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ORIGINALNI RAD - ORIGINAL PAPER

UDK 636.2.09:612.63.025.7:636.087.7

UTICAJ ENERGETSKOG DODATKA U ISHRANI KRAVA
TOKOM PERIPARTALNOG PERIODA NA VREDNOSTI
POJEDINIH BIOHEMIJSKIH PARAMETARA KRVI®

INFLUENCE OF PERIPARTUM DIETARY ENERGY

SUPPLEMENTATION ON SOME BLOOD BIOCHEMICAL

PARAMETARS IN DAIRY COWS

Slavica Bojkovié-Kovacevi¢, I. Jeremié¢, Danijela Kirovski, M. Polovina,

I. Vujanac, R. Prodanovié, S. Milogevi¢™

*

Cilj istraZivanja izloZenog u ovom radu je bio da se utvrdi uticaj en-
ergetskog dodatka na bazi propilen-glikola na vrednosti parametara
metaboli¢kog profila krava u peripartalnom periodu. Petnaest dana pre
oCekivanog teljenja odabrano je 40 krava, koje su podeljene u dve
grupe: kontrolnu (n=20) i oglednu (n=20). Kravama u oglednoj grupi u
periodu od 15 dana pre do 30 dana posle teljenja u hranu je dodavan
preparat na bazi propilen-glikola ("OSIMOL", Veyx-Pharma GmbH,
Nemacka) u dnevnoj koli¢ini od 200 grama. Uzorci krvi su uzeti 15 dana
pre i 10 dana nakon teljenja. Neposredno nakon vadenja krvi, u uzor-
cima pune Krvi, odredivana je koncentracija glukoze i betahidroksib-
uterne kiseline (BHBA). U uzorcima krvnog seruma odredivana je kon-
centracija ukupnih proteina, albumina, ureje i ukupnog bilirubina. U an-
tepartalnom periodu, kod krava kontrolne i ogledne grupe, nisu us-
tanovljene znacajne razlike izmedu prosecnih vrednosti ispitivanih
parametara metabolickog profila. Posle partusa kod krava kontrolne
grupe koncentracija glukoze je bila niZa od fizioloski prihvatljive
(x=1,93%0,43 mmol/l), dok je kod krava ogledne grupe glikemija bila
na gornjoj fizioloskoj granici (x=3,13+£0,33 mmol/l) i statistiCki
znacajno visa nego kod kontrolne grupe (p<0,001). Koncentracija
BHBA kod krava koje su dobijale energetski dodatak ("OSIMOL") izno-

Rad primljen za Stampu 14. 02. 2011. godine
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PKB d.o.o., Beograd; dr sci vet. med. Danijela Kirovski, docent Fakultet veterinarske medi-
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sila je 0,40=0,12 mmol/l, dok je kod krava kontrolne grupe bila

znacajno veca (p<0,001) i prose¢no iznosila 0,88 + 0,39 mmol/l. Osim

toga, kod krava ogledne grupe koncentracija ukupnog bilirubina je bila

u granicama fizioloSkih vrednosti (x= 4,09 + 1,42 umol/l), dok je kod

krava kontrolne grupe ta vrednost bila znacajno vecéa (p<0,05) i izno-
sila je 10,19+5,16 umol/l.

Kljucne reci: krava, peripartalni period, energetski dodatak,
biohemijski parametri krvi

Uvod / Introduction

U periodu oko teljenja kod visokomlec¢nih krava nastaju najznacajnije
promene u energetskom metabolizmu (Drackley, 1999; Grummer i sar., 2010).
Odmah nakon teljenja, sa pocetkom laktacije, povecavaju se potrebe za energi-
jom koje se ve¢im delom zadovoljavaju iz alimentarnih izvora, a drugim delom
mobilizacijom i razlaganjem masti iz telesnih depoa. U najranijoj fazi laktacije kod
krava postoji stalna opasnost od poremecaja metabolizma, koje karakteriSe
smanjivanje intenziteta glukoneogeneze i intenziviranje procesa ketogeneze.
Ukoliko je mobilizacija masnih kiselina iz depoa masti intenzivnija nego $to su me-
tabolicke moguénosti ¢Eelija jetre, posledice toga su zamascéenije jetre i ketozno
stanje. U ovakvim uslovima naru$eni metaboli¢ki status moze dodatno da se po-
gorsa niskom insulinemijom, koja je jedan od mehanizama prilagodavanja organ-
izma na negativan bilans energije na pocetku laktacije (Hayirli, 2006). Niska insu-
linemija traje sve dotle dok zivotinje ne uspostave energetsku ravnotezu, a to je
najéesée 6-8 nedelja posle teljenja. Snizena koncentracija insulina u peripartal-
nom periodu predstavlja posebnu opasnost kod gojaznih Zivotinja zbog mo-
guénosti intenziviranja procesa lipomobilizacije, koji u nekim slu¢ajevima po-
prima nekontrolisane razmere. Posledice su naj¢eSée difuzno zamascenije jetre,
intoksikacija organizma i nastajanje komatoznog stanja (Contreras i sar., 2010).
Zivotinje mogu da prebrode metaboli¢ku krizu ako se glukoneogeneza stimulise
egzogenimi iliendogenim putem. Najpovoljnije je da se glukoneogeneza stimulise
egzogenim putem, izuzev u slucajevima kada nedostatak ugljenih hidrata treba
brzo da se nadoknadi parenteralnim davanjem rastvora glukoze (Samanc i sar.,
1992). Jedinjenja koja mogu da doprinose glukoneogenezi su glicerol, propilen-
glikol i natrijum-propionat (Sauer i sar., 1973; Grummer, 2008). Glicerol i propilen-
glikol u najvec¢oj meri ne podlezu procesima fermentacije u buragu, pa nakon re-
sorpcije doprinose stvaranju glukoze i o¢uvanju optimalnih rezervi glikogena u je-
tri. U poslednje vreme se preparati koji sadrze glicerol ili propilen-glikol sve vise
preporuCuju kao dodaci u ishrani visokomle¢nih krava u peripartalnom periodu
dok se ne uspostavi energetska ravnoteza (Samanc i sar., 2008). Ustanovljeno je
da krave Cija je proizvodnja do 30 litara mleka na dan, postizu energetsku rav-
notezu do polovine avansnog perioda (Samanc, 2010b). Zbog toga je najpravilniji
put za ublazavanje posledica negativnog bilansa energije na pocetku laktacije
koris¢enje jedinjenja koja predstavljaju glukogenoplasticne i energetske prekur-
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zore. Njihovo koriS¢enje treba da spreGava nekontrolisanu mobilizaciju masti iz
telesnih depoa i nastajanje zamascenja jetre i ketoznog stanja koji dovode do
smanjene proizvodnje mleka i poremecaja u reprodukciji (Van Knegsel i sar.,
2007a; Castaneda-Gutiérrez i sar., 2009).

Cilj istrazivanja izlozenog u ovom radu je bio da se utvrdi uticaj ener-
getskog dodatka na bazi propilen-glikola ("OSIMOL") dodatog u hranu visoko-
mle¢nih krava u peripartalnom periodu na vrednosti parametara metaboli¢kog
profila.

Materijal i metode rada / Material and methods

Na farmi krava holstajn-frizijske rase odabrano je 40 krava u fazi
zasusenja, 15 dana pre ocekivanog termina teljenja. Krave su drzane u veznom
sistemu drzanja u Stalama zatvorenog tipa. Hranjene su obro¢no dva puta dnev-
no, a osnovna hraniva su bila silaZa cele biljke kukuruza i krmna smesa. Sve krave
ukljuéene u ogled su hranjene na isti nacin, kako u periodu zasu$enja, tako i posle
teljenja u ranoj laktaciji.

Krave odabrane za ova ispitivanja su 15 dana pre o¢ekivanog termina
telijenja podeljene u dve grupe: kontrolnu (n=20) i oglednu (n=20). Kravama
ogledne grupe je poslednje dve nedelje graviditeta i tokom prvih 30 dana laktacije
dodavan u hranu preparat na bazi propilen-glikola (,OSIMOL®, Veyx-Pharma
GmbH, Nemacka) u koli€ini od 200 g dnevno. Preparat je u hranu dodavan ru¢no
uz obrok, tako $to je po 100 g mesano u 900 g mekinja. Uzorci krvi su uzimani
punkcijom repne vene prvi put 15 dana pre o¢ekivanog termina teljenja, odnosno
pre poCetka tretmana, i 10 dana nakon teljenja. Uzorci krvi za analizu su uzimani
pre podne, tj. oko 4 do 5 sati nakon davanja jutarnjeg obroka. Neposredno nakon
uzorkovanja krvi, u uzorcima pune krvi, odredivana je koncentracija glukoze i -
hidroksi-buterne kiseline (BHBA) komercijalnim test trakama (Precision Xceed).
U uzorcima krvnih seruma su odredjivane koncentracije ukupnih proteina, biliru-
bina, ureje i albumina komercijalnim test paketima (Bioanalitika, Beograd).

Rezultati ispitivanja obradeni su standardnim statistiCkim metodama i
izraCunate su srednje vrednosti i standardna devijacija. Za ocenu statistickinh
razlika srednjih vrednosti primenjen je studentov t-test.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Vrednosti pojedinih parametara metaboli¢kog profila krava u posledn-
joj fazi graviditeta prikazani su u tabeli1i 2.

Iz rezultata prikazanih u tabelama 1 i 2 zapaza se da su prosecne kon-
centracije glukoze, BHBA, ukupnog bilirubina i ureje u krvnom serumu krava kon-
trolne i ogledne grupe bile u opsegu fizioloskih vrednosti za goveda, kao i da nije
bilo statistiCki znacCajne razlike u vrednostima ovih parametara izmedu ogledne i
kontrolne grupe. Kod obe grupe krava pre teljenja su utvrdene hiperproteinemija i
hiperalbuminemija, jer su vrednosti za koncentracije ukupnih proteina i albumina

5



Vet. glasnik 65 (1-2) 3 - 12 (2011) Slavica Bojkovi¢-Kovacevi¢ i sar.: Uticaj energetskog
dodatka u ishrani krava tokom peripartalnog perioda na vrednosti pojedinih...

bile vec¢e od fizioloskih vrednosti. Vrednosti proteinemije i albuminemije se nisu

znacajno razlikovale izmedu dve grupe.

Tabela 1. Parametri metaboli¢kog profila kontrolne grupe krava u visokom graviditetu /
Table 1. Parameters of metabolic profile for control group of cows in advanced gravidity

Kontrolna grupa krava / Control group of cows
Glxoza | BHBA pl.rjcl)(tl;?r:}l/' Albpmin | biu g i?1| R
(mmol/L) (mmol/L) Total proteins (/L) Total bilirubin (mmol/L)
(@/L) (umol/L)

X 2,92 0,48 93,67 45,43 6,61 2,60
SD 0,34 0,17 5,74 8,72 2,35 1,27
SE 0,07 0,04 1,28 1,95 0,53 0,28
CV(%) 11,64 35,42 6,13 19,19 35,55 48,85
I\ 2,3-3,6 0,2-0,8 86,4-106 35,9-65,7 1,9-9,8 1,0-5

Tabela 2. Parametri metaboli¢kog profila ogledne grupe krava u visokom graviditetu /
Table 2. Parameters of metabolic profile for experimental group of cows in advanced gravidity

Ogledna grupa krava / Experimental group of cows
Ukupni . Ukupni
Giuwoza | BHBA proteini/ | AU/ piliruin Veal
(mmol/L) Total proteins Total bilirubin
(mmol/L) (G/L) (g/L) (umol/L (mmol/L)
X 2,77 0,53 95,63 51,51 5,29 3,00
SD 0,3 0,11 8,95 11,45 1,78 1,08
SE 0,07 0,02 2 2,56 0,39 0,24
CV (%) 10,83 20,75 9,36 22,23 33,65 36
I\ 2,1-3,2 0,4-0,7 86,4-118,5 36,2-70,0 1,9-7,8 1,0-5,0

Vrednosti parametara metaboli¢kog profila krava 10 dana nakon telje-

nja prikazane su u tabeli 3 i 4.

Tabela 3. Parametri metabolickog profila kontrolne grupe krava posle teljenja /
Table 3. Parameters of metabolic profile for control group of cows following partus

Kontrolna grupa krava / Control group of cows

Glwoza | BHBA er”o(tue‘i)lz}l/' Albpmin pilu Ei‘rrll rl e

(mmol/L) (mmol/L) Total proteins /L) Total bilirubin (mmol/L)
(9/L) (umol/L)

X 1,93 0,88 95,83 43,22 10,19 2,53

SD 0,43 0,39 9,71 11,57 5,16 0,97

SE 0,09 0,09 2,17 2,59 1,15 0,22
CV(%) 22,28 44,32 10,13 26,77 50,64 38,34
I\ 1,1-2,9 0,4-2,1 84,1-120,4 29,6-67,5 3,9-23,5 1,0-4,0
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Tabela 4. Parametri metaboli¢kog profila ogledne grupe krava posle teljenja /

Table 4. Parameters of metabolic profile for experimental group of cows following partus

Ogledna grupa krava / Experimental group of cows
Gukoza/ | ppa erjcla(tl:aFi)r:}l/' Albymin | i g q?ul/ N
(mmol/L) (mmol/L) | Total proteins (/L) Total bilirubin (mmol/L)
(/L) (umol/L)
X 3,13*** 0,40%** 75,80*** 35,10** 4,09*** 2,90
SD 0,33 0,12 6,68 5,98 1,42 0,79
SE 0,07 0,03 1,49 1,34 0,32 0,18
CV(%) 10,54 30 8,81 17,04 34,72 27,24
\Y 2,3-3,8 0,2-0,6 66,0-88,0 20,0-43,8 1,9-5,9 1,0-4,0

**p<0,01 u odnosu na isti parametar kod kontrolne grupe krava;
***n<0,001 u odnosu na isti parametar kod kontrolne grupe krava
**<0.01 against same parameter in control group of cows;

##4 <0.001 against same parameter in control group of cows

Iz tabela 3 i 4 se zapaza da je postpartalno kod krava kontrolne grupe
postojala hipoglikemija, jer je prosecna koncentracija glukoze iznosila 1,93+
0,43 mmol/l , dok je kod krava ogledne grupe glikemija bila na gornjoj fizioloskoj
granici (x=3,13+0,33 mmol/l) i zna¢ajno veca nego kod krava kontrolne grupe
(p<0,001). Takode se zapaza da je koncentracija BHBA u krvi krava koje su dobi-
jale "OSIMOL" bila u okviru fizioloskih vrednosti (x=0,40+0,12 mmol/l), dok je kod
krava kontrolne grupe bila zna¢ajno veéa (p<0,001) i prosec¢no je iznosila 0,88+
0,39 mmol/l. Opste je poznato da kod visokomle¢nih krava postoji stalna opas-
nost od poremecéaja metabolizma koje pre svega karakteriSe smanjivanje inten-
ziteta glukoneogeneze i intenziviranje procesa ketogeneze (Bauman i Currie,
1980; Bell 1995; Drackley, 1999; Mulligan i Doherty, 2008). Imajuéi u vidu da se
krave na pocetku laktacije nalaze u stanju negativnog bilansa energije, suple-
mentacija obroka, energetskim i glukogenoplasti¢nim jedinjenjima, omogucava
blagovremeno i efikasno prilagodavanje na visoku proizvodnju mleka. Danas se
sa uspehom u ishrani visokomle¢nih krava koriste dodaci koji u svom sastavu
sadrze propilen-glikol i glicerol (Samanc, 2010a). Rezultati ispitivanja u ovom radu
pokazuju povoljan uticaj primenjenog energetskog dodatka na dva najvaznija
metaboliCka procesa kod prezivara, glukoneogenezu i ketogenezu. Do takvih re-
zultata dosli su i drugi autori (Moallem i sar., 2007; Samanc i sar., 2008;
Castaneda-Gutiérrez i sar., 2009). Rezultati dobijeni za koncentraciju glukoze i
BHBA kod kontrolne odnosno ogledne grupe krava jasno su pokazali da se kod
krava kontrolne grupe u vec¢oj meri koriste telesne rezerve masti kao izvor ener-
gije. Zbog toga je kod njih do$lo do intenziviranja procesa ketogeneze (Stama-
tovi¢ i sar. 1983; Heitman i sar., 1987; Holetnius i Holtenius, 1996). Poznata je ¢i-
njenica da se, zbog pojac¢anog priliva masnih kiselina u jetru, jedan deo proizvoda
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njihovog katabolizma koristi u procesu ketogeneze i time povecava opasnost za
nastajanje ketoznog stanja (Heitmann i sar., 1987; Holtenius i Holtenius, 1996).
Pojacan priliv masti u hepatocite kontrolne grupe krava doveo je do dodatnog op-
tereenja hepatocita i olak§ao mogucnost nastajanja masne jetre. Kod krava u
peripartalnom periodu, zamascenje jetre, kao veoma Cest nalaz nastaje zbog
pojacane pa i nekontrolisane lipomobilizacije (Bobe i sar., 2004). Nasi rezultati su
pokazali da je kod krava tretiranih propilen-glikolom u obliku preparata "OSIMOL",
prosecna koncentracija ukupnog bilirubina bila u granicama fizioloSkih vrednosti
(x=4,09+1,42 umol/L), dok je kod krava kontrolne grupe bila vec¢a od fizioloSke
vrednosti (x=10,19+5,16 umol/L). Razlika je bila statisti¢ki znaCajna (p<0,05).
Razmatranjem pojedinaénih vrednosti ustanovljeno je da je kod 38 % tek oteljenih
krava kontrolne grupe bilirubinemija bila znaCajno veca od fizioloSke vrednosti
odnosno u rasponu od 13,9 do 23,5 umol/L. Ni kod jedne krave ogledne grupe
vrednost bilirubinemije nije bila ve¢a od fizioloSke vrednosti. Kao §to je poznato,
koncentracija ukupnog bilirubina u krvnom serumu krava se smatra jednim od
najsigurnijih pokazatelja funkcionalnog stanja jetre (Hidiroglou i Veira, 1982;
Samanc i sar. 1992). Po svemu sudedéi, kod krava kontrolne grupe u periodu oko
teljenja mobilizacija masti iz telesnih rezervi je bila intenzivnija nego kod krava
ogledne grupe, $to je zbog zamascenja dovelo i do smanjenja funkcionalne aktiv-
nosti ¢elija jetre. Kao posledica toga, smanijila se glukoneogenetska aktivnost he-
patocita (hipoglikemija) i intenzivirao se proces ketogeneze (hiperketonemija).

Veoma je interesantno da su kod krava ogledne grupe vrednosti pro-
teinemije i albuminemije u ovoj fazi ispitivanja bile u fizioloSkim granicama i izno-
sile su 75,80+6,68 g/L, odnosno 35,10+5,98 g/L. To nije bio slu¢aj kod krava kon-
trolne grupe kod kojih je postpartalno proteinemija bila 95,83+9,71 g/L, a albumi-
nemija 43,22 + 11,57 g/I. Visoka vrednost proteinemije kod ogledne i kontrolne
grupe krava u visokom graviditetu, kao i kontrolne grupe krava u ranom puerperi-
jumu moze se objasniti ve¢im stepenom dehidratacije u periodu oko teljenja (Lit-
tle i sar., 1984). Medutim, kod krava tretiranih preparatom na bazi propilen-glikola
("OSIMOL") na kraju ogleda (rani puerperijum) koncentracija ukupnih proteina je
bila u granicama fiziolo$kih vrednosti. Po svemu sudec¢i osim hemokoncentracije i
drugi €inioci imaju ulogu u nastajanju hiperproteinemije. Izmedu krava kontrolne i
ogledne grupe, jedna od sustinskih razlika je bio njihov energetski status. Krave
kontrolne grupe koje nisu dobijale energetski dodatak su imale izraZeniji negati-
van bilans energije i u vezi sa tim, nizi stepen aktivnosti Stitaste Zlezde. Postoje po-
daci koji ukazuju na to da je stepen aktivnosti tireoidee u korelaciji sa energetskim
statusom Zivotinja i da u ranoj fazi laktacije njena smanjena aktivnost predstavlja
nacin prilagodavanja zivotinja na negativan bilans energije (Van Knegsel i sar.,
2007b). U takvim slu¢ajevima je koncentracija ukupnih proteina i albumina veéa
od fizioloSkih vrednosti (Williams, 2007).
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Zakljucak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuéiti da davanje kravama
propilen-glikola (OSIMOL) u odgovaraju¢im dozama dve nedelje pre i u periodu
do 30 dana posle teljenja ima povoljan uticaj na odrzavanije fizioloSkih vrednosti
metaboliCkih parametara u peripartalnom periodu, u kome je Zivotinja
najpodloZnija metabolickim poremecajima, koji dovode do ozbiljnih zdravstvenih
poremecaja pra¢enih smanjenom produktivnho$c¢u Zivotinja. Energetski dodatak
ima stimulativni uticaj na proizvodnju mleka do uspostavljanja energetske rav-
noteze.
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ENGLISH

INFLUENCE OF PERIPARTUM DIETARY ENERGY SUPPLEMENTATION ON SOME
BLOOD BIOCHEMICAL PARAMETARS IN DAIRY COWS

Slavica Bojkovi¢-Kovacevié, l. Jeremi¢, Danijela Kirovski, M. Polovina,
S. Milosevi¢, I. Vujanac, R. Prodanovi¢

The aim of this study was to determine the influence of an energy supplement

on the basis of propylene glycol on the values of metabolic profile parameters in peripartu-
rient cows. Fifteen days before calving, 40 cows were selected and divided into two
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groups: control (h=20) and experimental (h=20). From day 15 before to day 30 after calv-
ing, the experimental group of cows received an energy supplement based on propylene-
glycol added in food ("OSIMOL", Veyx-Pharma GmbH, Germany). Blood samples were
taken 15 days before and 10 days after calving. Concentrations of glucose and beta-
hydroxy-butyric acid (BHBA) were determined immediately after blood was taken. Concen-
trations of total protein, albumin, urea and total bilirubin were determined in the blood se-
rum. There was no significant difference in the average values of the measured parameters
between the control and the experimental group of cows. After parturition glycemia in cows
of the control group was lower than physiologically acceptable (x=1.93+0.43 mmol/L),
and glucose in cows of the experimental group was at the upper physiological limit
(x=8.13+0.33 mmol/L) and signicantly higher (p<0.001) than in the control group. The
concentration of BHBA in cows that received the energy supplement (,OSIMOL®) was
0.40+0.12 mmol/L, while in the control group of cows it was significantly higher (p<0.001)
and stood at 0.88 +0.39 mmol/L. Furthermore, the concentration of total bilirubin in the
cows of the experimental group was within the physiological range (x = 4.09+
1.42 umol/L), while in the cows of the control group it was significantly higher (p<0.05) and
stood at 10.19+5.16 umol/I.

