paHbl Ha Lee fowaan, BO3HUKLLAA Kak
nocneAcTBMe BOCNANUTENbHOW peakumn, BOSHUKLLEN BCNeACTBMNE AaBaHWs NiekapcTea.
Ha KnuHn4yeckoM OCMOTPE Mbl YCTAHOBUIN, YTO pedb AET O paHe Ha Liee, BO3HUKLAas
Kak nocneacTeme BOCNaneHnsa Ha Mecte gasaHus. MNpucyTCTBYOWMIN BbIPaXXEHHbIA TKa-
HeBbI AedeKT BEMMYMHON Kynaka, npu 4ém HEekpo3 3axBaTuia KOXY, NMOAKOXHYIO
KNeT4aTKy, MOAKOXKHYIO MbILLLY U MYCKynaTypy weun. B BeHTpanbHOW 4YacTu paHbl 6bin
MPUCYTCTBYIOLMI KapMaH C HaKOMMeHMeM 3Kccyaarta v runepradynsuven. Tepanus oc-
HOBbIBasiacb B aCEMTUYECKOM JIEYEHUN OKPY>XXEHUSA paHbl, "0CBEXEHMA" pyOLIOB paHbl,
MOSIOCKaHWSA paHbl, yTPaHEeHUV runeprpaHynsaummn, ApeHa)ka, OXpaHbl OT OCYLUEHUS, aHTU-
6uoTnyeckom neyeHuun. PaHa 3axkuna per secundam intentionem (BTOPUHYHBLIM HaTsXXe-
HVem).

KntouyeBble crioBa: HexenaTesbHble 3h(heKThl TeKapCTB, 3aXKMBIEHNe paH,
rMneprpasynsayus, ApeHax
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Petrovi¢, Dragan, Dejan
Roden 03. 06. 1982. u Loznici
Diplomirao 19. 02. 2010.
§talno mesto boravka Loznica
Sabacki put 42
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Roden 22. 03. 1979. u KruSevcu
Diplomirao 16. 03. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
llije Stojadinovi¢a 22

Dedovié¢, Milojko, Darko
Roden 14. 10. 1982. u Uzicu
Diplomirao 17. 03. 2010.
Stalno mesto boravka Uzice
Popova Voda bb

Dubljevi¢, Nenad, Aleksandar
Roden 11. 10. 1979. u Valjevu
Diplomirao 15. 04. 2010.
Stalno mesto boravka Valjevo
Popucke bb

Stanisavljevi¢, Nikola, Vladimir
Roden 23. 05. 1981. u Pancevu
Diplomirao 05. 05. 2010.

Stalno mesto boravka Pancevo
Svetozara Mileti¢a 18

Branié¢, Slobodan, Dejan
Roden 30. 07. 1984. u Kraljevu

Diplomirao 07. 05. 2010.
Stalno mesto boravka Vrnjacka Banja
Reovci bb
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Diplomirao 12. 05. 2010.

Stalno mesto boravka Svilajnac
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Stalno mesto boravka Draginje
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Diplomirao 24. 05. 2010.
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Stalno mesto boravka Beograd
Neznanog junaka 21/b

Panteli¢, Milos, Jelena

Rodena 16.02. 1981. u Smed. Palanci

Diplomirala 25. 05. 2010.

Stalno mesto boravka Velika Plana
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Diplomirao 04. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Uzovnica

Vacié, Petar, Dusan
Roden 20. 06. 1985. u Nisu
Diplomirao 07. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Ni$
Selo Siéevo

Mikovié, Dragan, Rado$
Roden 21. 11. 1985. u Beogradu
Diplomirao 08. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Berane
Buce bb

Njegi¢, Dragan, Feda

Roden 22. 01. 1983. u Sibeniku,
R. Hrvatska

Diplomirao 14. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Gostivarska 25

Ivkovié, Zivorad, Bojan

Roden 09. 08. 1981. u Leskovcu
Diplomirao 15. 06. 2010.
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Stalno mesto boravka Beograd
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Roden 13. 06. 1981. u Somboru
Diplomirao 15. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Kljaji¢evo
Ive Lole Ribara 26
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Diplomirao 15. 06. 2010.
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Stalno mesto boravka Jagodina
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Hadzié¢, Nikola, Vladimir
Roden 02. 08. 1979. u Beogradu
Diplomirao 16. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Veljka Luki¢a Kurjaka 12

Kanas, Pavel, Pavel
Roden 03. 10. 1969. u
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Diplomirao 16. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Backi Petrovac

Zitna 14A

Nikoli¢, Zoran, Aleksandar
Roden 05. 01. 1986. u Leskovcu
Diplomirao 16. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Leskovac
Vlade Dordevic¢a 35