Key words: cows, periparturient period, energy supplement, blood biochemical
parameters

PYCCKUA

BJIUSTHUE QHEPTETUYECKOW [JOEABKW B KOPMJIEHUX KOPOB B TEYEHUE
gopoaoBOro nePUMOAA HA CTOMMOCTU HEKOTOPbLIX BUOXUMUYECKUX
NAPAMETPOB KPOBU

Cnasuua bonkoBun4y-KosayeBud, U. Epemuny, flaHnena Kuposcku, M. NonoBuHa,
C. Munowesuu, U. BysHau, P. MpogaHoBuy

Llenb nccnegosaHusa B aTon paboTe 6blna yTBEPAUTb BIMSAHUE MPOMNUIIEH-
rMnKosa Ha CTOMMOCTY NapaMeTpoB MeTaboIM4ecKoro Nnpodnssi KOPoB B OPOLOBOM re-
puoge. MNaTHaguaTe AHEN A0 OXMAAHHOro oTéna otobpaHo 40 KOpPOB, pa3gefneHHble B
OBYX rpynnax: KOHTPoObHyto (H=20) 1 onbITHYtO (H=20). KopoBam B OMNbITHOM rpynne B ne-
puoae ot 15 aHen nepep fo 30 AHe nocne oTéna B KOpM gobaBnuBaH npenapar Ha 6ase
nponuneH-rnnkona ("OCUMOIJT", Veyx-Pharma GmbH, 'epmanurb) B fHEBHOM KOnmye-
cTBe oT 200 rpammoB. O6pasynku Kposwu B3ATbI 15 gHen go 10 gHew nocne oténa. Henoc-
PeACTBEHHO NOCMe U3BMEYEeHNs KPoBM, B 06pasydmkax NosiHOW KpoBW, onpegenbiBaHa
KOHUEHTpauusi rnioko3bl 1 6eta-rmapokcn-6ytepHon kucnotel (BI'BK). B obpasumnkax
KPOBSAHOrO cepyma onpeasibiBaHa KOHLEHTPaLUMsa COBOKYMHbIX MPOTENHOB, anbOyMUHOB,
MOYEBVHbI 1 COBOKYNHOro bunupybuHa. B gnopogosom nepuoge, cpean KOpoB KOHTPOSb-
HOM 1 ONbITHOW rpynnax, He yCTaHOBMEHbl 3HAYUTErNbHbIE Pa3HULbI MEXAY CPeaHUMM
CTOMMOCTSIMW UCMbITbIBAHHBIX NapameTpoB MeTabonunyeckoro npoduns. Nocne pogos y
KOPOB KOHTPOJIbHOW rpymnbl KOHLEHTPaUmMs rtoKo3bl 6bina HKe hranonormiecku npu-
emnemon (x=1,93+0,43 MMon/1), MOKa y KOPOB OMbITHOW FPyNMbl FAMKeMus 6blria Ha BEpX-
Hen chmsmonormyeckon rpaHuye (x=3,13+0,33 MMOn/n) N CTaTUCTUYECKN 3HAYUTESNBHO
6onee 6onbluas, Yem y KOHTponbHou rpynnel (p<0,001). KoHuyeHTpaumsa BI'BK y kopos,
nony4asLumne aHepreTnyeckyto gobaeky ("OCMMOIN") cocTtoBnana (B cymme) 0,40+0,12
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MMOJ/N, NMOKa Yy KOPOB KOHTPOJIbHOM rpynnbl 6blnia 3HaqmMTensHo 66nbue (p<0,001) 1 B
cpenHem coctasniana (8 cymme) 0,88+0,39 mmon/n. Kpome Toro y KOpoB OMNbITHOW Fpynnbl
KOHLEHTpaumsa COBOKYMHOro 6unupybuHa 6bina B rpaHuyax Musnonorm4ecknx ctou-
mocTen (x=4,09+1,42 umon/n), noka y KOpoB KOHTPOSIbHOM rpymnnbl 3Ta CTOUMOCTb 6bina
3Ha4MTenbHO 66nbLe (p<0,05) n coctasnsana (B cymme) 10,19+5,16 umon/n.

KnioyeBble crnoBa: KOpoBa, fOPOLOBOI Nepuos, aHepreTudeckasn fo6aBka,
6roXUMMYECcKre napameTpbl KPOBU
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IMUNSKI KOMPLEKSI U KRVNOM SERUMU TELADI SA
KLINICKIM SIMPTOMIMA BRONHOPNEUMONIJE®
IMMUNE COMPLEXES IN BLOOD SERUM OF CALVES WITH

CLINICAL SYMPTOMS OF BRONCHOPNEUMONIA

Natalija Fratrié, D. Gvozdié, Olivera Savié, Ivana Jagli¢ié, Vesna Ili¢*”

*

Oboljenja respiratornog trakta goveda su kompleksne etiologije,
a javljaju se kao posledica interakcije imunskog sistema jedinke, stre-
sogenih Cinilaca prisutnih u spoljasnjoj sredini i patogenih mikroorgani-
zama. Nivo i uloga cirkuliSu¢ih imunskih kompleksa u serumima teladi
obolelih od ove bolesti do sada nisu izu¢avani. Ovaj rad je uraden sa cil-
jem da se utvrdi da li su bolesti respiratornog trakta kod teladi u uzrastu
od tri meseca pracene promenom nivoa imunskih kompleksa u se-
rumu i promenom nivoa serumskih proteina, pre svega y globulina, kao
osnovnih konstituenata imunskih kompleksa. Imunski kompleksi iz se-
ruma teladi su izolovani precipitacijom polietilen glikolom (PEG-om).
Nivo PEG precipitabilnih imunskih kompleksa je odredivan merenjem
opticke gustine PEG precipitata na 350 nm (OD,,). OD,., PEG precipi-
tata obolele teladi je iznosila 0,577+0,206 i bila je statistiCki zna¢ajno
visa (p<0,001) u odnosu na vrednosti dobijene kod zdrave teladi
(OD,5, = 0,286+0,080). U y-globulinskoj frakciji seruma i PEG precipi-
tata i zdrave i obolele teladi bili su prisutni i spori, katjonski, i brzi, anjon-
ski y-globulini, ali je koncentracija brzih y-globulina bila znacajno niZa
kod obolele teladi. Nivo ukupnih y-globulina i y-globulinskih frakcija
nije statisti¢ki znacajno korelirao sa nivoom PEG precipitabilnih imun-
skih kompleksa. Na osnovu dobijenih razultata moZe se zakljuciti da se
u serumima tri meseca starih teladi obolelih od bolesti respiratornog
trakta detektuje povecan nivo PEG precipitabilnih imunskih komplek-

Rad primljen za Stampu 01. 11. 2010. godine

** Dr sci vet. med. Natalija Fratri¢, vanredni profesor, dr sci. vet. med. Dragan Gvozdi¢, redovni
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dr med. Ivana Jagli¢ié, specijalista imunologije, Institut za transfuziju krvi Srbije; dr med.
Vesna lli¢, visi naucni saradnik, Institut za medicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu,
Beograd, Srbija

13



Vet. glasnik 65 (1-2) 13 - 24 (2011) Natalija Fratri¢ i sar.: Imunski kompleksi u krvnom
serumu teladi sa kliniCkim simptomima bronhopneumonije

sa, a rezultati dobijeni ovim relativno jednostavnim testom mogu se
Koristiti kao dodatni parametar za dijagnozu i pracenje toka bolesti.

Kljune redi: telad, bolesti respiratornog trakta, PEG esej, imunski
kompleksi, y-globulini

Uvod / Introduction

Oboljenja respiratornog trakta goveda su najc¢esc¢i uzrok morbiditeta i
mortaliteta u intenzivnhom govedarsvu. Fibroza i gubitak funkcionalnog kapaciteta
pluc¢a kod Zivotinja sa prelezanom pneumonijom imaju negativan uticaj na prirast,
a kod priplodnih grla koja se koriste za obnovu stada produzava se vreme do
prvog teljenja. Ova oboljenja su uzrok velikih ekonomskih gubitaka na govedar-
skim farmama (Ames i sar., 1997; Snowder i sar., 2006), jer smrtnost moze da
dostigne nivo i od 25% i zajedno sa cenom tretmana obolelih Zivotinja poveéava
troSkove proizvodnje za viSe od 8%.

Pneumonija teladi je bolest kompleksne etiologije i posledica je in-
terakcije izmedu jedinke, sredine i patogenih mikroorganizama (Van Donkers-
goed i sar., 1993). Brojni patogeni su uklju¢eni u izazivanje akutne ili hroni¢ne
forme pneumonije (virusi: govedi herpes virus-1 (BHV-1), Parainfluenza-3 (PI3),
Bovine Respiratory Syntytial Virus (BRSV), Bovine Virus Diarrhea (BVD); miko-
plazme; bakterije: Manheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus
somni) (Srikumaran i sar., 2007; Czuprynski, 2009). Smatra se da interakcija
izmedu virusnih i bakterijskih patogena i njihova obostrana interakcija sa leukoci-
tima i endotelnim i epitelnim ¢éelijama domadina uzrokuje snaznu zapaljensku
reakciju (fibrinoznu pleuropneumoniju) karakteristi¢nu za oboljenja respiratornog
trakta goveda (Czuprynski, 2009). Razli¢iti faktori mogu uticati na prijemcivost te-
ladi prema patogenima koji su uzro€nici pneumonije. Istovremeno prisustvo
bolesti, stres ili neadekvatan pasivan transfer kolostralnih imunogloulina G (IgG)
(kao posledica nedovoljno kvalitetnog kolostruma) smanjuju mogucnost efikas-
nog imunskog odgovora. Mesanje teladi razliCite starosti i razli¢itog porekla u is-
tom prostoru, kao i smestaj teladi u slabo ventilirane, prenaseljene i viazne uslove
potencira nastajanje respiratornih bolesti. lako pneumonija kod teladi moze da se
javi u bilo koje doba godine, naj¢eSée se javlja zimi i u prolec¢e, od oktobra do de-
cembra i od februara do maja.

Razlog za virusno-bakterijski sinergizam u ovoj bolesti nije poznat,
kao $to u potpunosti nije poznat ni nacin na koji se imuni sistem teladi (ne)bori
protiv ovih patogena. Kod ljudi imunski kompleksi su poviSeni u bakterijskim
pneumonijama (Korppi i sar., 2008; Holloway i sar., 1993; Mellencamp i sar., 1987)
i oni imaju udela u ostec¢enju tkiva pluéa aktivacijom sistema komplementa i neu-
trofila. Podaci o nivou i sastavu imunskih kompleksa u krvnom serumu teladi sa
oboljenjima respiratornih organa su retki (Fratri¢ i sar., 2010a). Cilj ovog is-
traZivanja bio je da se utvrdi nivo i karakteristike imunskih kompleksa u serumima
teladi u uzrastu od tri meseca sa oboljenjem respiratornog trakta u cilju dobijanja
dodatnog dijagnostickog kriterijuma kod ove bolesti.
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Materijal i metode rada / Material and methods

Za ocenjivanje stanja respiratornog sistema kori§éen je respiratorni
bodovni (skoring) sistem, sliCan onom koji je ustanovio McGuirk SM (2005). Res-
piratorni skoring sistem se sastoji od kliniCkih znakova koji se ocenjuju (kriteri-
juma): pojava i koli¢ina iscetka iz nosa, iscedak iz oka, polozaj usiju, rektalna tem-
peratura, kaSalj (spontani ili indukovani), broj respiracija. Svaki od kriterijuma je
ocenjivan brojevima od 0 do 3, gde je veca vrednost ukazivala na veéu tezinu i
ozbiljnost bolesti: 0 - normalan; 1 - blag; 2 - umeren; 3 - ozbiljan. Ukupan respira-
torni skor se ocenjuje kao normalan ako je manji od 4. Vrednost respiratornog
skora od 4 zahteva pracéenije zivotinje, a vrednost viSa od 4 zahteva tretman (anti-
bioticima). U studiju je bilo uklju¢eno 14 teladi uzrasta od tri meseca, sa znacima
oboljenja respiratornog trakta, pre pocetka terapije. Kontrolnu grupu je &inilo 11
zdravih taladi iste starosti.

Uzorci krvi su uzimani punkcijom vene jugularis. Serum je izolovan
nakon spontane koagulacije krvi na sobnoj temperaturi i centrifugiranja 10 min na
3000 rpm. Krv uzeta sa heparinom kao antikoagulansom je kori§¢ena za odredi-
vanje vrednosti hematolo$kih parametara.

Imunokompleksi (IC) iz seruma zdravih teladi i teladi sa pneumonijom
izolovani su precipitacijom polietilen glikolom (PEG-om) (Fratri¢ i sar., 2006). Nivo
imunskih kompleksa odredivan je merenjem opitcke gustine PEG precipitata na
350 nm (OD3sp).

U serumima i PEG precipitatima odredivana je koncentracija ukupnih
proteina BCA esejem (Pierce, SAD).

Elektroforeza u gelu agaroze je izvodena u gelu 1% agaroze po me-
todi koju je opisao Johansson (1972), a procenat i koncentracija y-globulina
odredivana je denzitometrijskom analizom elektroforezograma uz pomo¢ Image
Master TotalLab softvera (GE HealtCare LifeScience, SAD).

Broj leukocita, eritrocita, hematokritska vrednost, koncentracija he-
moglobina, MCV, MCH, MCHC, i broj trombocita su odredivani na automatskom
brojacu éelija podeSenom za brojanje Zivotinjskih ¢elija (Hematology Analyzer,
901062, Diatron, Arcus, GmbH, Wien, Austria).

U cilju identifikovanja bakteija uziman je bris iz nosa obolelih i zdravih
zivotinja, a ispitivanja su izvr§ena primenom konvencionalnih bakterioloSkih me-
toda kao i automatskog identifikacionog sistema (BBL Cristal Enteric/nonfer-
menter ID kit, Becton Dickinson).

Rezultati ispitivanja obradeni su standardnim statistiCkim metodama i
izracunata je srednja vrednost i standardna devijacija. Za ocenu statistiCke
znacajnosti razlika srednjih vrednosti primenjen je Studentov t-test gde je vred-
nost verovatnoce (p) manja od 0,05 ozna¢ena kao statisticki znaCajna. Linearnom
regresionom analizom ispitivana je korelacija nivoa imunskih kompleksa sa kon-
centracijom serumskih proteinskih frakcija.
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Rezultati / Results

Nivo PEG precipitabilnih imunskih kompleksa u serumima teladi sa klini¢kim simp-
tomima bronhopneumonije | Level of PEG precipitable immune complexes in serums of calves
with clinical symptoms of bronchopneumonia

Nivo imunskih kompleksa u serumima teladi sa klinikim simptomima,
izrazen kao optiCka gustina PEG precipitata na 350 nm (OD3s() iznosio je 0,577 +
0,206 i bio statisti¢ki znagajno visi (p = 2x10™*) u odnosu na nivo imunskih kom-
pleksa u serumima zdrave teladi 0,286 + 0,089 (tabela 1).

Tabela 1. Nivo PEG precipitabilnih imunskih kompleksa u krvnom serumu zdrave i teladi
obolele od bolesti respiratornog trakta /
Table 1. Level of PEG precipitable complexes in blood serum of healthy calves and calves with respiratory
tract disease

OD350 PEG precipitata /
OD3s of PEG precipitate
Bolesna telad / Zdrava telad /
Diseased calves Healthy calves
1 0,570 0,381
2 0,496 0,195
3 0,681 0,297
4 0,393 0,198
5 0,981 0,120
6 0,397 0,218
7 0,466 0,369
8 0,730 0,329
9 0,550 0,303
10 0,921 0,368
11 0,244 0,366
12 0,700
13 0,451
14 0,492
x = SD 0,577 + 0,206" 0,286 + 0,089
*p=2x10"%

Elektroforetske karakteristike proteina krvnog seruma i PEG precipitata teladi sa
bronhopneumonijom | Electrophoretic characteristics of blood serum proteins and PEG precipi-
tates of calves with bronchopneumonia

U serumima i PEG precipitatima zdrave i obolele teladi uocavaju se
Cetiri glavne elektroforetske frakcije: vy, B i a-globulini i aloumini (slika 1). Elektro-
foretske karakteristike (elekiroforetska pokretljivost i pojava elektroforetski ho-
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mogenijih zona) ovih frakcija u serumima i PEG precipitatima kod obolele teladi
nisu bile izmenjenje u odnosu na zdravu telad. U y-globulinskoj frakciji seruma i
PEG precipitata i zdrave i obolele teladi bili su prisutni spori, katjonski, i brzi, an-
jonski, y-globulini.

Zdravi Bolesni

spony brziy P a Alb sponiy by J « Alb.
PEG prec. .
PEG prec. l '
PEG prec. ' '
PEG prec. '
- re g
PEG prec. .
serum " ‘ |
PEG prec .

Slika 1. Elektroforeza seruma i PEG precipitata zdrave teladi i teladi obolele od bolesti
respiratornog trakta /
Figure 1. Electrophoresis of serms and PEG precipitates of healthy calves and calves with
respiratory tract disease

Na osnovu denzitometrijske analize elektroforezograma i ukupne kon-
centracije proteina u serumima i PEG precipitatima odredena je koncentracija
proteina u svakoj elektroforetskoj frakciji (tabela 2). U serumima obolele teladi je
izmereno statisti¢ki zna¢ajno smanjenje koncentracije brzih y-globulina. U seru-
mima i u PEG precipitatima obolele teladi nivo a-globuina bio je povisen dok je
nivo albumina bio znacajno nizi.

Nivo ukupnih y-globulina i y-globulinskih frakcija nije statisti¢ki znacaj-
no korelirao sa nivoom PEG precipitabilnih imunskih kompleksa.
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Osnovni hematoloski parametri teladi sa klini¢kim simptomima bronhopneumonije
Elementary haematological parameters for calves with clinical symptoms of bronchopneumonia

Kod obolele teladi uklju¢ene u ogled broj leukocita i trombocita se
nisu statistiCki znacajno razlikovali u odnosu na zdravu telad. Parametri crvene
krvne slike (broj eritrocita, koncentracija hemoglobina, hematokritska vrednost)
su imali statistiCki zna¢ajno nize vrednosti kod obolelih u odnosu na zdravu telad.
Medutim, ove nize vrednosti parametara crvene krvne slike nisu za posledicu
imale promenu vrednosti MCV, MCH i MCHC kod obolelih za razliku od zdrave te-
ladi.

Tabela 3. Osnovni hematoloski parametri periferne krvi zdrave i teladi obolele od bolesti
respiratornog trakta /
Table 3. Elementary haematological parameters of peripheral blood of healthy calves and calves with
respiratory tract disease

Bolesna telad / Zdrava telad / V%'%\?atzzgﬁ /

Diseased calves Healthy calves ©)
Leukociti / Leukocytes (x109/L) 12,67 = 5,04 10,52 + 1,98 0,233
Eritrociti / Erythrocytes (x1012/L) 10,48 + 3,13 13,39 + 2,07 0,031
Hemoglobin / Haemoglobin (g/L) 90 + 11 106 = 15 0,028
Hematokrit /| Heamatocrit (%) 30,1 + 6,7 38,5+ 5,4 0,009
MCV (fl) 299 +55 28,9 + 3,0 0,636
MCH (pg) 9,5+ 38 8,0 + 0,8 0,232
MCHC (g/L) 311 + 63 275 + 3 0,090
Trombociti / Thrombocytes (x109) 1018 + 189 893 + 233 0,261

Identifikacija bakterija | Identification of bacteria. Kod sve obolele teladi iz
nosnih briseva izolovana je Pasteurella multocida.

Diskusija / Discussion

lako oboljenja respiratornog sistema goveda danas predstavljaju naj-
veci zdravstveni problem u govedarstvu, kompletan mehanizam koji objas$njava
nastanak ove bolesti, tj nacin na koji virusni i bakterijski agensi probijaju imunsku
odbranu domacina nisu u potpunosti poznati. Smatra se da su virusi primarni
uzrocnici bolesti i da aktivna virusna infekcija u bronhijalnim epitelnim ¢elijama
dovodi do oslobadanja hemokina i citokina koji privlace, aktiviraju i povecavaju
adhezivnost neutrofila, $to sve dovodi do primarne zapaljenske reakcije. Osim
poveéane adherence neutrofila, primarna virusna infekcija stvara uslove za se-
kundarnu bakterijsku infekciju jer dovodi do poveéanja adhezivnosti bakterija za
bronhijalne epitelne ¢elije u uslovima kada je snazan inflamatorni odgovor veé
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zapocet. Bakterije se razmnozavaju u plu¢ima i oslobadaju egzotoksine. Oni u ni-
skoj koncentraciji aktiviraju neutrofile i mononuklearne fagocite koji nakon toga
oslobadaju citokone i slobodne radikale, $to dodatno pogorsava stanje inflama-
cije. U ve¢im koncentracijama egzotoksini indukuju i apoptozu leukocita (Czu-
prynski, 2009).

Uloga imunskih kompleksa, snaznih aktivatora komplementa i neutro-
fila (Abbas i sar., 2007), u inflamatornom odgovoru tokom oboljenja respiratornog
sistema goveda nije izu€avana. U ovom radu nivo imunskih kompleksa je od-
redivan PEG precipitacionom metodom koja omogucava i kvantitativnu (Fratri¢ i
sar, 2006) i (barem delimi¢nu) kvalitativnu analizu (Fratri¢ i sar, 2010b) cirkuliSucih
imunskih kompleksa teladi. Kori§¢enjem ovog metoda pokazano je da je u seru-
mima teladi uzrasta od tri meseca obolelih od bolesti respiratornog trakta, nivo
PEG precipitabilnih imunskih kompleksa statistiSki zna¢ajno povisen. lako je po-
kazano da je i kod obolele teladi stare samo mesec dana nivo PEG precipitabilnih
imunskih kompleksa poviSen (Fratri¢ i sar., 2010a), kod ovako mlade teladi za for-
miranje imunskih kompleksa su predominantno odgovorni majéini, kolostralni
IgG. Tek kod tri meseca, kada majc€ini IgG bivaju potpuno katabolisani, (Virtala i
sar., 1999) mozemo govoriti 0 sposobnosti humoralnog imuniteta teladi da odgo-
vori na ulazak patogena stvaranjem imunskih kompleksa. PEG precipitira velike
imunske komplekse (>19S) (Poulton i sar., 1983). Kakav je znacaj ovih velikih
imunskih kompleksa kod obolele teladi, nije poznato. Veliki cirkuliSu¢i imunski
kompleksi se javljaju kod ljudi sa pneumonijom izazvanom pneumokokama samo
kod bolesnika kod kojih nije detektovana bakteriemija, dok kod bakteriemi¢nih
postoje samo imunski kompleksi male molekulske tezine (8-19S) (Mellencamp i
sar., 1987). Ovakav rezultat ukazuje na to da bi, barem kod humane populacije u
slu€ajevima pneumonije, velikiimunski kompleksi mogliimati protektivni znacaj.

U serumima obolele teladi detektovan je statisticki znacajan pad kon-
centracije brzih y-globulina, koji predominantno sadrze IgG1 molekule. Sta je pri-
marni uzrok smanjenja koncentracije IgG1 kod ovih zivotinja nije poznato, ali
imajuci u vidu da su sve Zivotinje sa pneumonijom imale snizen broj eritrocita,
koncentraciju hemoglobina i hematokritsku vrednost, vrlo je moguée da deficit
gvozda indukuje smanjenje broja B-limfocita (Svoboda i sar., 2004). Osim toga, vi-
rusne infekcije, primarni uzro€nici bolesti menjaju ¢elijski T odgovor od protektiv-
nog Th1 ka neprotektivnom Th2 odgovoru (Gershwin i sar., 2005), pa postoji
moguénost da je ova promena u koncentraciji brzih y-globulina indukovana
poremecajima u citokinskoj mrezi kod obolelih Zivotinja.

Elektroforetska frakcija a-zone, koja u sebi sadrzi proteine akutne faze
(Putnam, 1975) je bila znacajno visa u serumima i PEG precipitatima kod obolele
teladi. MikrobioloSka analiza brisa nosa pokazala je prisustvo, inate normalne,
komensalne bakterije gornjeg respiratornog trakta Pasteurella multocida kod sve
obolele teladi. Visoka povezanost prisustva ovih bakterija u uzorcima traheobron-
hijalne lavaze sa klini¢kim znacima bolesti i sa pove¢anom koncentracijom prote-
ina akutne faze (Nikunen i sar., 2007) ukazuje na snaznu ulogu ove bakterije u pa-
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togenezi oboljenja respiratornog trakta goveda, a u epidemijama za koje je bila
odgovorna ova bakterija ili Mannheimia haemolytica opisana je smrtnost i do 25%.
U eksperimentalno indukovanoj bolesti bakterijom Pasteurella multocida poka-
zano je da ona uzrokuje opste simptome bolesti i povec¢anje koncentracije prote-
ina akutne faze (Dowling i sar., 2002). Prisustvo antitela na viruse, koji su mogucéi
pokretaci respiratorne bolesti goveda, nije ispitivano u nasoj studiji. Medutim, s
obzirom na to da nije nadena korelacija izmedu prisustva virusa, klini¢kih znakova
bolesti i koncentracije proteina akutne faze pretpostavlja se da virusi ne moraju
da imaju predominantnu ulogu u patologiji bolesti respiratornog trakta goveda,
mada naravno predstavljaju predisponirajuci faktor za sekundarnu bakterijsku in-
fekciju (Nikunen i sar., 2007). Takode, u istoj studiji nije pokazano da postoji ko-
relacija izmedu nalaza prisustva Mycoplasma sp. i klini¢kih znakova bolesti, §to
po misljenju autora takode govori da ovi mikroorganizmi nemaju predominantnu
ulogu u nastanku bolesti.

Dalja istrazivanja ¢e biti usmerena na detektovanje specifi¢nih antitela
prema identifikovanim uzro€nicima pneumonije u serumima i PEG precipitatima
obolele teladi i ispitivanje specifi¢nih strukturnih karakteristika molekula 1gG u
sastavu imunskih kompleksa kao pokretaca efektorne grane imunskog odgovora
kod ove teladi.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se povecéanje
nivoa imunskih kompleksa u serumima teladi uzrasta od tri meseca obolelih od
bolesti respiratornog trakta moze detektovati relativno jednostravnim PEG pre-
cipitacijskim testom, a dobijeni rezultati se mogu koristiti kao dodatni dijagnosticki
parametar. Kakav je bioloSki znacaj ovih PEG precipitabilnih imunskih kompleksa
kod teladi obolelih od pneumonije (protektivan ili proinflamatorni) ostaje da bude
utvrdeno.

NAPOMENA / ACKNOWLEDGEMENT:

Rad je finansiran sredstvima projekta br. 11146002 i projekta br. 0175062 Ministarstva za nauku i teh-
noloski razvoj, Republike Srbije./

This research was supported by Project No. 11146002 and Project No. 10175062 of the Ministry of Science and
Technology of the Republic of Serbia.

Literatura / References

1. Abbas AK, Lichman AH, Pober JS. Cellular and molecular immunology (6th edition).
Saunders, Elsevier Comp. Philadelphia, PA, 2007.

2. Ames TR. Dairy calf pneumonia. The disease and its impact. Vet Clin North Am Food
Anim Pract 1997; 13(3): 379-91.

3. Czuprynski CJ. Host response to bovine respiratory pathogens. Anim Health Res Rev
2009; 10(2): 141-3.

4. Dowling A, Hodgson JC, Schock A, Donachie W, Eckersall PD, Mckendrick IJ. Experi-
mental induction of pneumonic pasteurellosis in calves by intratracheal infec-
tion with Pasteurella multocida biotype A:3. Res Vet Sci 2002; 73(1): 37-44.

21



Vet. glasnik 65 (1-2) 13 - 24 (2011) Natalija Fratri¢ i sar.: Imunski kompleksi u krvnom
serumu teladi sa kliniCkim simptomima bronhopneumonije

5. Fratri¢ N, MiloSevi¢-Jovc€i¢ N, lli¢ V, Stoji¢ V. The levels of immune complexes in the

blood sera of calves in neonatal period and adult cattle. Acta Veterinaria Beo-
grad 2006; 56(2-3): 103-10.

6. Fratri¢ N, lli¢ V, Gvozdi¢ D, Stoji¢ V, Manojlovi¢ M. Nivo PEG precipitabilnih imunskih

kompleksa u serumu mesec dana stare teladi obolele od pneumonije. Zbor-
nik kratkih sadrzaja 15. godis$njeg savetovanje veterinara Republike Srpske
(Bosna i Hercegovina) (sa medunarodnim u¢es¢em), 09. 06. — 12. 06. 2010a.
Tesli¢, Republika Srpska, strana 93.

7. Fratri¢ N, lli¢ V, MiloSevi¢-Jov¢€i¢ N, Stoiji¢ V. Electrophoretic an immunoelectrophoretic

characteristics of IgG as a constituents of PEG precipitable immune com-
plexes in preruminant calvesz sera. Acta Veterinaria Beograd 2010b; 60(2-3):
155-64.

8. Gershwin LJ, Berghaus LJ, Arnold K, Anderson ML, Corbeil LB. Immune mechanisms of

pathogenetic synergy in concurrent bovine pulmonary infection with Haemo-
philus somnus and bovine respiratory syncytial virus. Vet Immunol Immuno-
pathol 2005; 107(1-2): 119-30.

. Holloway Y, Snijder JA, Boersma WG. Demonstration of circulating pneumococcal im-
munoglobulin G immune complexes in patients with community-acquired
pneumonia by means of an enzyme-linked immunosorbent assay. J Clin Mi-
crobiol 1993; 31(12): 3247-54.

10. Johansson BG, Agarose gel electrophoresis.Scand J Clin Lab Invest, 1972, 29 (Suppl.

11.

124), 7-9.

Korppi M, Leinonen M, Ruuskanen O. Pneumococcal serology in children’s respiratory
infections. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2008; 27(3): 167-75.

12. McGuirk SM. Otitis media in calves. In Proc. 23rd Am Coll Vet Intern Med, Baltimore,

MD, 2005, 228-30.

13. Mellencamp MA, Preheim LC, McDonald TL. Isolation and characterisation of circulat-

ing immune complexes from patients with pneumococcal pneumonia. Infec-
tion and Immunity 1987; 55(8): 1737-42.

14. Nikunen S, Hartel H, Orro T, Neuvonen E, Tanskanen R, Kivela SL, Sankari S, Aho P,

Pyorala S, Saloniemi H, Soveri T. Association of bovine respiratory disease
with clinical status and acute phase proteins in calves. Comp Immunol Micro-
biol Infect Dis 2007; 30(3): 143-51.

15. Poulton TA, Mooney NA, Nineham LJ, Hay FC. Characteristics of immune complexes

detectable by two independent assays in gynaecological malignancies. Clin
Exp Immunol 1983; 53(3): 573-80.

16. Putnam FW. The plasma proteins Structure, function, and genetic control. Second edi-

tion. Academic Press, New York, San Francisco, London, 1975.

17. Snowder GD, Van Vleck LD, Cundiff LV, Bennett GL. Bovine respiratory disease in feed-

lot cattle: Environmental, genetic, and economic factors. J Anim Sci 2006,
84(8): 1999-2008.

18. Srikumaran S, Kelling CL, Ambagala A. Immune evasion by pathogens of bovine respi-

ratory disease complex. Anim Health Res Rev 2007; 8(2): 215-29.

19. Svoboda M, Drabek J, Krejci J, Rehakova Z, Faldyna M. Impairment of the peripheral

lymphoid compartment in iron-deficient piglets. J Vet Med B Infect Dis Vet
Public Health 2004 51(5): 231-7.

20. Van Donkersgoed J, Ribble CS, Boyer LG, Townsend HG. Epidemiological study of en-

zootic pneumoniain dairy calves in Saskatchewan. Can J Vet Res 1993; 57(4):
247-54.

22



Vet. glasnik 65 (1-2) 13 - 24 (2011) Natalija Fratri¢ i sar.: Imunski kompleksi u krvnom
serumu teladi sa kliniCkim simptomima bronhopneumonije

21. Virtala QMK, Grohn YT, Mechor GD, Erb HN. The effect of maternally derived immuno-
globulin G on the risk of respiratory disease in heifers during the first 3 months
of life. Preventive Veterinary Medicine 1999; 39(1): 25-37.

ENGLISH

IMMUNE COMPLEXES IN BLOOD SERUM OF CALVES WITH CLINICAL SYMPTOMS
OF BRONCHOPNEUMONIA

Natalija Fratri¢, D. Gvozdi¢, Olivera Savi¢, lvana Jagli¢i¢, Vesna lli¢

Pneumonia in preruminant calves is a multifactorial disease. Infectious
agents, the environment, management and the immune status of the calves are all impor-
tant factors in determining the outcome of an infection. Until today, the level and composi-
tion of circulating immune complexes in preruminant calves with pneumonia have not been
studied in detail.

We performed this work with the aim to determine whether pneumonia in
three-month-old calves is followed by changes in the immune complex level and changes
in the y-globulin level as their possible constituents. Immune complexes from the calves’
sera were isolated by polyethylene glycol (PEG) precipitation methods. Optical density at
350 nm (ODs4) of redissolved precipitates was measured to determine the circulating im-
mune complexes level. The OD;, level of PEG precipitates of calves with pneumonia at the
time of diagnosis was 0.577+0.206 and it was statistically significantly higher (p<0.001)
than OD,,, the level of PEG precipitates of healthy calves (0.286+0.080). Electrophoretic
analysis of sera and PEG precipitates showed that both slow and fast y-globulins are found
among serum and immune-complexes' y-globulins, but the concentration of fast y-globu-
lins was significantly lower in sera of diseased calves. The level of PEG precipitable im-
mune complexes was not correlated with the concentration of serum and PEG precipitable
g-globulins.

The results of this study have shown that by relatively simple PEG precipita-
tion assay it is possible to detect an increased level of circulating immune complexes in
calves with pneumonia. This can be used as an additional diagnostic parameter for the de-
tection and follow up of the disease.

Key words: calves, bovine respiratory diseases, PEG assay, immune complexes,

y-globulins

PYCCKUA

MMMYHHbIE KOMIMJIEKCH B KPOBAHOM CEPYME TENAT C KIIMHWYECKUMU
CUMNTOMAMU BPOHXONMHEBMOHUA

Haranua ®patpuy, [l. F'Bo3gu4, Onusepa Casuny, MUBaHa Arnunuvy, BecHa Unuy

3aboneBaHusi pECNMPaToOpPHOro TpakTa KPYrHOro poraTtoro ckota CyTb KOM-
NMEKCHble 3TMOMOTMU, a SIBMSATCA Kak NocneAcTBUE MHTEPaKLWU UMMYHHOW CUCTEMbI
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©AMHNYHOTO XXMBOTHOIO, CTPCCOrEHHbIX AeATeNen NpucyTCTBYIOLWMX BO BHELLHEN cpeje 1
naToreHHbIX MUKPOOPraHM3mMoB. YPOBEHb U POSlb LUPKYMPYIOWMX UMMYHHBIX KOMMIeK-
COB B CepyMax Tendat 3ab0oneBLUnx 3TON 60N1Ee3HBIO 40 CUX NOP HE N3ydnBaHbl. ATa paboTa
cAenaHa ¢ Luenbio yTBepAnTb 60Me3HM PecnmpaTopHOro TpakTa y TenaT B Bo3pacTe Tpu
MecsLa CrneXeHbl NN U3MEHEHMEM YPOBHHA UMMYHHbBIX KOMMJIEKCOB B CEpyMe U n3me-
HEHVEM YPOBHS CEPYMHbIX MPOTENHOB, NPEXAe BCero y rnobynMHOB, Kak OCHOBHbIX KOM-
NMOHEHTOB MMMYHHbIX KOMMIIEKCOB. VIMMYHHbIE KOMMIIEKCbI U3 cepyma TenaT u3onu-
poBaHbl NpeuunuTaumen NonnaTuneH rivkosnom (Mar-om). YposeHb M3IN npeyutabunb-
HbIX MIMMYHHbIX KOMMJIEKCOB ONpeeribiBaH n3MepeHnemM ontudeckom ryctotel M3 ocaa-
koB Ha 350 HM (Ofl3s0). Ollaso M3l ocagkos 3aboneBLINX TENAT cocTaBnsana (B cymme)
0,577+0,206 1 6blnia CTaTUCTUYECKM 3HAYETBHO 60sbLe (p<0,001) B OTHOLIEHUN CTOU-
MOCTW, NOy4eHHOW y 3a0poBbix TenaT (Ofszs50=2,286+0,080). B y rnobynmHoBon gpak-
umm cepyma n N3l ocagkoB 1 340POBbLIX 1 3a60MEBLUMX TENA 6bIM NPUCYTCTBYOWME 1
MeZAJIEHHbIE, KATUOHHBIE 1 ObICTPbIE aHWOHBIE Y TNO6YMHBI, HO KOHLEHTpaUus 6bICTPbIX Y
rnobynuHOB 6bina 3HAYUTENBHO HMXKE Y 3a60MeBWNX TENAT. YPOBEHb COBOKYMHBIX Y
rrnobynMHOB My rNO6YNMHOBLIX (hpakLuii He CTAaTUCTUYECKN 3HAYUTENBbHO KOpPenmpoBarn
¢ ypoBHeMm M3 npeumnnTabunbHbIX UMMYHHbBIX KOMMSIEKCOB. Ha OCHOBE MOJTyYEeHHbIX pe-
3yNbTaTOB MOXHO CAeNaThb BbIBOA, YTO B CEpyMax TENAT UM Tpu Mecdla 3abonesLumx 60-
Ne3HbIo PecnupaTopHOro TpakTa AeTeKTUPYeTCs yBenudeHHbIM yposeHb M3l npeuu-
NUTabUNbHbIX UMMYHHbBIX KOMMSIEKCOB, a pe3ysbTaTbl, MNOJSlyYeHHbIe 3TUM PENSTUBHO
NPOCTbIM TECTOM MOTYT NOJb30BaTbCA Kak AOMOSIHUTENbHbIA NapameTp AN AuarHo3sa u
CNEXKN TeHeHnsa 60ne3Hu.

KrnioyeBble cnoBa: TenaTa, 60ne3Hu pecnmpaTopHoro TpakTa, N3l ace, MMMyHHbIE
KOMMJIEKCbI, Y FNOBYNNHbI
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NONSPECIFIC DEFENSE MECHANISMS IN DOGS DURING
EXPERIMENTAL STAPHYLOCOCCAL INFECTION®
NESPECIFICNI ODBRAMBENI MEHANIZMI KOD PASA U TOKU

EKSPERIMENTALNE INFEKCIJE STAFILOKOKAMA

Maria Andonova, Dimitritchka Dimitrova, I. Borissov""

*

The aim of our study was to evaluate nonspecific defence mecha-
nisms (phagocytosis and acute phase response) in dogs during an ex-
perimental infection caused by subcutaneous application of Staphylo-
coccus aureus (1x108 CFU/mL). The neutrophils phagocytosis (evalu-
ated by fluorescein isothiocyanate labeled Staphylococcus aureus) is
activated at 48 h and the phagocytic number remained high at the 72-
nd h of infection. During the early stage of the infection process (be-
tween the 21d and 24t h) the absolute segmented neutrophil count,
the absolute band count, band-neutrophyl ratio, tend to have high sen-
sitivity, whereas an abnormal leukocyte count is registered at 48 h.

Fibrinogen increase is registered the earliest (at 24" h). Its con-
centrations remain high till the end of the study. The changes in the
blood protein profiles show that the o,-globulin fraction rises at the 48~
th and 72-nd h. Albumin was significantly lower at 72 h compared to the
baseline values. There are no statistically significant changes in the to-
tal protein, A/G ratio and sialic acid, which we determined.

The obtained data about the red blood cell parameters shows that
Staphylococcus aureus induces a moderate anaemia when applied in
dogs. Deviations are also registered in the mean corpuscular hemoglo-
bin, while the other red blood cell indices — mean corpuscular hemo-
globin concentration and mean corpuscular volume, are within normal
reference ranges.

We conclude that it is always better to combine immunological,
hematological and biochemical indices. The key is to choose tests that

Rad primljen za Stampu 27. 08. 2010. godine

** Assoc. Prof. Maria Andonova , Department of General and Clinical Pathology; Assoc. Prof.

Dimitritchka Dimitrova, Department of Pharmacology; Professor Ivan Borissov, Department
of Veterinary Surgery, Faculty of Veterinary Medicine, Trakia University, Stara Zagora, Bul-

25



Vet. glasnik 65 (1-2) 25 - 41 (2011) Maria Andonova et al.: Nonspecific defense
mechanisms in dogs during experimental staphylococcal infection

are frequently used and to ensure more rapid information about the in-
fectious process.