Panajotovi¢, Viktor, Mihajlo
Roden 26. 05. 1982. u Beogradu
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Diplomirao 18. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Sindeli¢eva 8

Petrovic, 2ivorad, Aleksandar
Roden 19. 11. 1985. u Parac¢inu
Diplomirao 18. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Paracin
Milojko LeSjanin 20

Pajki¢, Jovan, Olivera

Rodena 18. 09. 1977. u Beogradu
Diplomirala 21. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Zidarska 1

Brankovi¢, Milenko, Ilvana
Rodena 15. 08. 1983. u Loznici
Diplomirala 22. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
MiloSa Savkovi¢a 9

Jovanovié, Ljubisa, Milo$
Roden 03. 03. 1981. u Lazarevcu
Diplomirao 22. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Lazarevac
Vojvoda Stepa 70

Njegosevi¢, Predrag, Dragica
Rodena 24. 06. 1982. u Bajinoj Basti
Diplomirala 22. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Bajina Basta
Dus$ana Visi¢a 12/1

Radoniji¢, Milivoje, Vladimir
Roden 09. 08. 1983. u Beogradu
Diplomirao 22. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Zemun
Jovana Stojsavljevica 29

Stepanovi¢, Dragisa, Vuk
Roden 11. 05. 1971. u Beogradu
Diplomirao 22. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Bulevar Kralja Aleksandra 251

Mateji¢, Milisav, Zeljko

Roden 05. 06. 1978. u Beogradu
Diplomirao 23. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Mladenovac
Jagnijilo

Petrovi¢, Milan, Dragan
Roden 07. 03. 1981. u UzZicu
Diplomirao 23. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
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Buri¢, lvan, lvana

Rodena 15. 06. 1984. u Bijeljini,

R. Srpska, BiH

Diplomirala 24. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Novi Beograd
Pariske komune 51/46

Mari¢, Dragomir, Jovan
Roden 24. 08. 1981. u Valjevu
Diplomirao 24. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Valjevo
Kneza Milo$a 78

Babi¢, Dragutin, lvan

Roden 21. 08. 1975. u Beogradu
Diplomirao 28. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Zemun
Cara Dusana 169

Bukrovi¢, Lazar, Goran

Roden 30. 01. 1982. u Kninu,

R. Hrvatska

Diplomirao 29. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Kaluderica
Luneta Milovanovi¢a 2M

Divnié, Radovan, Olga
Rodena 30. 03. 1983. u Loznici
Diplomirala 29. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Loznica
Bakae Milosava bb
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Gaji¢, Rade, Dragan

Roden 07. 04. 1981. u Beogradu
Diplomirao 28. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Kovacevac
Torovi 2

Grkovi¢, Miroslav, Vesna

Rodena 08. 07. 1968. u Prizrenu
Diplomirala 28. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Novi Beograd
Danila Peki¢a 11/8

Jezdimirovi¢, Velibor, Nemanja
Roden 01. 01. 1981. u Beogradu
Diplomirao 28. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Mihaila Bogicevica 5/2

Savkovi¢, Miroslav, Nenad

Roden 07. 02. 1977. u Smed. Palanci
Diplomirao 28. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Purdevo

Stojiljkovi¢, Novica, Lazar
Roden 05. 07. 1979. u Leskovcu
Diplomirao 28. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Vlasotince
SiSava
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Diplomirao 28. 06. 2010.

Stalno mesto boravka Banja Luka
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Vukoti¢, Dorde, Vukasin
Roden 25. 11. 1982. u Zemunu
Diplomirao 28. 06. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Cara UroSa 28

Zdravkovi¢, Milan, Nemanja

Roden 28. 11. 1985. u Smed. Palanci
Diplomirao 28. 06. 2010.
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Diplomirao 02. 07. 2010.
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Panti¢, Milorad, Srdan
Roden 02. 12. 1985. u Bijeljini
R. Srpska, BiH
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Bijeljina, BiH

Karadordeva bb

Lazi¢, Mirko, Adrijana
Rodena 20. 01. 1981. u Bijeljini
R. Srpska, BiH

Diplomirala 14. 07. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
Mala Obarska 13



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

444



	001-KORICA II-5-6-2010
	002-sadrzaj-5-6
	01-Djuricic
	02-Kurcubic
	03-Lazic
	04-Fratric
	05-Joksimovic-Todorovic
	06-Novakovic
	07-Potkonjak
	08-Vitorovic
	09-Rogan
	10-Aleksic
	11-Okanovic
	12-Stevancevic
	13-Diplomirani studenti
	14-UPUTSTVO AUTORIMA