Key words: nonspecific defense mechanisms, dogs, infection,
Staphylococcus aureus

Introduction / Uvod

The frequency of Gram-positive infections in dogs and cats has in-
creased during the last two decades (Dow et al., 1989; Martin et al., 2003). The dis-
eases that Staphylococcus aureus causes, vary from small furuncles to sepsis
(Scott, 2001). This facultative bacteria can provoke the host defence by different
mechanisms. It has been shown to release exotoxins that act as superantigens
(Alouf and Muller-Alouf, 2003). The key elements of bacteria are peptidoglycan
(PGN), lipoteichoic acid (LTA) (De Kimpe et al.,1995; Ruhland and Fiedler, 1990).
The wide spectrum of structural and secretory components, by which the staphy-
lococci comes into complex relationships with the macroorganism (Allaker et
al.,1991; Jarraud et al., 2001; Moulding et al., 1999), their high variability and the
rapidly developing antibiotic resistance (Bergoge-Berezin, 2000; Toshkova, 1994;
Urumova, 2004) are only part of the reasons troubling the struggle against these
agents.

Monshouwer (1996) indicates, that acute—-phase response of the or-
ganism can exert a significant influence over the absorption, distribution, metabo-
lism and the excretion of the drugs applied at this early stage of infection, as well
as increase or diminish their therapeutic effect. The acute-phase reactants are a
separate group of proteins that increase in serum rapidly (within 12-48 h) (Bau-
mann and Gauldie, 1994; Gabay and Kushner, 1990; Petersen et al., 2004).
Raised serum levels are the result of increased hepatic synthesis mediated by cy-
tokines — mainly tumor necrosis factor - a(TNF-o), interleukin-1 (IL-1), IL-6 (Medz-
hitov and Janeway, 2000; Pannen and Robotham, 1995; Van Miert, 1991; Van
Miert, 1995).

As a result of the total changes in blood protein profiles, associated
with the infection, the plasma viscosity and erythrocyte sedimentation rate (ESR)
increase (Gruys et al., 1994; Suffredini, 1999). TNF-o, IL- are released by the acti-
vated cell elements in the blood and tissues, the most important of which are the
professional phagocytes — polymorphonuclear neutrophilic, eosinophilic granulo-
cytes (microphages) and mononuclear phagocytes (macrophages) (Celada and
Nathan, 1994; Krause, 2000). The total microphage cell count is approximately
2.5 x 10'2. Only 5% of these cells are located in the blood (Kayser et al., 2005).
Through the blood, however, is realized the transportation and recirculation of the
cell elements and their products. It contains the humoral factors of innate immu-
nity — lysozyme, complement (alternative activation pathway), serum proteins
(Leitch and Willcox, 1990). Due to this, the analysis of the cell and humoral can
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give valuable data for the status of the mobilization of the early mechanisms of de-
fence (Paape et al., 1985; Pagana and Pagana, 1988) that ensure the control of the
infection until the induction of adaptive immunity. The use of multiple markers, in
particular, combining early sensitive markers with late specific tests will further en-
hance the diagnostic accuracy in identifying infected cases (Philip and Hewitt,
1980; Rodwell et al., 1993) and may be used for early termination of antibiotic
treatment. It is expedient when choosing a given drug for the treatment of a
staphylococcal infection to have in mind the occurring changes in the non specific
defense mechanisms during the early stage of infection.

The present study had the objectives to examine in dynamics (till the
seventy second hour) the neutrophil phagocytosis (by fluorescein isothiocyanate
— FITC labeled Staphylococcus aureus), hematological indices, electrophoretic
profiles associated with the experimental staphylococcal infection in dogs.

Material and methods / Materjjal i metode rada

Experimental animals | Eksperimentalne Zivotinje

The animals used were 9 clinically healthy mixed-breed male dogs at
the age of 2-5 years, weighing 14,3+1,8 kg b.w. The animals were bred at a con-
trolled temperature of 21°C, 60 % humidity, and a 12/12 light regimen in the Hospi-
tal for Small Animals, Faculty of Veterinary Medicine, Trakia University. Twice daily,
the animals were allowed a 30 minute walk. The dogs were fed twice a day with a
granulated food (‘Jambo dog”, Gallisman S.A., Bulgaria), and the water supply
was ad libitum.

Thirty days prior to their inclusion in the experiment the dogs were de-
wormed with the combination of praziquantel and abamectin (Prazimec-D, Biovet
JSC, Peshtera, Bulgaria) at a dose of 1 tablet for 10 kg b.w. Ectoparasites were
treated with a combination of permetrin and carbaril (Tapilan-B, Dorvet, Israel).

Experimental design | Plan eksperimenta

The experimental infection was provoked by a subcutaneous injection
(s. c¢.) in the right hind limb of 5 mL, 24-hour broth culture of Staphylococcus au-
reus — field strain, with a concentration of 1x108 CFU/mL. The identification of the
strain was made with a semi-automatic system for identification BD BBL Crystal
Gram Positive ID System (Becton Dickinson Diagnostic).

The strain is catalase positive, oxidase negative, plasmocoagulase
and desoxyribonuclease producing.

The following was registered for every dog: behavior, appetite, color of
conjunctivas, skin integrity, presence of effusions. The possible presence of
edema, warmness and painfulness were registered visually and by palpation.
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Collection of blood | Sakupljanje krvi

Blood samples were collected immediately prior to the experimental
infection with Staphylococcus aureus (baseline = 0h) and at 2, 4,24,48and 72 h
after infection, from v. cephalica anterior, between 7.30-8.00 am for the elimination
of circadian influence. Blood was collected into vacutainers.

A heparinized (20 IU) sample (1 mL) was used in the phagocytosis as-
say. It was stored in ice and used within an hour from collection time.

To obtain serum, the blood samples were kept at room temperature at
1h to allow to clott. They were then centrifuged (1000 x g, 10 min, 20°C).

Red blood cell parameters | Parametri crvenih krvnih zrnaca

Red Blood Cells (RBC) were determined in a Blrker chamber [(Trans-
medimpex), Vienna, Austria]. Hemoglobin (Hb) content was determined with the
use of an acid-base analyser [(ABL-3, Radiometer), Denmark]. Packed cell vol-
ume (PCV) was determined by the microhaematocrit method. The following red
blood cell indices were registered: mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and mean corpuscular volume
(MCV). The erythrocyte sedimentation rate (ESR) was determined by the micro-
method of Panchenko (mm/h).

Cellular factors and mechanisms of innate immunity /

Celjjski faktori i mehanizmi privodnog imuniteta

White Blood Cell (WBC) count was determined in a Blurker chamber
[(Transmedimpex), Vienna, Austria]. Differential white blood cell counts were per-
formed on blood smears stained with May-Grinwald and Giemsa solutions by
counting 200 leukocytes. As indicators of early infection the following haemato-
logical indices were applied: absolute neutrophil count (ANC); absolute band
count (ABC); band neutrophil ratio (BNR — was defined as the fraction of immature
to total neutrophil forms); immature to mature neutrophil ratio (I/M) were deter-
mined. All bands and cell forms less mature than bands were classified together
as immature neutrophils. Segmented (mature) neutrophils were defined as having
a filamentous bridge between nuclear lobes.

Neutrophil phagocytosis was determined in peripheral blood (Sam-
naliev et al., 1995) via fluorescein-isothiocyanate (FITC, Sigma, St. Louis, MO)
conjugated staphylococci (strain 209) (1x107CFU/mL), fresh autologous serum.

Fluorescent labeling of bacteria | Fluorescentno obelezavanje bakterjja

The culture of Staphylococcus aureus (strain 209) was washed once in
saline, resuspended in PBS and adjusted to a final concentration of 10° CFU/ mL.
A volume of 1 mL of the bacterial suspension in 0.1 M Na,C05 buffer - pH 9.6 and
0.06 % FITC solution were mixed by rotation (100 r.p.m.) for 60 min at room tem-
perature, protected from light. After staining, FITC-labeled bacteria were washed
twice in PBS and the concentration of live bacteria was adjusted to 3 x 107/mL.
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In the phagocytosis assays the neutrophils were stained with ethidium
bromide (EB-Sigma — 0.5 ug/mL working solution). Quenching solution was used
to extinguish any extracellular fluorescence. The phagocytic neutrophils were ex-
pressed from 100 neutrophils as the proportion of cell able to phagocytize more
than three bacteria. The phagocytic number was calculated as the ratio of the
number of phagocytized staphylococci and the number of phagocytizing cells.

Humoral factors of innate defence — proteins /

Humoralni faktori prirodne odbrane — proteini

Fibrinogen was determined with a commercial kit (HemoStat Fibrino-
gen Test Set, Human GmbH, Germany). Biuret's reaction was used for the total
protein. Gel electrophoreses was done using a standard method for the determi-
nation of albumin, alpha-1 globulin (c4), alpha-2 globulin (o), beta-globulin ()
and gamma (y) globulin. Protein fractions were registered by densitometer.

The level of serum sialic acid was determined by spectrophotometry
(Sydow, 1985).

Statistical analysis | Statisticka analiza

The obtained data was processed statistically with a computer pro-
gram (StatMost, v. 2.5, DataMost Co., USA). The t-test by Student was used, the
ANOVA-test was also applied, followed by a post-hoc Tukey’s HSD test. The data
were presented as mean + SD. Differences were considered statistically signifi-
cant at the p<0.05 level.

Results / Rezultati

The experimental Staphylococcus aureus infection causes changes in
one of the early non-specific defense mechanisms — phagocytosis. The neutrophil
phagocytic indices (% neutrophil phagocytosis, phagocytic number) at the 481" h
from the application of the pathogen reach their maximal values — respectively:
30.33%£5.02 % and 2.70+1.01 compared to the initial ones — 26.22+3.11 % and
1.70+0.49 (Figure 2). The registered raise of the phagocyte number during this
period is statistically significant compared to the initial value (p<0.001), and com-
pared to the value at the 24" h, when itis 1.93+0.31. This parameter at the 72" h
of the staphylococcal infection remains at its high level — 2.26+0.36.

The used haematologycal indices for the evaluation of the changes in
the white blood cells of the dogs with experimental staphylococcal infection are
shown in Table 1. The WBC is one of the fast reacting and widely used laboratory
parameters. Its values decreased as early as the 2% hour after the staphylococ-
cal infection to 6.63+1.44.10%/L vs. 9.14+2.10.10%/L. Although it is statistically
significant (p<0.05) this decrease is within the standard for this biological spe-
cies. Leukocytes subsequently increased up to 15.42+2.73.10%/L by hour 48
(p<0.001) of the experimental infection. The value remained high at the 729 h as
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well. The changes in the absolute neutrophil count (ANC) are similar to those in
WBC. The registered decrease at the second hour is not statistically significant. It
is followed by a rapid increase in the values of the index, which at the 48t h
reaches its maximum 10.0+2.38 10%L (P<0.001) vs. at baseline 5.33%
1.26.10%/L, vs. 2 h - 4.26+1.38.10%/L (p<0.001). Neutrophil activation is reflected
in the peripheral blood in a rise of the absolute neutrophil count and left shift of
neutrophils (increased immature — band to total neutrophil ratio). The statistically
significant changes in ABC and the absolute count of the segmented neutrophils
occurs already at the 2-4™ h from the infection (Table 1), whereas I/M reaches
high levels in the period between the 4 and — 48 h,

T T "1qw—:m

v

Figure 1. Dog with erosions on tissues and hair loss in region of inoculation
of broth culture of Staphylococcus aureus /
Slika 1. Pas sa erozijama na tkivu i gubitkom dlake u predelu mesta inokulacjje
bujon kulturom Staphylococcus aureus

35

Phagocytic indices
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Figure 2. Phagocytic indices in dogs with experimental infection induced by
Staphylococcus aureus |
Slika 2. Indeksi fagocita kod pasa sa eksperimentalnom infekcijom izazvanom bakterjjom
30 Staphylococcus aureus
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Table 1. Haematological tests in dogs with experimental infection induced by
Staphylococcus aureus - field strain (1 x108 CFU/mL), (mean = SD) /

Tabela 1. Hematoloski testovi na psima sa eksperimentalnom infekcjjom izazvanom terenskim sojem
Staphylococcus aureus (Ix108CFU/mL) (srednja=SD)

Dynamics Haematological indices / Hematoloski indeksi
(hour) / WBC Neu —
Tempo " (109/L) ANG ABC BNR segment I/M
(sati) (109/L) (109/L) oo
9.14 5.33 0.31 0.05 2.90
0 9 2.10) (1.26) (0.25) (0.73) 0.10
6.63 4.26 0.30 0.07 1.94
2 9 (1.44) (1.38) (0.17) (0.54) 0.15
a aq
8.83 712 1.20 0.17 1.26
4 9 (2.55) (2.36) (0.79) (0.68) 0.95
b1 a,b as b
11.60 9.36 1.50 0.16 1.85
24 9 (2.96) (2.90) (0.64) (0.45) 0.81
a,bo,c aq,bo,c ajq ay,b
15.42 10.0 1.88 0.19 2.53
48 9 (2.73) (2.38) (0.97) (0.89) 0.74
agbpcpody| apbac ap,.bp C1
11.77 8.05 1.21 0.15 2.52
72 9 (2.21) (2.14) (0.69) (0.83) 0.48
abpce ag,bp.c a,by C1
Reference ranges / - . #,* #;* )
Referentni rasponi g Y7 3512 0-0.30 3-11.5 0.12-0.30

WBC - white blood cell count; ANC - absolute neutrophil count; ABC — absolute band count; BNR —
band-neutrophil ratio; Neu-segment — mature neutrophil; I/M —immature to mature (segment) neutro-
phil ratio / WBC'— bela krvna zrnca; ANC — apsolutni broj neutrofila; ABC — apsolutni broj raspona; BNE — od-
nos raspon-neutrofil; Neu-segment — zreli neutrofil; /M — odnos nezreli do zreli (segment) neutrofila

# — Comazzi, S. et al., 2004; * — Jain, M.C., 1986

a (p<0.05); aq (p<0.01); as (p<0.001) Significantly different from values at 0 h; b (p<0.05); b4
(p<0.01); bo (p<0.001) Significantly different from values at 2 h; ¢ (p<0.05); ¢y (p<0.01); co
(p<0.001) Significantly different from values at 4 h; d (p<0.05); dy (p<0.01); do (p<0.001) Signifi-
cantly different from values at 24 h; e (p<0.05); e (p<0.01); e» (p<0.001) Significantly different from
values at 48 h; f (p<0.05); f{ (p<0.01); fo (p<0.001) Significantly different from values at72 h /

a (p<0,05); a; (p<0,01); ay (p<0,001) Znacajno razlicite od vrednosti kod Oh; b (p<0,05); b; (p<0,01; by
(p<0,001) Znacajno razlicite od vrednosti kod 2h; ¢ (p<0,05); ¢; (p<0,01); ¢y (p<0,001) Znacajno razlicite od
vrednosti kod 4h; d (p<0,05); d; (p<0,01); dy (p<0,001) Znacajno razlicite od vrednosti kod 24 h; e (p<0,05); e;
(p<0,01); eg (p<0,001) Znacajno razlicite od vrednosti kod 48h; f (p<0,05); f; (p<0,01); £; (p<0,001) Znacajno
razlicite od vrednosti kod 72 h

In Table 2 are presented the changes registered till the 7279 h in he-
moglobin, packed cell volume, erythrocytes and ed blood cell indices, in dogs
with experimental staphylococcal infection. Hemoglobin and erythrocytes during
the whole monitored period vary in the characteristic for this biological species,
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bordering on the reference (statistical norm) (120-180 g/L for Hb and 5.5-
8.5 10'2/L for RBC). The PCV, however, at the seventy second hour is 0.28+0.05
L/L, which is statistically significantly lower than the baseline value 0.33+0.02 L/L
(p<0.05); also from the value at the second hour — 0.35+0.07 L/L (p<0.01) and
from that typical for the dog species variations of this parameter (Comazzi et al.,
2004; Jajin, 1986). From the red blood cell indices only MCH at the 7274 h from
the development of the experimental infection shows 31.3+8.67 pg, which is sta-
tistically significantly higher than the baseline — 23.4+4.99 pg (p<0.05). The ESR
tended to be enhanced at the 48" and the 729 h from the experimental infection
when it runs up to 13 and 15 mm/h compared to 4=2.2 mm/h at the baseline
(p<0.05).

Table 2. Hemoglobin, packed cell volume, red blood cell and red blood cell indices in dogs
with experimental infection induced by Staphylococcus aureus - field strain
(1x108 CFU/mL) (mean + SD)

Tabela 2. Hemoglobin, upakovan volumen celija, eritrociti I indeksi crvenih krvnih zrnaca kod pasa sa eksperi-
mentalnom infekefjom izazvanom terenskim sojem Staphylococcus aureus (1x10°CFUjmL) (srednja + SD)

Dynamics Redblood cell indices /
(hour) / Hb PCV RBC Indeksi crvenih krvnih zrnaca
Tempo G (L) (1012) MCH MCHC MCV ESR
(sati) (pg) (g/dL) (fl) mm/h
0 132 0.33 5.73 23.4 40 58 4
(23) (0.02) (0.38) (4.99) (8.2) (4.7) 2.2)
2 134 0.35 5.63 27.6 39 67 7
(18) (0.07) (0.55) (5.30) (8.4) (12.9) (6.6)
. 132 (8'32) 5.69 26.2 a4 60 6
(24) .b (0.56) (7.12) (6.7) (7.6) (5.4)
o4 133 0.32 5.90 25.1 42 60 8
(26) (0.01) (0.19) (4.97) (7.9) (6.1) (6.6)
126 0.29 5.60 22.7 42 57 13
48 (18) (0.05) (0.50) (3.40) (12.5) (15.4) (11.3)
b4 b a
122 0.28 5.61 31.3 46 70 15
72 (15) (0.05) (0.80) (8.67) (9.6) (20.9) (15)
a,bp.d ae a
Reference
ranges / #;* #;* #;* o o o
Referentni | 120-180 | 0.37-0.55 5.5-8.5 19,5-24.5 32-36 60-77 0-5
rasponi

Hb — hemoglobin; PCV - packed cell volume; RBC - red blood cell; MCH — mean corpuscular hemo-
globin; MCHC — mean corpuscular hemoglobin concentration; MCV — mean corpuscular volume; ESR
— erythrocyte sedimentation rate /

Hb — hemoglobin; PCV — hematokrit, odnosno volumen celjja pune krvi; RBC — crvena krvna zrnca; MCH —
srednji korpuskularni hemoglobin; MCHC — srednja koncentracija korpuskularnog hemoglobina; MCV — srednji
volumen korpuskula; ESR — stepen sedimentacije eritrocita

# — Comazzi, S. et al., 2004; * — Jain, M.C., 1986; * — Pannen, B. & J. Robothan, 1995
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a (p<0.05); a1(p<0.01); as (p<0.001) Significantly different from values at 0 h; b (p<0.05); by
(p<0.01); bo (p<0.001) Significantly different from values at 2 h; ¢ (p<0.05); ¢y (p<0.01); co
(p<0.001) Significantly different from values at 4 h; d (p<0.05); d{ (p<0.01); ds (p<0.001) Signifi-
cantly different from values at 24h; e (p<0.05); e (p<0.01); e (p<0.001) Significantly different from
values at 48h; f (p<0.05); f1(p<0.01); f> (p<0.001) Significantly different from values at 72 h /

Table 3. Values of biochemical profile in dogs with experimental infection produced by
Staphylococcus aureus - field strain (1 x 108 CFU/mL) (mean + SD) /
Tabela 3. Vrednosti biohemijskog profila u pasa sa eksperimentalnom infekcjjom izazvanom terenskim sojem
Staphylococcus aureus (Ix103CFU/mL) (srednja=SD)

Reference
ranges /
Parameters Oh 2h 4h 24 h 48 h 72 h Beforentni
rasponi
Total protein/ 67.0 64.8 56.9 56.8 66.7 62.8 #
Ukupni protein(g/) | (9.29) | (13.75) | (125) | .93 | (12.60) | (15.32) | 56-76
Albumin / 19.8 18.8 15.8 17.8 14.9 (1482) e
Albumin (g/L) 7.02) | 498 | @38 | 329 | (629 3
oy globulins / 6.3 5.4 6.0 6.6 6.5 6.0 #
oy globulini(@) | @72 | @54 | (1.86) | (164 | @16 | (55 | 211
a2 globulins / 9.2 9.1 75 8.4 (21 1721) (113;3) #
o globulini (g/L) (1.89) (2.30) (2.08) (2.08) : : 4-9
cy,d cq,d
B globulins / 16.6 16.0 14.6 13.7 17.0 13.9 #
B globulini (@) | (412) | ®.10) | (6.00) | (5.89) | (450 | @81) | o9-19
yglopuline/ 15.2 15.3 12.8 12.8 17.0 17.0 #
v g(g o ©99) | (7.10) | (5.36) | 460) | 446) | 670) | 1530
Fibrinogen 248 | 262 | 242 (g’"sag (?:?]) (g.';e% a0
ibrinogen (g/L) (0.66) (0.60) (0.59) anb0,Co | apboco | anb.co
Sialic acid /
Sialicna kiselina (g'?g)) (ﬁ';fﬁ) (ﬂ 1) (g';g) (g'gg) (g'gg) 1925
(mmol/L) : : : : : : 9-2.
A/G ratio / #
Odnos A/G 0.42 0.41 0.38 0.43 0.29 030 |053-1.10

A/G — albumin/globilin ratio / A/G — odnos albumin/globulin; #- Kristensen F. & Barsanti J., 1977;

a (p<0.05); a{(p<0.01); as (p<0.001) Significantly different from values at 0 h; b(p<0.05); by
(p<0.01); bo (p<0.001) Significantly different from values at 2 h; ¢ (p<0.05); cq (p<0.01); co
(p<0.001) Significantly different from values at 4 h; d (p<0.05); d{ (p< 0.01); d> (p<0.001) Signifi-
cantly different from values at 24 h; e (p<0.05); e (p<0.01); eo (p<0.001) Significantly different from
values at 48 h; f (p<0.05); f1(p<0.01); fo (p<0.001) Significantly different from values at 72 h.

The possible role of some acute phase proteins (APPs) in pathogene-
sis and diagnosis of staphylococcal infection has been investigated. The electro-
phoretic profiles, concentration of fibrinogen, sialic acid and A/G ratio associated
with the experimental infection are presented in Table 3. In our experimental

33



Vet. glasnik 65 (1-2) 25 - 41 (2011) Maria Andonova et al.: Nonspecific defense
mechanisms in dogs during experimental staphylococcal infection

model, fibrinogen is the parameter for which is registered the earliest (at the 24°th
h) statistically significant rise (p<0.001). The fibrinogen concentration remains
high till the end of the study. It is followed by a statistically significant rise of the o.,.
globulins at the 48" and the 724 h (Table 3). At the 729 h from the application
of Staphylococcus aureus, the dogs show a fall in albumin (p<0.05) compared to
the baseline values. There are no statistically significant changes in the sialic acid
and the A/G ratio, which we determined.

The experimental staphylococcal infection in dogs is accompanied by
painfulness, edematisation and high temperature of the tissues at the site of injec-
tion, together with disturbed motor activity followed by an increase of the inguinal
lymphatic nodes of the injected limb at the 241" h. Subsequently, hair loss was ob-
served in the region of inoculation of the broth culture, in an area with a diameter
of 10-20 cm, and the appearance of crater-like erosions of the tissues 3-5 cm in di-
ameter (Figure 1). The motor activity of the animals was disturbed. Increased thirst
and a lack of appetite were also observed.

Discussion / Diskusija

Staphylococcus aureus is a part of the resident microflora of the skin in
the dog, but in some cases it multiplies rapidly, colonizes large areas of the epi-
dermis and shows pathogen properties (Scott, 2001). The staphylococcal pyo-
derma is the most commonly diagnosed skin disease for this biological species.
Almost 80 % of dogs with allergic and skin symptoms develop a secondary bacte-
rial infection.

The afore mentioned facts motivated us to apply this experimental
model, involved with a reproduction of bacterial infection in dogs by a subcutane-
ous application of Staphylococcus aureus. lts possesses a wide spectrum of
structural and secretory components, by which it provokes the defense mecha-
nisms of the organism (Onogawa, 2000; Somerville et al., 2003). The phagocytes,
which provide the first defence line, when activated release pro—inflammatory me-
diators (Heumann et al., 1994; Mattsson et al., 1993; Standiford et al., 1994). The
large amount of neutrophils and their high phagocytic activity determines them as
a dominant factor for elimination of the pathogens that penetrate into the organ-
ism (Edwards, 1994). Shearer and Day (Shearer and Day, 1997) prove that the
staphylococcal antigen alone, or in a complex with antibodies, is capable of
stimulating an oxidative burst in the neutrophils. Based on these in vitro observa-
tions, we tested the in vivo neutrophil phagocytosis in dogs with experimental
staphylococcal infection. The high values of the phagocytic number at the 48t h
(p<0.001) can be treated as proof that when applied on dogs Staphylococcus au-
reus intensifies the process of internalization (engulfing) of bacteria from the acti-
vated phagocytes. Besides this, the use of peripheral blood and fresh autologous
serum in the fluorescent assay by which we prove the neutrophil phagocytosis, al-
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lows us to give an account of the effects over this process by the other cell and hu-
moral elements. It is known that phagocytosis is a complicated nonspecific de-
fence mechanism the effectiveness of which depends on the influence of a
number of factors — complement, lysozyme (Leitch and Willcox, 1999), immuno-
globulins (Mazza et al., 1993) adhesion molecules (Serrander et al., 1999; Ver-
drengh et al., 2000), metabolism (Lefkowitz et al., 2000; Sartorelli et al., 1999) hor-
monal profile (DeBowes and Anderson, 1991; Van der Goes et al., 2000).

Our studies show that the changes in the phagocytic indices are pre-
ceded by changes that occur in other important humoral factors — the serum pro-
teins. The fibrinogen concentration even at the 24 h reaches a level that is sig-
nificantly higher compared not only to the baseline (p<0.001), but also to the one
at the second h (p<0.001) and the forth h. The values of the fibrinogen remain
high till the end of the study — the 72"9 h. Therefore this parameter can be consid-
ered as a sensitive indicator for a developing infection. The fibrinogen is “positive”
acute phase proteins (APPs) and is closely connected to the neutrophil activation,
migration and adhesion. These effects are a direct consequence of its possibility
to connect specifically with a-subunits of CD11b/CD18 over the surface of the
neutrophils (Herrick et al, 1999; Kuhns et al., 2001; Smiley et al., 2001). It is inter-
esting that in the present study the peak concentration of fibrinogen was attained
around the registered rise of the o,-globulins at the 48 h and the 72"9 h (Table
3). This electrophoretic change is a result of a rise in the levels of APPs, because
many of them migrate to the o4- and a,-globulin zone. The structure of the latter in-
cludes a number of acute phase proteins — ceruloplasmin, heptaglobulin o,-macr-
oglobin, and some components of the complement system — C3, C4. The in-
creased synthesis of "positive” APPs is associated with diminished synthesis of
“negative” APPs, such as albumin (Table 3). At the 724 h from the application of
Staphylococcus aureus, the dogs showed a lowering of this parameter, compared
to the baseline values (p<0.05). The liver acute phase reactant proteins together
with (y) globulin fraction, including various immunoglobulin classes are best visu-
alised by electrophoresis.

APPs and phagocytosis assays are nonspecific, but they are actually
more stable and are strong homeostatic regulatory mechanisms. They can be
more closely related to disease progression or recovery.

In experimental dogs, the raised ESR (48 h, 72 h — Table 2) indicate a
presence of infection. It could be interpreted with regard to the changes in fibrino-
gen, which is a humoral factor influencing a function of groups of the sialic acid in
the cell membrane of the erythrocytes.

During the early stage (<72 h) of the development of staphylococcal
infection WBC is the more sensitively changing hematological parameter com-
pared to RBC. From the used_indices the absolute segmented neutrophil count
shows a decrease at the 29 h (p<0.01) (Table 1), followed by changes in ABC —
registered at the 4" h, and by similar ones in WBC and ANC, but registered in the
period between the 24 and the 729 h. The total neutrophil count and ratio of
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band to total neutrophil is useful in more than 80 % of the cases in the diagnosis
(Kalayci et al., 2000; Kupperman et al., 1999). In general, the absolute segmented
neutrophil count, and ABC, tends to have high sensitivity, whereas abnormal leu-
kocyte count - the leukocytosis is at the 48 h. The ratio of band to total neutro-
phil has been shown to be a good hematological marker in the early diagnosis of
neonatal sepsis (Manroe et al.,1979; Rodwell et al., 1993).

The determination of PCV is a fast and comparatively precise and ac-
cessible method, which applied in our experimental model, shows a lowering at
the seventy second hour from the injection of Staphylococcus aureus, that runs
without changes in the erythrocyte and hemoglobin (Table 2). The decrease of the
inspected parameter below the values of the referent interval is an indication for
the presence of anemia. Proof of this were the changes in another red blood cell
index — MCH. However, further testing is needed to confirm a diagnosis. This is so
because there is a change only in MCH, and not in MCHC. Pagana and Pagana
(1988) state a reference for these red blood cell indices in dogs - MCV = 60-77 fl;
MCHC=31-37g/dL; MCH=26-34 pg. The mechanism(s), that provoked the devel-
opment of anaemia during a staphylococcal infection needs more investigation.
The origin of the latter could be from one side a result of direct influence over the
erythropoesis from a wide spectrum of proteins which the bacterial cell wall of
Staphylococcus aureus possesses or the bacterial cell itself synthesizes (Bohash
et al., 1990; De Kimpe et al., 1995; Jarraud et al., 2001). On the other hand, this
could be due to an indirect effect achieved from the biologically active agents —cy-
tokines released from the activated cell elements (Cleveland et al., 1996; Danforth
et al., 1995), or from acute phase proteins synthesized under their influence such
as hepsidin (Nancy, 2004; Thomas, 2006). The hematology results of Comazzi et
al. (2004) indicate that anaemia is moderately frequent in dogs. These results con-
firm a higher sensitivity of PCV than hemoglobin in detecting anaemia. The differ-
ent percentages of anaemic dogs identified using PCV rather than hemoglobin
has already been reported (Tvedten, 1994).

In our experiment the changes could be considered as milder com-
pared to those of the same parameters in severe sepsis and with connection to the
developing multiple organ dysfunction syndrome (Aird, 2003; Chapazov, 2006).

Conclusion | Zakljuéak

The results of this study indicated that Staphylococcus aureus applied
subcutaneously to dogs strengthens the process of neutrophil phagocytosis. Dur-
ing the early stage (second — twenty fourth hour) of the development of staphylo-
coccal infection WBC is the more sensitively changing hematological parameter
compared to RBC. In general, the absolute segmented neutrophil count, ABC,
tend to have high sensitivity, contrary to abnormal leukocyte counts.

The red blood cell indices (MCV; MCHC; MCH) and PCV are the more
sensitively changing indicators for a staphylococcal infection compared to the
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erythrocyte and the hemoglobin. “Blood tests” should never be viewed as a sub-

sti

tute for a thorough clinical examination and_case history-gathering; the results

should be carefully assessed in the light of the patient status and taking into ac-
count all other information In general, it is always better to combine immunologi-
cal, hematological and biochemical indices. The key is to choose tests that are fre-
quently needed and to ensure more rapid information on the infectious process.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

References / Literatura

. Aird W. The hemathologic system as a marker of organ dysfunction in sepsis. Mayo Clin
Proc 2003; 78: 869-81.

. Allaker RP, Lamport Al, Lloyd DH. Production of “virulence factors” by Staphylococcus
intermedius isolates from cases of canine pyoderma and healthy carriers. Mi-
crob Ecology Health Dis 1991; 4: 169-73.

. Alouf J, Muller-Alouf H. Staphylococcal and streptococcal superantigens. Molecular
biological and clinical aspects. Int J Med Microbiol 2003; 292: 429-40.

. Baumann H, Gauldie J. The acute phase response. Immunol Today 1994; 15: 74-80.

. Bergoge-Berezin E. Resistance and new antibiotic strategies. The problem with staphy-
lococcus. Presse Med 29, 2018-21, 2000.

. Bohash G, Fast D, Nelson R, Schlievert P. Staphylococcal and streptococcal pyrogenic
toxins involved in toxic shock syndrome and related ilinesses. Crit Rev Micro-
biol 1990; 17(4): 251-72.

. Celada A, Nathan C. Macrophage activation revisited. Immunol Today 1994; 15(3): 100-
2.

. Chaprazov Ts. Changes in some clinical and laboratory indices in dogs with experimen-
tal Staphylococcus aureus sepsis. BJVM 2006; 9(1): 51-60.

. Cleveland M, Gorham J, Murphy T, Tuomanen E, Murphy K. Lipoteicholic acid prepara-
tions of Gram-positive bacteria induce interleukin 12 through a CD14 depend-
ent pathway. Infect Immun 1996; 64: 1906-12.

Comazzi S, Pieralisi C, Bertazzolo W. Haematologycal and biochemical abnormalities
in canine blood. Frequency an associations in 1022 samples. J Small Anim
Pract 2004; 45: 343-9.

Danforth J, Strieter R, Kunkel S, Arenberg D, Van Otteren G, Standiford T. Macrophage
inflammatory protein 1 alpha expression in vivo and in vitro: the role of lipotei-
cholic acid. Clin Immunol Immunopathol 1995; 74: 77-83.

De Kimpe S, Kengatharan M, Thiemermann C, Vane J. The cell wall components pepti-
doglycan and lipoteicholic acid from Staphylococcus aureus act in synergy to
cause shock and multiple organ failure. Proc Natl Acad Sci USA 1995; 92:
10359-63.

DeBowes LJ, Anderson NV. Phagocytosis and erythrocyte antibody-rossete formation
by three populations of mononuclear phagocytes obtained from dogs treated
with glucocorticoids. Am J Vet Res, 1991; 52(6): 869-72.

Dow S, Curtis C, Jones R, Wingfield WE. Bacterial culture of blood from critically ill dogs
and cats. J Am Vet Med Assoc 1989; 195: 113-5.

Edwards SW. Biochemistry and physiology of the neutrophil. Cambridge, UK, Cam-
bridge University Press, pp 1-319, 1994.

37



Vet. glasnik 65 (1-2) 25 - 41 (2011) Maria Andonova et al.: Nonspecific defense
mechanisms in dogs during experimental staphylococcal infection

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

38

Gabay C, Kushner I. Acute-phase proteins and other systemic responses to inflamma-
tion. N Engl J Med 1999; 340, 448-54.

Gruys E, Obwolo MJ, Toussaint M. Diagnostic significance of the major acute phase
proteins in veterinary clinical chemistry: a review. Vet Bull 1994; 64(11) 1009-
18.

Herrick S, Blanc-Brude O, Gray A, Laurent G. Fibrinogen. Int J Biochem Cell B 1999;
31: 741-6.

Heumann D, Barras C, Severin A, Glauser MP, Tomasz A. Gram-positive cell walls stimu-
late synthesis of tumor necrosis factor alpha and interleukin-6 by human
monocytes. Infect Immun 1994; 62, 2715-21.

Jain MC. The dog: normal hematology with comments on response to disease. In: Vet-
erinary Hematology, 4-* edn, Jain M.C. (ed), Lea & Febiger, Philadelphia, pp
103-25, 1986.

Jarraud S, Peyrat M, Lim A, Tristan A, Bes M, Mougel C, Etienne J, Vandenesch F,
Bonneville M, Lina G. egc, a highly prevalent operon of enterotoxin gene,
forms a putative nursery of superantigens of Staphylococcus aureus. J Immu-
nol 2001; 166: 669-77.

Kalayci AG, Yilmazer F, Adam B, Sancak R, Kucukoduk S. The importance of fi-
bronectin, haptoglobin, ceruloplasmin and transferring in the early diagnosis
of neonatal sepsis. Turk J Med Sci 2000; 30: 151-5.

Kayser FH, Bienz KA, Eckert J, Zinkernagel RM. Medical Microbiology, Thieme, Stutt-
gart, New York, pp 21-30, 2005.

Krause KH. Professional phagocytes: predators and prey of microorganisms. Schweiz
Med Wochenschrift 2000; 130(4): 97-100.

Kristensen F, Barsanti J. Analysis of serum proteins in clinically normal pet and colony
cats, using agarose electrophoresis. Am J Vet Res 1977; 38: 399-402.

Kuhns D, Nelson E, Alford W, Gallin J. Fibrinogen induces IL-8 synthesis in human neu-
trophils stimulated with fMLP and LTB4. J Immunol 2001; 167: 2869-75.

Kuppermann N, Edward A, Walton MD. Immature Neutrophils in the Blood Smears of
Young Febrile Children. Arch Pediat Adol Med 1999; 153: 261-6.

Lefkowitz DL, Stuart R, Gnade BT, Roberts E, Lefkowitz SS. Effects of a glyconutrient on
macrophage functions. Int J Immunopharmacol 2000; 22(4): 299-308.

Leitch EC, Willcox MD. Elucidation of the antistaphylococcal action of lactoferrin and ly-
sozyme. J Med Microbiol 1999; 48(9): 867-71.

Manroe BL, Weinberg AG, Rosenfeld CR, Browne R. The neonatal blood count in health
and disease. |. Reference values for neutrophilic cells. J Pediatr 1979; 95: 89-
8, 1979.

Martin GS, Mannino DM, Eaton S. The epidemiology of sepsis in the Unite States from
1979 through 2000. New Engl J Med 2003; 348(16): 1546-54.

Mattsson E, Verhage L, Rollof J, Fleer A, Verhoef J, Van Dijk H. Peptidoglycan and tei-
choic acid from Staphylococcus epidermidis stimulate human monocytes to
release tumour necrosis factor-alpha, interleukin-1 beta and interleukin-6.
FEMS Immunol Med Microbiol 1993; 7: 281-7.

Mazza G, Duffus WPH, Elson CJ, Stokes CR, Wilson AD, Whiting A. The separation and
identification by monoclonal antibodies of dog IgG fractions. J Immunol Meth-
ods 1993; 161: 193-203.

Medzhitov R, Janeway C. Innate immunity. New Engl J Med 2000; 343: 338-44.



Vet. glasnik 65 (1-2) 25 - 41 (2011) Maria Andonova et al.: Nonspecific defense
mechanisms in dogs during experimental staphylococcal infection

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.
42.

43.
44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54

Monshouwer M. Acute phase response mediated effects on hepatic drug metabolismin
pigs: an in vivo and in vitro approach. PhD thesis, Utrecht University, pp 1-10,
1996.

Moulding DA, Walter IC, Hart CA, Edwards SW. Effects of Staphylococcal enterotoxins
on human neutrophil functions and apoptosis. Infect Immun 1999; 67(5):
2312-8.

Nancy CA. Anemia of inflammation: the cytokine-hepsidin link. J Clin Invest 2004; 113:
1251-53.

Onogawa T. Staphylococcal alpha toxin synergistically enhances inflammation caused
by bacterial components. FEMS Immunol Med Microbiol 2000; 29: 15-21.

Paape M, Schultze W, Guidry N. Development of natural defence mechanisms. Kieler
Milchw Forsch 1985; 37: 447-57.

Pagana KD, Pagana TJ. Mosby:s Manual of Diagnostic and Laboratory Tests. St. Louis,
Mosby, Inc., pp 108-14, 1988.

Pannen B, Robotham J. The acute phase response. J New Hollsteins 1995; 3: 183-97.

Petersen HH, Nielsen JP, Heegaard PMH. Application of acute phase protein measure-
ments in veterinary clinical chemistry. Vet Res 2004; 35: 163-87.

Philip AG, Hewitt JR. Early diagnosis of neonatal sepsis. Pediatr 1980, 65: 1036-41.

Rodwell RL, Taylor K, Tudehope DI, Gray PH. Hematologic scoring system in early diag-
nosis of sepsis in neutropenic newborns. Pediatr Infect Dis J 1993; 12: 372-6.

Ruhland G, Fiedler F. Occurrence and structure of lipoteicholic acids in the genus
Staphylococcus. Arch Microbiol 1990; 154: 375-9.

Samnaliev M, Mladenov K, Draskova T, Samnalieva T, Padevsky P, Radinov A. Develop-
ment and clinical assessment of some nonspecific factors of immunity. Proc
First Nat Congr Immunol 1995; PV 31: 135-7.

Sartorelli P, Paltrinieri S, Agnes F. Non-specific immunity and ketone bodies. I: In vitro
studies on chemotaxis and phagocytosis in ovine neutrophils. J Vet Med
1999; A 46: 613-9.

Scott DW. Small animal dermatology. Muller and Kirks. 6 edn. Philadelphia, pp 950-
84, 2001.

Serrander L, Larsson J, Lundqvist H, Lindmark M, Fallman M, Dahigren C, Stendal O.
Particles bindings beta (2)-integrins mediate intracellular production of oxida-
tive metabolites in human neutrophils independently of phagocytosis. Bio-
chim Biophys Acta 1999; 1452(2): 133-44.

Shearer DH, Day MJ. An investigation of phagocytosis and intracellular killing of Staphy-
lococcus intermedius by canine neutrophils in vitro. Vet Immunol Immunopa-
thol 1997; 58, 219-30.

Smiley S, King J, Hancock W. Fibrinogen stimulates macrophage chemokine secretion
through toll-like receptor 4. J Immunol 2001; 167: 2887-92.

Somerville G, Cockayne A, Durr M, Peschel A, Otto M, Musser J. Synthesis and de-
formylation of Staphylococcus aureus delta-toxin are linked to tricarboxylic
acid cycle activity. J Bacteriol 2003; 185; 6686-94.

Standiford T, Arenberg D, Danforth J, Kunkel S, VanOtteren G, Strieter R. Lipoteicholic
acid induced secretion of interleukin 8 from human blood monocytes: a cellu-
lar and molecular analysis. Infect Immun 1994; 62: 119-25.

. Suffredini AF, Fantuzzi G, Badolato R, Oppenheim JJ, O'Grady NP. New insights into the

biology of the acute phase response. J Clin Immunol 1999; 19: 203-14.

39



Vet. glasnik 65 (1-2) 25 - 41 (2011) Maria Andonova et al.: Nonspecific defense
mechanisms in dogs during experimental staphylococcal infection

55. Sydow G. A simplified quick method for determination of sialic acid in serum. Biomed
Biochim Acta 1985; 44; 11-2.

56. Thomas G. Hepsidin — a peptide hormone at the interface of innate immunity and iron
metabolism. Curr Top Microbiol Immunol 2006; 306: 183-98.

57. Toshkova KK. Methicillin resistant Staphylococci: mechanisms of resistance. Biomed
Rev 1994; 3: 65-71.

58. Tvedten H. The complete blood count and bone marrow examination: general com-
ments and selected techniques. In: Small Animal Clinical Diagnosis by Labo-
ratory Methods. 2@ edn. M. D. Willard, H. Tvedten, G. H. Turnwald (eds), W. B.
Saunders, Philadelphia. pp 11-30, 1994.

59. Urumova V. Phenotype monitoring of resistance against antimicrobial drugs in bacterial
isolates from farm animals and pets. PhD thesis, Trakia University, Stara Za-
gora, Bulgaria, pp 205-12, 2004.

60. Van der Goes A, Hoekstra K, Van der Berg TK, Dijkstra CD. Dexamethasone promotes
phagocytosis and bacterial killing by human monocyte/macrophages in vitro.
J Leukocyte Biol 2000; 67(6): 801-7.

61. Van Miert A. Acute phase response and non-cellular defence mechanisms. Flemish Vet
J 1991; 26: 69-91.

62. Van Miert A. Pro-inflammatory cytokines in a ruminant model: pathophysiological, phar-
macological and therapeutic aspects. Vet Quart 1995; 17: 41-50.

63. Verdrengh M, Erlandsson H, Harris H, Tarkowski A. Role of selectins in experimental
Staphylococcus aureus induced arthritis. Eur J Immunol 2000; 30(6): 1606-13.

SRPSKI

NESPECIFICNI ODBRAMBENI MEHANIZMI KOD PASA U TOKU
EKSPERIMENTALNE INFEKCIJE STAFILOKOKAMA

Maria Andonova, Dimitritchka Dimitrova, |. Borissov

Cilj nasih istrazivanja bio je da izvr§imo procenu nespecificnih odbrambenih
mehanizama (fagocitoza i odgovor u akutnoj fazi) kod pasa tokom eksperimentalne infek-
cije izazvane subkutanom aplikacijom Staphylococcus aureus (1x108 CFU/mL). Neutro-
filna fagocitoza (evaluacija putem Staphylococcus aureus markiranim fluorescein izoci-
janatom) se aktivira kod 48h i broj fagocita je ostao visok kod 72h infekcije. U toku rane faze
procesa infekcije (izmedju 2h i 24h) absolutni broj segmentiranih neutrofila, absolutni broj
traka, odnos traka-neutrofil imaju tendenciju ka visokoj senzitivnosti, dok je abnormalni
broj leukocita registrovan na 48h.

Porast fibrinogena je registrovan najranije (kod 24h). Njegova koncentracija
ostaje visoka do samog kraja istrazivanja. Promene u profilima krvnih proteina pokazuju da
se frakcija o,-globulina povec¢ava na 48h i 72h. Albumin je bio zna¢ajno nizi na 72h u pored-
jenju sa bazi¢nim vrednostima. Nismo ustanovili statisticki znaajne promene u ukupnim
proteinima, odnosu A/G i sialinoj kiselini.

Dobijeni podaci o parametrima crvenih krvnih zrnaca pokazuju da Staphylo-
coccus aureus primenjen kod pasa izaziva umerenu anemiju. Kod srednjeg korpuskular-
nog hemoglobina registrovane su devijacije, dok se drugi indeksi crvenih krvnih zrnaca —
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srednja koncentracija korpuskularnog hemoglobina i srednji volumen korpuskula — nalaze
unutar normalnih referentnih raspona.

Zakljucili smo da je uvek bolje kombinovati imunoloske, hematoloske i bio-
hemijske indekse. Klju¢no je odabrati testove koji se Cesto koriste i obezbediti brze infor-
macije o procesu infekcije.

Klju€ne reci: nespecificni odbrambeni mehanizmi, psi, infekcija, Staphylococcus aureus

PYCCKUA

HECMNELN®UNHECKNE OBOPOHUTEJIbHbIE MEXAHU3MbI Y COBAK B TEHEHUE
OKCMNMEPUMEHTAJIbHOU UHOEKLIUN CTA®UITOKOKKAMU

M. AHpgoHoBa, [1. AumuTtposa, U. Bopucos

Llenb Hawero nccneposaHus 6bina, COBEPLUMTb HAMM OLIEHKY Hecneumdude-
CKUX OBOPOHUTENBHBIX MEXaHU3MOB (harounTo3 u OTBET B OCTpou hase) y cobak B
TeYeHne IKCMepuMeHTanbHOW MHAEeKUMn cybKyTaHHOM annnukauven Staphylococcus
aureus (1x108 CFU/mL). HeiTpocdunbHbIi charountos (myTém Staphylococcus aureus
MapKMpOBaHHbIM (OrTyopecLenH n3oumaHaTom) akTusmnpyeTcs y 48 4 n 4icno daroumToB
0CTasniocchb BbICOKOE Y 72 4 MH(eKumn. B TedeHne paHHen hasbl npouecca nHgeKumum
(Mexay 24 n 244) abCONOTHOE YUCIIO CErMEHTUPOBAaHHBLIX HENTPOUIOB, abCONOTHOE
YUCIO NMEHT, OTHOLIEHME NEHTA-HEUTPOMUIT UMEIOT TEHAEHLUMIO K BbICOKON CEHCUTMB-
HOCTW, NOKa HEHOPMAaribHOE YMCIIO NENKOLMTOB PErmMcTpMpoBaHo Ha 484.

PocT ¢hmbprHOreHoB perncTpmpoBaH paHbLue Beero (y 24 4). Ero koHueHTpa-
LS 0CcTaéTcs BUCOKas 40 CaMOro KoHLa uccriefoBaHns. MismeHeHns B npodunsax Kposs-
HbIX MPOTEMHOB MOKa3bIBalOT, YTO hpaKkums o2-rnobynmHa yBenmunBaeTcs Ha 484 n 724.
AnbOYyMUH 6biN 3HAYMTENIbHO HUXKE Ha 724 B CpaBHEHUM C 6a3WNCHBIMA CTOMMOCTSAMM.
Hamu He ycTaHOBMEHbl CTAaTUCTUHECKN 3HAYMTESIbHBIE N3MEHEHWS B COBOKYMHbIX NPOTe-
nHax, oTHoweHwuto A/l 1 CIIOHON KNCNOTBI.

Mony4eHHble AaHHble O napameTpax KpacHbIX KPOBSHbIX Terel nokasbl-
BatoT, 4UTo Staphylococcus aureus NpUMeHEH y cobaK BbI3bIBAeT YMEPEHHYO aHeEMUIO. Y
CpefHEero KopnycKynspHOro remornobuHa perucTpupoBaHbl AeBUaLMK, NoKa ApYyrve vH-
[OEKCbl KpacHbIX KPOBSHbIX Teney - CpefHAs KOHLEeHTpaums KOPMyCKYyNsSpHOro remo-
rnobuHa 1 cpeHnn 06bEM KOPMYCKYI - HAXOAATCS BHYTPU HOPMalibHbIX pedepeHTHbIX
paccTOosHUN.

Hamun ogenaH BbIBOA, YTO BCerga ny4ile KOMOMHMPOBaTb MMMYHOMOrNYec-
Kre n buoxmMmmyeckne nHaekcol. Knioyesoe otobpartb TECTbI, HacTo Nofb3yemMble 1 0be-
crne4vnTb 60nee 6bICTpble MHopMaLmn 0 NpoLecce NHMEKLMN.

KntoyeBble cnoBa: Hecneuududeckne 060pOHUTENbHbBIE MEXaHU3Mbl, CO6aKmn, NHEKLNS
Staphylococcus aureus
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PRIMENA RAZLICITIH HISTOHEMIJSKIH METODA U
DIJAGNOSTICI ASPERGILOZE MOZGA KOD CURICA®

IMPLEMENTATION OF DIFFERENT HISTOCHEMICAL METHODS IN
DIAGNOSTICS OF BRAIN ASPERGILLOSIS IN TURKEY CHICKS

B. Kureljusi¢, B. Savi¢, R. Prodanovi¢, J. Deki¢, V. Adamov,
Dobrila Jakié-Dimié, Biljana Miljkovié, O. Radanovié, V. Iveti¢™

*

Aspergiloza je Cesto gljivicno oboljenje razlicitih vrsta ptica i
sisara, izazvano gljivicama roda Aspergillus. KarakteriSe se inflamator-
nim promenama, pre svega, u respiratornom sistemu, mada ponekad
protice i u generalizovanoj formi kada je afektirano vise organskih
sistema. Kod Curaka, pataka i gusaka opisan je mikoti¢ni granuloma-
tozni meningoencefalitis sa preteZznom lokalizacijom u malom mozgu.

U radu je ispitano jato tovnih Curi¢a starosti 12 dana, kod kojih su
se pojavile neuroloske smetnje u vidu ataksije, tortikolisa, pareze i
paralize zadnjih ekstermiteta i krila.

Kod tri od deset obdukovanih ¢uriéa makroskopski nalaz je uka-
zao na granulomatozni encefalitis malog mozga. Granulom bele boje,
precnika oko 3 mm, bio je situiran kranioventralno i jasno se uoc¢avao
na sagitalnom preseku malog mozga. Mikoloskim ispitivanjem lezije iz
malog mozga izolovana je gljivica Aspergillus fumigatus. Za procenu
histopatoloskih promena i dokaz hifa Aspergillus fumigatusa koriS¢ene
su hematoksilin-eozin (HE), Grocott i PAS metode. Mikroskopskim pre-
gledom iseCaka tkiva mozga bojenih HE metodom zapaZeno je posto-
janje granuloma sa centralno postavljenim nekroti¢nim poliem. Polja
nekroze su infiltrovana heterofilnim granulocitima i okolo okruZena mak-
rofagima, dzZinovskim ¢elijama i limfocitima. Na periferiji granuloma se
nalazi vezivno-tkivna kapsula. Hife gljivica, kao sastavni delovi granu-
loma, bile su tesko uodljive, a u nekim uzorcima bojenim HE metodom
nisu se ni videle. Nasuprot ovome, u preparatima bojenim Grocott i

Rad primljen za Stampu 24. 12. 2010. godine
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PAS metodom jasno su se isticale septirane i razgranate hife u
razli¢itim delovima granuloma.

U cilju postavijanja etioloske dijagnoze mikoti¢nih oboljenja neo-
phodno je pored izolacije primeniti i vi§e histohemijskih metoda.

KljuCne reci: ¢urici, histohemijske metode, meningoencefalitis,
Aspergillus fumigatus

Uvod / Introduction

Aspergiloza je Cesto gljivitno oboljenje razli€itih vrsta ptica i sisara,
izazvana gljivicama roda Aspergillus. Oboljenje se karakteriSe inflamatornim
promenama, pre svega, u respiratornom sistemu, a ponekad proti¢e i u generali-
zovanoj formi. Patomorfoloski supstrat ovog oboljenja je mikoti¢ni granulom ¢&ija
je najcesca lokalizacija u plu¢ima i vazdusnim kesama. Kod ¢uraka, pataka i gu-
saka je zapazen i mikoti¢ni-granulomatozni meningoencefalitis sa preteznom lo-
kalizacijom na malom mozgu (Knezevi¢, 1996; Iveti¢ i sar., 2003; Ozmen i Dorres-
tein, 2004; Singh i sar., 2009). Uporedna eksperimentalna ispitivanja osetljivosti
razli¢itin vrsta zivine na Aspergillus fumigatus su pokazala da su ¢urke osetljivije
od pilica. Kod mladih kategorija infekcija Aspergillus fumigatus je obi¢no akutnog
toka sa visokim procentom morbiditeta i mortaliteta, dok se kod starijih kategorija
rede javlja i obi¢no je hroni¢nog toka. Stopa mortaliteta se moze kretati od 70 do
90%. Klinickim pregledom je vrlo teSko utvrditi da se radi o gljivicnoj infekciji pa u
mnogim sluajevima ovo oboljenje ostaje nedijagnostikovano. Iz litarature je
poznato da dijagnoza gljivi¢ne infekcije kod Zivine vrlo ¢esto bude postavljena tek
posle histopatolo$kog pregleda organa obolele Zivine (Richard i sar., 1984; Saif,
2008). Zbog toga za otkrivanje ovog oboljenja treba primeniti razli¢ite metode di-
jagnostike, poc€ev od klinickog pregleda jata, makroskopskog pregleda uginulih
jedinki, izolacije uzro¢nika, kao i histohemijske i imunohistohemijske metode do-
kazivanja kako tkivnih lezija tako i razvojnih oblika samih gljivica. Od histo-
hemijskih metoda, pored rutinskog bojenja hematoksilin-eozin metodom, primen-
juju se i periodic acid-Schiff (PAS) kao i specificno bojenje za gljivice Grocott me-
thenamine silver metod (GMS) (Ozmen i Dorrestein, 2004). Postoji moguénost i
upotrebe imunohistohemijske metode u kojoj se koriste monoklonska antitela
protiv galaktomanana iz zida A. fumigatus, pri €emu ova metoda sluzi za istovre-
meno otkrivanje lezije i uzro¢nika (Jensen i sar., 1997).

Materijal i metode rada / Material and methods

Kao materijal za ispitivanje koris¢eni su leSevi 10 éuri¢a starih 12 dana
koiji su poticali sa jedne farme sa severa Srbije. Od ukupnog broja ¢uri¢a na farmi
(7950 jedinki) uginulo je 405 jedinki (5,1%). Klinickim pregledom jata je us-
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tanovljena umerena depresija pojedinih jedinki, ataksija, pareza i paraliza zadnjih
ekstermiteta i krila i tremor skeletne muskulature. Uzimanje hrane je bilo smanje-
no, $to je dovelo do smanjenja dnevnog prirasta.

Posle obdukcije, za histopatolosko i mikolosko ispitivanje uzeti su
uzorci mozdanog tkiva. Uzorci mozdanog tkiva za histopatoloski pregled su fik-
sirani u 10% puferizovanom formalinu, procesovani standardnim postupkom i uk-
lopljeni u parafinske blokove. Parafinski isecci tkiva debljine oko 5 um bojeni su
hematoksilin-eozin (HE), Grocott i PAS metodom. Uzorci mozdanog tkiva za mik-
oloSko ispitivanje su inokulisani na Sabouraud dekstrozni agar i inkubisani na
temperaturi od 25°C u aerobnim uslovima u svrhu izolacije infektivnog agensa. Da
bi se izbegla bakterijska kontaminacija, podlozi je dodato 20 i.j./ml penicilina G i
40 ug/ml streptomicin sulfata. Makroskopska i mikroskopska ispitivanja izraslih
kolonija su izvrSena prema Quinn-u (2002).

I Reazultati i diskusija / Results and Discussion

Spoljadnjim pregledom leSeva Curi¢a ustanovljena je slabija operja-
lost koze, narocito u podrué¢ju grudi, kao i kaheksija. Pri unutraSnjem pregledu,
na mozgu su ustanovljene makroskopske lezije u vidu hiperemije krvnih sudova
mozdanih ovojnica, a u tri slu¢aja makroskopski nalaz je ukazao na granulo-
matozni encefalitis malog mozga. Granulom bele boje, pre¢nika oko 3 mm, bio je
situiran kranioventralno i jasno se uo¢avao na sagitalnom preseku malog mozga
(slika 1). Mada se aspergilozni granulomi (aspergilomi) najceSce javljaju na
plu¢ima ima i podataka o pojavi aspergiloma i na malom mozgu, upravo kod ove
vrste ptica (Schulz, 1991; Ozmen i Dorrestein, 2004; Saif, 2008). Interesantno je
da se granulomi javljaju ili na velikom
ili na malom mozgu, dok se rede jav-
ljaju istovremeno na oba lokaliteta
(Saif, 2008). Osim toga, kod svih ugi-
nulih ¢uri¢a su ustanovljeni hiperemija
i edem pluéa, dok na drugim orga-
nima nije bilo makroskopski vidljivih
promena.

MikoloSkim ispitivanjem
izolovana je gljivica Aspergillus fumi-
gatus. Rast na podlozi je bio uocen
posle 24 sata, a nakon Cetiri dana izra-
sle su kolonije bele boje pre¢nika oko
2 cm. Do sedmog dana dijametar ko-
lonije se povec¢ao na 3,5 cm, a poste-
peno je doslo do promene boje u cen-
tralnom delu kolonije, prvo u plavo-  Siika 1. Granulom u malom mozgu éureta
zelenu, a potom u sivo-zelenu, dok su Figure 1. Cerebellar granuloma in turkey chick
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rubovi i dalje ostali bele boje. Na osnovu makroskopskih i mikroskopskih karak-
teristika kolonija, kultura je identifikovana kao Aspergillus fumigatus.

Mikroskopskim pregledom ise€aka tkiva bojenih HE metodom, u tri
slu€aja je zapazeno postojanje granuloma u malom mozgu sa centralno postav-
lienim nekroti¢nim poljem. Polja nekroze su infiltrovana heterofilnim granulocitima
i okolo okruzena makrofagima, dzinovskim celijama i limfocitima. Na periferiji
granuloma se nalazi vezivno-tkivna kapsula. Krace i duze forme septiranih hifa su
bile uocljive u nekrotiénim podrucjima (slika 2). Hife su se narodito isticale u
iseCcima mozdanog tkiva bojenih PAS i Grocott metodom (slika 3 i 4).

Slika 2. Mali mozak ¢ureta — Polje nekroze infiltrovano heterofilnim
granulocitima okruzeno makrofagima i limfocitima, HE, X400
Figure 2. Turkey chick cerebellum — Area of necrosis infiltrated with heterophilic
granulocytes and surrounded by macrophage and lymphocytes, HE, X400

= =
=]
'Y 5 "
-
" & i L{
P-g
= i P
o 4
& . e
i 4

Slika 3. Mali mozak Cureta — Krace i duZe forme
septiranih hifa u nekroticnom podrucju, PAS, X400 /
Figure 3. Turkey chick cerebellum — Shorter and longer forms of
septed hyphae in necrotic area, PAS, X400
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U pet slucajeva u isecima tkiva mozga bojenih HE metodom nisu
uocene granulomatozne promene, ve¢ samo prisustvo manjeg ili ve¢eg broja
nekroti€nih ognjiSta koja su istovremeno infiltrovana limfocitima, manjim brojem
makrofaga, dzinovskih ¢elija i heterofilnih granulocita. Ovakve promene su u lite-
raturi opisane kao rane lezije (Jensen i sar., 1997). U dva slu€aja u uzorcima
mozga bojenim HE metodom nisu ustanovljene patohistoloSke promene. Grocott
i PAS metodom bojenja kod svih deset uzoraka je ustanovljeno prisusto septiranih
i razgranatih hifa. Prema tome, ovim metodama bojenja hife gljivica su us-
tanovljene i u onim slu¢ajevima kada patohistoloskih promena nije bilo, mada se
u ovim slu¢ajevima ne mogu iskljuciti inicijalne promene na supcelularnom nivou.
PAS i Grocott bojenje se u literaturi opisuju kao vrlo pouzdane metode za direktnu
vizuelizaciju razvojnih oblika gljivica u tkivima (Ozmen i Dorrestein 2004; Singh i
sar., 2009).

Slika 4. Mali mozak ¢ureta — Septirane i dihotomo razgranate hife, Grocott, X400 /
Figure 4. Turkey chick cerebellum — Septed and dichotomously branched hyphae, Grocott, X400

Zakljucak / Conclusion

Mikroskopski nalaz tipi¢nih mikoti¢nih granuloma u malom mozgu sa
centralno postavljenom nekrozom i hifama okruzenim makrofagama, dzinovskim
celijama, limfocitima i vezivno-tkivnom kapsulom ukazivao je na aspergilozu, tim
pre Sto su kod ispitivanih ¢uri¢a klinicki postojali nervni simptomi. Uz ovo, prime-
nom Grocott i PAS metode u granulomu su ustanovljeni razvojni oblici gljivice As-
pergillus fumigatus, Sto neosporno potvrduje etiolosku dijagnozu.
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IMPLEMENTATION OF DIFFERENT HISTOCHEMICAL METHODS IN DIAGNOSTICS
OF BRAIN ASPERGILLOSIS IN TURKEY CHICKS

B. Kureljusi¢, B. Savi¢, R. Prodanovi¢, J. Peki¢, V. Adamov, Dobrila Jaki¢-Dimi¢,
Biljana Miljkovi¢, O. Radanovié, V. Iveti¢

Aspergillosis is a frequent fungal disease in different species of birds and
mammals caused by fungi of the genus Aspergillus. It is characterized by inflammatory
changes primarily in the respiratory system, even though it sometimes takes on a general-
ized form when several organ systems are affected. Mucotic-granulomatous meningoen-
cephalitis with a predominant localization in the cerebellum has been described in turkeys,
ducks and geese.

Within this paper, examinations have been performed on a flock of broiler tur-
keys aged 12 days who had sustained evident neurological disorders in the form of ataxy,
torticollis, paresis, and paralysis of the hind extremities and wings.

In three of the ten autopsied chicks the macroscopic findings indicated
granulomatous encephalitis of the cerebellum. A white-coloured granuloma, around 3mm
in diameter, was situated cranioventrally and was clearly visible on the sagital section of the
cerebellum. Mucological examinations of the cerebellum lesion resulted in the isolation of
the fungi Aspergillus fumigatus. Haematoxylin-eosin (HE), Grocott and PAS methods were
used for the evaluation of histopathological changes and proving Aspergillus fumigatusa
hyphae. The microscopic examination of brain tissue sections stained with the HE method
revealed the existence of a granuloma with a centrally placed necrotic area. The necrotic
area was infiltrated with heterophilic granulocytes and surrounded by macrophage, giant
cells and lymphocytes. A connective tissue capsule was located on the periphery of the
granuloma. The fungi hyphae, as integral parts of the granuloma, were difficult to observe,
and in some samples stained using the HE method they could not be seen at all. On the
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other hand, sections stanied using the Grocott and PAS methods showed prominent
septed and branched hyphae in different parts of the granuloma.

With the objective of making an etiological diagnosis of mucotic diseases, it is
necessary to apply several histochemical methods, in addition to isolation.

Key words: turkey chicks, histochemical methods, meningoencephalitis,
Aspergillus fumigatus

PYCCKUA

MPUMEHEHWE PA3JINYHbIX TMCTOXUMMUYECKNX METOAOB B ANATHOCTUKE
ACNEPTUNNE3A MO3rA Y UHAIOLWAT

B. Kypeniowwuy, b. CaBuy, P. NMpogaHoBuy, N. Dxekny, B. Ajamos,
Oo6puna Akuy-Aumny, Bunana Munbkosudy, O. PagosaHoBuy, B. UBeTuy

Acneprnnnés - 4actoe rpubkosoe 3abonesaHve pasfnyHbIX BUAOB NTUL U
MIleKonuTalroLmx, Bbl3BaHHOE rpubkamu poga Aspergillus. XapaktepusyeTtca nHpnamma-
TOPHBLIMU U3MEHEHUSIMU, MPEXe BCEro, B PECMUPATOPHON cUCTEME, XOTS MHOr4a npo-
TekaeT 1 B 0606w éHHOM chopme, Korga addheKTUpoBaHo 6GNbLue OPraHNYEeCKUX CUCTEM.
Y nHAeeK, yTOK 1 ryce onncaH MMKOTUHECKUN-rPaHy noMaTo3HbIn MEHWHIO3HLedanuT ¢
NPeuMyLLEeCTBEHHOW NloKanuaaumen B MO3Xe4Ke.

B paboTe ucnbiTaHa ctas OTKOPMIIEHHbIX MHAOLWAT CTapocTh 12 gHen, y Ko-
TOPbIX NOABUINCb HEBPOJSTOrMYECKME NMOMEXM B BUAE aTakCun, KPMBOLLENHOCTU, Napesa n
napanuya 3afH1UX KOHEYHOCTEN N KPblfibeB.

Y Tpéx 13 fecATv BCKPbITbIX NHAIOWAT MaKpPOCKOMNUYECKUA pe3ynbTaT yKa-
3an Ha rpaHynomaTo3Hbli SHUedannT Mmo3dxedka. ['paHynon 6enoro useTta, AnameTpa
0KO/10 3 MM ObIST MOMELLEH YEPENMHOXXMBOTHO 1 ICHO 3aMeyarncs Ha carmtarnibHOM paspese
Mo3xeyKa. MMKOMormyecknmM UcrbITaHMeM NOBPEXAEHUSA N3 MO3XKeUKa N30/IMPOBaH rpu-
60k Aspergillus fumigatus. Ona OUEHKW TUCTOMATONOTMYECKNX W3MEHEHUIA K [OKa-
3aTenbcTBO rnd Aspergillus fumigatus NonNb30BaHbl reMaToKCUMNNH-303uH (I'3), Grocott n
PAS meTogpl.

MUWKPOCKOMUYECKMM OCMOTPOM BbIPE30K TKaHEeW Mo3ra, KpaweHHbix X mMe-
TOAOM 3aMeYeHO CyLeCTBOBAHME rpaHynNém C LeHTpasnbHO NOCTaBIeHHbIM HEKPOTUYeC-
KuM nonem. Nons Hekpo3a MHpUNbTPUPOBaHbI FreTepoMIbHBIMU FPaHyIoLMTaMmM U OKO-
N0 OKPY>XeHbl Makpodparamu, ruraHTCKUMKU Krnetkamm 1 numdoumtamun. Ha nepucbepun
rpaHyném HaxoauTCsa COeANHUTENbHO-TKaHeBas kancyna. bl rpnbok, B Ka4ecTse co-
CTaBHbIX YacTel rpaHyném, Obiny TPyAHO 3aMEeTHbIMW, a B HEKOTOPbIX 0bpasuyuKax,
KpaleHHbIX X MeTogomM He HY BuAenncb. HanpoTus aToMy, B npenapartax, KpalleHHbIX
Groccot 1 PAS MeTofoM SICHO BbIAENANNCb CEeNTUPOBAaHHbIE U pPa3BeTBeHHbIe bl B
PasfM4YHbIX YacTAX rpaHyném.

C uenbio NOCTaBMeHNs 3TUONOrMYECKOro AnarHo3a MUKOTMYECKux 3aborne-
BaHU HEOOXOAMMO BO3E U3ONALMN NPUMEHUTE M 6OMbLUE TMCTOXMMUYECKUX METOA0B.

KntoyeBble cnosa: uHgtoaTta, rmcToXMMUYecKne MeTobl, MEHMHOro3HLedanuT,
Aspergillus fumigatus
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IDENTIFICATION OF SEROTONERGIC (5H;,-TYPE)
RECEPTORS IN BROILER SMALL INTESTINE BY
APPLICATION OF SEROTONIN AND ITS AGONISTS
AND ANTAGONISTS®
UTVRDIVANJE SEROTONERGICNIH RECEPTORA 5HT;4 TIPA U
TANKOM CRIJEVU BROJLERA PRIMJENOM SEROTONINA 1
NJEGOVIH AGONISTA I ANTAGONISTA

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

*

Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT), is a monoamine neuro-
transmitter synthesised from L-tryptophan in serotonergic neurons and
enterochromaffin cells of the gastrointestinal tract. This neurotransmit-
ter is widely distributed in the animal and plant kingdom and regulates
some central and peripheral functions through several types of spe-
cific serotonergic (5-HT) receptors. Since it is known that the effect of
serotonin, especially in pathological conditions, is very important, we
believe that determining the types of receptors for this substance
would make it possible to use their agonist or antagonists, which would
undoubtedly enhance the pharmacotherapy of functional disruption of
the small intestine in broilers.

Investigations were carried out on isolated smooth muscle strips
of the circular and longitudinal layer of the broiler small intestine (strip
dimension 3-4 mm x 2 cm). The muscle strips were placed in an iso-
lated organ bath. The mechanical activity of the preparations was re-
corded via an isotonic force transducer coupled to a pen recorder.
This was done following the addition of serotonin (nonselective 5-HT
agonist), 8-OH-DPAT (selective 5-HT,, agonist) and spiroxatrin (selec-
tive 5-HT,, antagonist). The sensitivity of the tissues to acetylcholine
was tested before starting the experiments. Using the obtained results,
it can be concluded that 5HT,, type receptors are present in smooth
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muscles of the broiler small intestine, duodenum and ileum, especially
in the longitudinal smooth muscle layer which reacted with contrac-
tions even to low serotonin concentration (106), but not in the jejunum.

Key words: broilers, serotonin, serotonergic receptors, isolated
smooth muscle, small intestine

Introduction / Uvod

Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT), is a monoamine neurotrans-
mitter synthesized from L-tryptophan in serotonergic neurons and enterochromaf-
fin cells of the gastrointestinal tract. This neurotransmitter is widely distributed in
the animal and plant kingdom. It occurs in vertebrates, tunicates, molluscs, ar-
thropods and colelenterates and in edible fruits and nuts. It is also present in nu-
merous venoms, includings those of the common stinging nettle and wasps and
scorpions. About 95% of the serotonin in the body is found in the gastrointestinal
tract, where it has been estimated that the total serotonin content is about 10 mg,
90% is in enterochromaffin cells and 10% in enteric neurons. The rest of 5-HT (5%)
is found in the brain. Virtually all of the serotonin in the blood is derived from the Gi
tract. Serotonin is present in the enteric nervous system. Serotonergic neurons
constitute about 2% of all myenteric neurons. Serotonin is released from the
bowel when enteric nerves are stimulated. Serotonin is also an important constitu-
ent of platelets and coagulation of blood (Brunton, 2006; Rang et al., 2007; Riviere
and Papich, 2009).

In the gut, serotonin is released from enterochromaffin cells. It has di-
verse motor and sensory function in the Gl tract through submucosal and myen-
teric neurons that respond to 5-HT initiated responses as diverse as nausea, vomi-
ting, intestinal secretion and peristalsis, and plays a role in bowel physiology as
an enteric neurotransmitter.

Serotonin produces its action by the effect on specific serotonergic (5-
HT) receptors which are present in enteric neurons, enterochromaffin cells, Gl
smooth muscle and possibly on enterocytes and immune tissues. Seven types or
families and multiple subtypes of 5-HT receptors have now been identified by a
combination of pharmacological techniques and molecular cloning. The seven
recognized types or families of 5-HT receptors are termed as 5-HT, 5-HT,, 5-HTj3,
5-HT,, 5-HTs, 5-HTg and 5-HT;. The last three receptors (5-HTs, 5-HTgand 5-HT)
are distributed predominantly in the brain (Borne, 1994; Brunton, 2006; Meneses,
1998; Pauwels, 2003).

Many studies have indicated the involvement of various subtypes of 5-
HT receptors in gastronitestinal motility and secretion regulation. Kojima et al.
(1992), Meulemans et al. (1993) and Takemura et al. (1999) have shown that 5-HT;
receptors mediate relaxation in guinea-pig proximal stomach in vitro. 5-HT; re-
ceptors are found to mediate relaxation in both distal (Prins et al., 2001) and proxi-
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mal (Janssen et al., 2002) parts of the canine stomach. Data from in vivo studies
have also indicated that 5-HT, receptors mediate relaxation, since sumatriptan (a
5-HT, receptor agonist) relaxed the proximal stomach of the cat (Coulie et al.,
1999) and man (Tack et al., 2000). To date, it is not known what mechanism under-
lies this effect linked to 5-HT, receptors. Takemura et al. (1999) demonstrated that
the 5-HT-induced contraction of guinea-pig fundus strips were antagonized by
ketanserin, suggesting 5-HT,, receptor involvement. 5-HT,, receptors were also
found to mediate contraction in the canine proximal stomach (Janssen et al.,
2002). However, rat gastric fundus contraction is mediated by 5-HT,g receptors
(Baxter et al., 1994). 5-HT; receptors mediate stomach contraction in the guinea-
pig in vitro (Buchheit and Buhl, 1994). In conscious dogs, m-chlorophenyl-
biguanide (a selective 5-HT;receptor agonist) stimulates antral motility (Nagakura
etal., 1997). 5-HT, receptor agonists potentiate electrically evoked contractions in
the longitudinal muscle of dog gastric corpus (Prins et al., 2001) and the circular
muscle of the guinea-pig gastric fundus and corpus (Hegde and Eglen, 1996). Ki-
tazawa et al. (2006) have shown that 5-HT causes contraction of the proventricu-
lus via 5-HT,¢-like receptors present on the smooth muscle and contraction of the
ileum in the chicken.

Since it is known that the effect of serotonin, especially in pathological
conditions, is very important, we believe that determining the types of receptors
for this substance is just as important since it would allow the use of their agonist
or antagonists, which would undoubtedly enhance the pharmacotherapy of func-
tional disruption of the small intestine in broilers. If we add that disturbances of
bowel function are common in broilers, and if we know that this mentioned dis-
function causes great damages to the poultry industry due to the high mortality,
the results of this research could form the basis for the introduction of new drugs
in the pharmacotherapy of this species.

Material and methods / Materijal i metode rada

During the experiment the following drugs were used: acetylcholine,
5-hydroxytriptamine creatinine sulphate (non selective 5-HT agonist), 8-OH-DPAT
hydrobromide (selective 5-HT, , agonist) and spiroxatrin (selective 5-HT,, antago-
nist). All substances were obtained from the Sigma Chemical Co. (Germany) and
Tocris Cookson Ltd., (Bristol, UK). The material used in the experiment was the
small intestine of poultry (broilers) strain Cobb 500 taken at the time of slaughter at
a private poultry slaughterhouse. The gut was dissected and immediately placed
in cold, freshly prepared Kreb’s bicarbonate solution (composition in mM: NaCl
118,4; KCI 4,7; CaCl, 2,5; MgSO, 1,2; NaHCO; 25; KH,PO, 1,2 and glucose 11,5;
pH 7,3-7,4) and transferred to the laboratory for isolated organs. The experiments
were performed with the smooth muscle of the circular and longitudinal layer from
the broiler small intestine — duodenum, jejunum and ileum (strip dimension 3-4
mm x 2 cm). Segments were placed in a 10 ml bath for isolated organs filled with
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Krebs bicarbonate solution, gassed with 95% O, and 5% CO, and maintaned at
cca 40 °C. Tissues were suspended under a resting tension of 2 g and were al-
lowed to equilibrate for 45-60 minutes. The mechanical activity of the preparations
was recorded via an isotonic force transducer (Ugo Basile, 70083, ltaly) coupled to
a pen recorder (Ugo Basile, 7050). All strips were studied on the day of prepara-
tion. The sensitivity of the tissues to acetylcholine (10> M) was tested before start-
ing the experiments. All experiments were repeated on five to six different prepara-
tions obtained from different animals. Segments of the small intestine were incu-
bated with serotonin, and its 5HT,, agonist - 8-OH-DPAT hydrobromide, for 1
minute and the time between two applications was 20 minutes. Antagonist spi-
roxatrin was added to the bath 3-4 minutes before the agonists.

Rezultati / Results

Results are expressed as percentages of the maximum response (ex-
pressed as 100%) produced by acetilcholyne on the longitudinal layer of the
smooth muscle of broiler duodenum with a concentration of 10> M.

Serotonin (at a concentration of 107 to 103 M) and its analogue 8-OH-
DPAT, (at a concentracion of 107 to 10% M) induced dose-dependent contraction
in the isolated longitudinal layer of the smooth muscle of the duodenum and ileum
of broilers. Neither the circular nor the longitudinal layer of the smooth muscle of
the jejunum had significant results. The circular layer of the smooth muscle of the
small intestine (duodenum and ileum) showed lower sensitivity to histamine and
its agonist betahistine in equal concentrations as in the longitudinal layer (Fig. 1
and 2).
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Figure 1. Effect of various concentrations of 5-HT and 8-OH-DPAT, on circular and longitudi-
nal layer of smooth muscles of broiler duodenum. Contractions were expressed as
percentage of muscle strip preparation to acetylcholine (105 M)
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Figure 2. Effect of various concentrations of 5-HT and 8-OH-DPAT on circular and longitudi-
nal layer of smooth muscles of broiler ileum. Contractions were expressed as per-
centage of muscle strip preparation to acetylcholine (105 M)

In the experiment designed to investigate effects of antagonists of 5-
HT receptors, spiroxatrin (selective 5-HT; antagonist) was added in a concentra-
tion of 10”7 M to 10"* M) to antagonized 8-OH-DPAT-induced contraction at a con-
centration of 10° M (Fig. 3 and 4).
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Figure 3. Contractile effect of 8-OH-DPAT (8-OH) on smooth muscles of duodenum alone
and in presence of spiroxatrin (8-OH+S) in concentration of 106 M (1) and 10°M (2)
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Figure 4. Contractile effect of 8-OH-DPAT (8-OH) on smooth muscles of ileum alone and in
presence of spiroxatrin (8-OH+S) in concentration of 106 M (1) and 105 M (2)

Discussion and conclusion / Diskusija i zakljucak

Between 80 and 90% of the total content of serotonin in the body is lo-
cated in the gastrointestinal tract, i.e enterochromaffin cells isolated from the
stomach and intestines (Rang et al. 2007; Riviere and Papich, 2009). It is periph-
eral and the most evident effect of serotonin on smooth muscles of the gastroin-
testinal tract (Born, 1994, Rang et al., 2007). Serotonin, among other substances,
causes contractions of smooth muscles of the bovine rumen (Muminovi¢ et al.,
2000), regulates the motility of the digestive system, enhances secretion, etc.
(Brunton, 2006; Hegde and Eglen, 1996; Rang et al., 2007). A number of authors
tried to identify the 5-HT, receptors subtypes in isolated smooth musclse of or-
gans from the gastrointestinal tract, such as the bovine rumen (Muminovic¢ et al.,
2000), the porcine and human small intestine (Schworer and Ramadori, 1998), the
rabbit ileum (Turabi et al.,2006), the guinea-pig ileum (Buccheit and Buhl, 1993)
etc., but not in smooth muscles of the broiler small intestine.

In our experiments, the circular layer of the smooth muscle of the
broiler small intestine (duodenum and ileum) showed considerably lower sensitiv-
ity to serotonin and 8-OH-DPAT used in equal concentrations as in the longitudinal
layer. Neither the circular nor the longitudinal layer of the smooth muscle of the je-
junum had significant results.

In the first part of our experiment we used serotonin (non-selective 5-
HT agonist) in concentrations from 107 to 103 M. Considering the obtained re-
sults, it can be concluded that serotonergic receptors are highly present in
smooth muscles of the circular and longitudinal layer of the broiler small intestine.

56



Vet. glasnik 65 (1-2) 51 - 59 (2011) Indira Mujezinovi¢ i sar.: Identification of serotonergic
(5H4a-type) receptors in broiler small intestine by application of serotonin and its...

With the increase in concentration, we obtained responses in the form of stronger
(higher) intensity contractions.

In the next part of our experiment, we tried to determine the presence
of 5HT, type receptor in intestinal smooth muscles of broilers. We used 8-OH-
DPAT (selective 5HT;, agonist) in concentrations from 1077 to 10-3 M. In this in vitro
study, 8-OH-DPAT evoked dose-dependent contractions on circular and longitu-
dinal layers of the smooth muscle of the broiler small intestine (duodenum and il-
eum). Longitudinal muscles of the duodenum displayed about 15-25 % lower sen-
sitivity to the same concentration than to serotonin, but longitudinal muscles of
the ileum displayed the same sensitivity as to serotonin.

The 8-OH-DPAT effects (in a concentration of 103 M) on the longitudi-
nal layer of the duodenum and ileum was blocked by spiroxatrin (selective 5HT,
antagonist) in concentrations of 10® and 10 M. Considering the obtained results,
it can be concluded that a 5HT, 5 type of receptor is present in the smooth muscle
of both layers of the broiler duodenum and ileum, but not in the jejunum.

By summarizing all the effects in this assay, it can be concluded that
5HT, A type receptors are present in smooth muscles of the broiler small intestine
(duodenum and ileum), especially in longitudinal smooth muscles since this layer
reacted with contractions even to low serotonin concentration (107). In the light of
these findings, we suggest that the investigated substances may have consider-
able physiological and therapeutic implications in disturbed functions of the small
intestine of broilers.
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SRPSKI

UTVRDIVANJE SEROTONERGICNIH RECEPTORA 5H,, TIPA U TANKOM CREVU
BROJLERA PRIMENOM SEROTONINA | NJEGOVIH AGONISTA | ANTAGONISTA

Indira Mujezinovié, V. Cupié, A. Amajlovié, M. Muminovié¢

Serotonin ili 5-hidroksitriptamin (5-HT) je monoaminski neurotransmiter kojeg
iz L-triptofana sintetiSu serotonergi¢ni neuroni i enterohrmofine Celije gastrointestinalnog
trakta. Ovaj neurotransmiter se nalazi kod velikog broja Zivotinja i biljaka i reguliSe neke
centralne i periferne funkcije posredsvom nekoliko tipova specifi¢nih serotonergic¢nih (5-
HT) receptora. Posto je poznato da je efekat serotonina,posebno u patolo$kim uslovima,
veoma znacajan, mi mislimo da odredivanje tipa receptora za ovu supstancu moze ugciniti
mogucéom upotrebu njenih agonista ili antagonista, $to bi nedvosmisleno povecalo far-
makoterapiju poremecaja funkcije tankog creva kod brojlera.
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Istrazivanja su izvrSena na izolovanim trakama glatkih misi¢a kruznog i
uzduznog sloja tankog creva brojlera (dimenzije trake 3-4 mm x 2 cm). Trake miSi¢a su bile
stavljane u kupatila za izolovane organe. Mehanicka aktivnost preparata je registrovana
pomocu izotoni¢nog transdjusera povezanog sa Stampacem. Registrovanije je vrSeno po-
sle dodavanja serotonina (neselektivni 5-HT agonist), 8-OH-DPAT (selektivni agonist) i spi-
roksatrina (selektivni 5-HT,, antagonist). Osetljivost tkiva na acetilholin testirana je pre
pocetka eksperimenta. Imajuéi u vidu dobijene rezultate moZze se zakljuciti da su receptori
5HT tipa prisutni u glatkim miSi¢ima tankog creva brojlera, duodenumu i ileumu,
posebno u uzduznom sloju %Iatkih misi¢a koji je reagovao kontrakcijama ¢ak i na niske
koncentracije serotonina (10™°), ali ne i u jejunumu.

Klju¢ne reci: brojler, serotonin, serotonergicki receptori, izolovni glatki misi¢, tanko crevo

PYCCKUA

YTBEPXXAEHUE CEPOTOH3PIM4YHbIX PELLENTOPOB 5H,5 TUM B TOHKOW
KULWKE BPOMNEPOB NPUMEHEHUEM CEPOTOHUHA U EFO ATOHUCTOB
N AHTATOHUCTOB

Wupupa MyeauHosuy, B. Yynuy, A. Cmainnosuy, M. MymuHoBu4

CepoTOoHWH Unu 5-rmgpokenTpuntamuH (51 T) MOHAMUHCKWIA HEMPOTpPaHCMK-
Tep, KoToporo ua Jl-TpuntodaHa CUHTE3NPYIOTCHA CEPOTOHIPINYHbBIE HENPOHbLI U SHTEPO-
XPOMATOHKME KMNETKU raCTPOMHTECTUHAIBHOIO TpakTa. ATOT HEMPOTPAHCMUTTEP Haxo-
AWTCA Y 60MbLLOrO YACHAA XUBOTHBIX Y PACTEHWI U PErynNpyeT HEKOTOPbIE LieHTparbHble
n nepudepnyeckne yHKLUM NOCPeacTBOM HECKONbKO TWUMOB CneumduHecknx cepo-
TOH3pPrMYHbIX (5-I'T) peuenTtopoB. Tak Kak W3BECTHO, YTO 3(P(PEKT CEepOTOHMHA, OT-
OenbHO B NaTONOrM4eCKMX YCNOBUSAX, O4EHb 3HAYMTENbHbIN, Mbl AyMaeM, 4TO onpegene-
HVe Tuna peuenTopa Ans 9ToW cybcTaHUMM MOXET caenaTb BO3MOXHON ynoTpebneHne
€& aroHNCTOB WS aHTaroHWCTOB, YTO Obl HEBYCMbICNIEHHO yBENMYMBaIo hapmakoTepa-
N0 PACCTPONCTB (PYHKLMN TOHKOW KULLIKKN Yy 6pOepoB.

VMccnepoBaHna coBeplueHbl Ha M30MIMPOBAHHbLIX NIEHTaxX rMafgkux MbiL,
KPY>XHOTO 1 NMPOAOSIbHOrO CNOSt TOHKON KWLWKU 6ponnepoB (pasmepbl NeHTbl 3-4 MM X
2 uwm). JleHTbl MbiwL 6bIAVM KNagpiBaHbl B BaHHblE ANS U30NMPOBAaHHbIX opraHos. Me-
XaHn4yeckKasi aKTMBHOCTb npenapaTta perMcTpyMpoBaHa C MOMOLLbIO M30TOHUYECKOro
Tpacalocepa, CBA3aHHOro ¢ nevatarenemM. Pernctpaums coseplueHa nocne gobéasneHus
CepoToHUHA (HeceneKTuBHbIA 5-'T aroHucT), 8-OH-DPAT (CeneKTUBHbIN aroHUCT) 1 Cru-
poKcaTpuH (CeneKTUBHbIN 5-'T1p aHTaroHUCT). YyBCTBUTENbHOCTL TKaHW Ha aueTunxo-
NMH TecTupoBaHa [0 Hadana aKcnepumeHTa. VMimes B BMAy, MOSMyYeHHbIe pesynbTaThl
MO>XHO cAenatb BblBOA, YTO peuenTopbl 51T TUNa NpucyTCTBYOWME B MMAAKNX MbILLaX
TOHKON KULWKK OpoiniepoB, ABEHAALATUMNEPCTHON KULIKE MOAB3AOLIHON KULLKE, OT-
AenbHO B NPOAOSIbHOM CIO€e MMaAKUX MbiLLL, PearMpoBaHHbI KOHTPaKLUMaMu JaxKe 1 Ha
HU3KME KOHLIeHTpaLm cepoToHuHa (10°6), Ho He B Tolweit kuLwke.

KnioueBble cnosa: 6poinepbl, CEPOTOHWUH, CEPOTOHIPrUYECKUEe peLenTopbl,
U30MMPOBaHHAsnA rNnagKas MbllLa, TOHKas KuwKa

59



ORIGINALNI RAD - ORIGINAL PAPER

UDK 636.27:.082.12(497.6)

ISPITIVANJA VARIJABILNOSTI MORFOMETRIJSKIH
KARAKTERISTIKA BUSE I GATACKOG GOVEDA U CILJU

OCUVANJA AUTOHTONOG GENOMA®

INVESTIGATIONS OF VARIABILITY OF MORPHOMETRIC
CHARACTERISTICS IN BUSA AND GATACKO CATTLE IN

ORDER TO PRESERVE AUTOCHTHONOUS GENOME

Biljana Rogi¢, B. Vaii¢, S. Jovanovi¢, Marina Stamenkovié-Radak,

Mila Savié, I. Ravi¢™

*

U cilju proucavanja i zasStite genoma autohtonih rasa goveda,
izvrSena su ispitivanja varijabilnosti morfometrijskih karakteristika buse
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Uvod / Introduction

U Evropi je pocev od 18. veka, doSlo do zna¢ajnog povecanja broja
rasa goveda, vec¢inom kombinovanih proizvodnih svojstava, najce$ée dobro
adaptiranih na lokalne uslove gajenja. Tokom druge polovine 20. veka, govedar-
ska proizvodnja postala je intenzivna i specijalizovana. Favorizovanje visokopro-
duktivnih rasa goveda dovelo je do toga da se govedarska proizvodnja u svetu
bazira na relativno malom broju visokoproduktivnih rasa, §to je direkino dovelo do
redukcije biodiverziteta. Sobzirom na to da se veliki broj rasa goveda gaji u malom
broju, mnoge rase nalaze se na listi ugrozenih ili ¢ak nestalih rasa. Imajuci u vidu
znacaj lokalnih i regionalnih rasa goveda za razvoj ruralnih sredina kao i za soci-
jalno i kulturno naslede jedne regije, zapocCet je proces oCuvanja rasa (Interna-
tional agreements Convention on Biological Diversity CBD, 1992, FAO). Zastiti
autohtonih rasa goveda u Evropi poklanja se velika paznja, s obzirom na to da
predstavljaju vazne elemente agro-biodiverziteta i agro-ekosistema, pri ¢emu se
programi ve¢inom baziraju na racionalnom kori§éenju autohtonih rasa u samo-
odrzivim sistemima (Hiemstra, 2010; Martin—-Colado, 2010; EURECA Consortium
2010).

BuSa (Bos brahyceros Adametz) je rasa koja se tradicionalno gaji na
podrucju Balkana. Pre uvodenja savremenih, egzoti¢nih rasa, govedarska proiz-
vodnja u Hercegovini bazirala se na uzgoju buse i gatackog goveceta.

Gatacko govece je lokalna rasa koja je nastala krajem 19. veka ople-
menjivanjem populacija buse, na razli¢itim lokalitetima u cilju poboljSanja proiz-
vodnih osobina. Kao melioratori koriS¢ena su siva alpska goveda, pincgavska
rasa i smeda-alpska goveda, koja poticu iz oblasti koje su po geografskim, klimat-
skim i drugim karakteristikama bile sli¢ne isto€noj Hercegovini. Najbolje rezultate
u pogledu proizvodnje i otpornosti davali su melezi sivog tirolskog goveceta i
autohtone buse. Dobijeno je gatacko govece, lokalna rasa nesto ve¢eg formata
od buse, kod kojeg telesna masa krava iznosi 285-300 kg, a bikova 500 kg. Proiz-
vodnja mleka varira od 1.600 do 2.500 kg (Likar, 1991).

Danas su, zbog sve vec¢e upotrebe visokoproduktivnih rasa, popula-
cije autohtonih rasa i sojeva drasticno smanjene. Na prostorima Hercegovine gaji
se mali broj grla koja po svom fenotipu odgovaraju busi. Prema sistemu klasifika-
cije definisanom u dokumentu "The State of the World's Animal Genetic Re-
sources for Food and Agriculture (FAODAD-IS 2007)", bu$a pripada regionalnim
grani¢nim rasama sa ugrozenim statusom. Preporuke koje se odnose na zastitu
autohtonih rasa goveda ("The art in the management of animal genetic re-
sources", FAO 2007) posebnu paznju posvecuju karakterizaciji autohtonih rasa i
utvrdivanju faktora koji bitno uti¢u na redukciju lokalnih, odnosno regionalnih rasa
u pojedinim oblastima. Karakterizacija rase predstavlja sintezu velikog broja po-
dataka koji se odnose na: prou¢avanje fenotipskih, bitnih rasnih odlika, moleku-
larno-geneticke studije koje pruzaju objektivnu procenu diverziteta unutar i iz-
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medu rasa, kao i podatke o specificnim genetickim odlikama, podatke o ge-
netickoj izolaciji u proslosti, kao i podatke o kulturnom i istorijskom znagaju rase.

U cilju karakterizacije autohtonih rasa goveda, izvr§ena je procena ek-
sterijera na osnovu telesnih merenja, koja omogucavaju objektivnu ocenu razvije-
nosti pojedinih regija i procenu harmoni¢nosti grade zivotinja. Takode, podaci o
morfoloskim odlikama omogucéavaju da se kroz duZzi vremenski period prate
karakteristike telesne grade populacija, uticaj priplodnjaka na potomstvo, kao i
uticaj uslova drzanja na telesnu gradu jedinki u populaciji.

Za karakterizaciju morfolo$kih odlika buse i gatackog goveceta od ve-
likog znaCaja su ranije vrSena ispitivanja (Rako, 1955; llanci¢, 1952; Popovic,
1979; Telalbasi¢, 1979; Ivankovi¢, 1997), koja pruzaju dobru osnovu za procenu
razvoja rase, varijabilnosti morfoloSkih osobina u okviru razli€itih populacija, kao i
predlaganje strategije uzgoja autohtonog genoma goveda.

Materijal i metode rada / Material and methods

Istrazivanje je obavljeno na 97 krava, tipa buSe i gatackog goveda,
podeljenih u tri grupe. Prvu grupu €ini 51 grlo rase gatatko govece (poljopriv-
redno dobro u Gackom). Drugu grupu €ine 24 grla rase buSe sa podrucja isto¢ne
Hercegovine. Tre¢u grupu Cine 22 grla rase busa sa podrucja zapadne Hercego-
vine (Udruga za zaétitu i o&uvanje izvornih pasmina domadih Zivotinja Siroki
Brijeg). Kod grla su merene Cetiri morfometrijske karakteristike i to: visina do vrha
grebena, duzina trupa, obim grudi i obim cevanice. Visina i duzina grla merene su
Lydtinovim Stapom, a mere obima su merene pantljikom.

Za svaku uzetu morfometrijsku karakteristiku uradena je statistiCka
obrada podataka. Modelom proste analize varijance sa nejednakim brojem po-
navljanja uporedene su grupe goveda na osnovu dobijenih eksterijernih mera
gdje su postojece razlike unutar i izmedu grupa testiranih pomocu F i t-testa.

Rezultati / Results

StatistiCka obrada podataka visine do vrha grebena prikazana je u ta-
beli 1. Utvrdena prosecna vrednost visine do vrha grebena za grupu | je 123,67
cm, za grupu Il je 114,21 cm, a za grupu lll je 106,11 cm. Rezultati analize vari-
jance su pokazali da postoji statistiCki znacajna razlika u prosecnoj visini do vrha
grebena unutar istrazivane grupe goveda.

Statisticka obrada podataka duzine trupova prikazana je u tabeli 2.
Utvrdena prosecna vrednost duZine trupa za grupu | je 136,86 cm, za grupu Il je
126,71 cm, a za grupu |l je 117,82 cm. Rezultati analize varijance su pokazali sta-
tistiCki visoku razliku u duzini trupa unutar posmatrane grupe.

63



Vet. glasnik 65 (1-2) 51 - 69 (2011) Biljana Rogi¢ i sar.: Ispitivanja varijabilnosti
morfometrijskih karakteristika buSe i gatackog goveda u cilju oGuvanja autohtonog..

SS'8yi

x+8€°L 00291 I
€LC 66°t 8.'c 66't 0.2 20'c «+LS'€ +x860} 28’y 60°c «++889 ge L |
F0°0 S00 F0°0 S0'0 F0°0 S00 2] XX 100 S0'0 dosy

£=¢°[19%1] &-19[9%1] &-19[9%1 papeofE 71y qe1g 82,/ "dzZig IX /ednio
/ €-¢Oouliqe] / € OUQlIqEY / € LOulIqE) / oreungeizh d
1503-7 pue 1s83 4 paidde yim suorendod 9[33eo pojesIISeAUl Ul YIS JS9y0 JO SJUSWIAINSLIUl [PULISXS 0] SISAJRUR JUBLIG, °§ 9[qB],
| wojse}-] I 4 wiusfiqop ewieynzei es eparob adnib suenidsi ez 1pnib ewiqo aisw ez aouellieA ezjjeuy ¢ ejaqeL
28'LLL n

xE0'Y [WACH! I
€L 66’1 8.2 66'L 0.2 20C xL68'L | «x68CL 28’y 60°c «x9228 | 98'9¢l I
100 G0'0 100 G0'0 100 S00 [ZX) Xy 100 G0'0 dnosy

£=6°[9%1] &-19[9%1] &-19[19%1 papeofE g7y qe1g T8, | "dzZig IX Jednig
| €-couliqey / €-Louliqey / ¢ Louliqey | oyeunge.ziy d
1s99-7 pu 3583 J perdde yym suorendod oj3es pejesSIISeAUl Ul YiSus] Apoq Jo SJUSWAINSLIUI I0LIBIXe I0J SISATeuw JueLg| 7 9jqe
| wojsa}- | 4 wiuafigop ewieynzai es epanob adnib sueadsi ez edniy suiznp aJew ez 9ouellieA ezjjeuy 'g ejaqel

FL'90k Il

xx96'G [EA4N! I

69°C 66't 9.'c 66l eLe 20 «»97'0F [ 49091 28y 60°C «E6'LY} £9'€2} |

100 G0°0 0’0 S0°0 100 S00 XX XX 100 S00 drosy
= = = T80, 1 °IZI IX

£-6919%1] &-19[9%1] &-19[9en paeoEs @ | qery By | 214 X /ednig

/ €-coulliqey

/ €-1oudliqen

/ ¢-Loudliqey

/ Oreungeizi,

Js9]=] pue jsa] 4 NN.QN\QQN 7im WQQ‘QN\SQQQ a[1je) N»&NMQ%SQ\ ur syjim je NQ.%N.@N\. JO SjusuIa.Inseaul JI0LIojxa 0] MG\Q.NQN Juelig) T 9[qg]

Jwiolsel | 4 wiusliqop ewineynza. es epaob adnib sueAijids! vz eusqeib eyin op BUISIA 8ol BZ 8ouellieA ezijeuy *| eleqer

64



Vet. glasnik 65 (1-2) 51 - 69 (2011) Biljana Rogi¢ i sar.: Ispitivanja varijabilnosti
morfometrijskih karakteristika buSe i gatackog goveda u cilju oGuvanja autohtonog..

9IUBIJUNIIID JOO]

9/'8l - LL'GL oL'GlL 60V L6'cl / 901UBASD WIGO
. . . . . . YIS 1591)
cc Vil L LSLE 00291 06 €St Ge 8yl LL2st / 1pnib wigo
98'oe} s8'sz} L2'92) €181} SSLLE 1822} ) maﬁw:m\c%mm
] . . . . . SIYIIM I8 TSI
19°€ct 20¢cht [T A48 ¥ S0} 901} 9¢ 66 /euUsqeiB op BUISIA
(L r0g™a1B0oY) (1 02 91B0oY)
(110g*9160y) 7 dnos 111 dnoss
[ dnois ( omouels ‘PUIN0GZIOF] (zse1 ‘orouel) ‘PUINOGOZIO] (6261 ‘9in0dod) SIUANISINSBAU
180 0y0BIED F%m M@ A d UI9Jsea Bsng esng eyoe[ojs UI9jSoM Bsng gsng [BUIBIXT]
| ednib [1762 OYIEIES) /11 ednib /esng exge|01s / 111 ednib /esng / 818w aulslsisyg

/ opanob oxygeren

/ opanob oxQelen

‘euinobaoioH
BUQO]}S! esng

‘euinobaoloH
eupedez esng

Synse. pauIR)qo YIIM SUONRSIISeAUT Snolald Jo sjmsal jo UosLieduro) ‘¢ 9jqef
| ewieynzal wiusfigop es eluenizesisi yiupoyia.id ejeynzai aluspalod *G elagel

60V} I
99 LL'GL I
¥9'2 66t S92 66t 692 202 «V8EL | 42802 28y 60'c | xGS'vve | 9.'81 I
100 S0'0 100 S00 100 S0°0 XX XX 100 500 , . dnozo
jecouian, | jeiovacen | jzouaey | omungsim mgjamg [ e

1897-7 pue s8] ,f perdde ym suorendod oj3vd pajeSIISOAUI Ul 89UAIFUINIIL 00 JI0f SIUSUWIAINSPIU [PUISIXS 0] SISATRPUR JUBLIE| % &[qB]
/ wojsa}] I 4 wiusligop ewieynza. es eparob adnib suenids 8z 821UBABD BWIGO 8ol BZ 80UB[lIBA Bzijeuy " ejaqel

65



Vet. glasnik 65 (1-2) 51 - 69 (2011) Biljana Rogi¢ i sar.: Ispitivanja varijabilnosti
morfometrijskih karakteristika buSe i gatackog goveda u cilju oGuvanja autohtonog..

StatistiCka obrada podataka obima grudi prikazana je u tabeli 3. Do-
bijena prosecna vrednost obima grudi za grupu | je 174,22 cm, za grupu Il 167,00
cmazagrupu lll 148,55 cm. Rezultati analize varijance za mere obim grudi, kao i u
prethodnim merenjima, pokazali su velike varijacije unutar posmatrane grupe.

Statisticka obrada podataka obima cevanica prikazana je u tabeli 4.
Utvrdena prosecna vrednost obima cevanice za grupu | je 18,76 cm, za grupu Il je
15,71 cm, a za grupu lll je 14,09 cm. Rezultat F-testa ukazuje na to da postoje sta-
tisticki znacajne razlike vrednosti ove morfometrijske karakteristike unutar posma-
trane grupe.

S obzirom na to da je analiza varijance za sve Cetiri eksterijerne mere
pokazala da postoji statisti¢ki znacajna razlika unutar posmatrane grupe goveda,
uraden je t-test s ciliem da se utvrdi koja se od tri ispitivane populacije razlikuje u
posmatranim eksterijernim merama. T-test je u sva Cetiri slucaja pokazao da pos-
toji visoka znacajnost razlika srednjih vrednosti izmedu svih kombinacija.

Diskusija / Discussion

Ispitivanja varijabilnosti rase buSa sa razli¢itih lokaliteta i gatackog
goveceta na osnovu spoljnih odlika ukazala su na znacajne razlike u morfoloSkim
odlikama. Takode su utvrdene morfoloSke promene koje su nastale sa razvojem
rase na razli¢itim lokalitetima.

Morfometrijskom analizom je utvrdeno da je buSa sa lokaliteta za-
padne Hercegovine, malog telesnog okvira i da je po morfoloskim karakteristi-
kama najsli¢nija busi sa podrucja Sar-planine (Memisi, 2009). Na osnovu retro-
spektivne analize razvoja rase moze se videti da je kao posledica neadekvanih
uslova ishrane, do$lo do zakrzljavanja rase i da je u proteklih 30 godina (Popovi¢ i
sar., 1979) visina do vrha grebena smanjena za 6,85 cm. Poredenjem dobijenih re-
zultata sa istraZivanjima koja su sprovedena 50-tih godina proslog veka (llanci¢,
1952; Rako, 1955) moze se zakljuciti da savremeni tip buSe ovog lokaliteta najviSe
lici na busu koja se gajila pre 60 godina u ovoj oblasti.

Bus$a sa podrucja isto€ne Hercegovine ima veéi obim tela u odnosu na
busu zapadne Hercegovine, odnosno u pogledu obima tela se nalazi u sredini u
odnosu na busu zapadne Hercegovine i gatatkog goveceta. Porededi rezultate
llanci¢a i sar. (1952) koji su analizirali morfometrijske karakteristike buse sa po-
drucja isto¢ne Hercegovine, vidi se da je tokom proteklih 60 godina gajenja doslo
do poboljSanja telesne grade populacije buse u celini (tabela 5).

Gatacko govece karakteriSu veéi obim tela i bolja proizvodna svojstva
u odnosu na busu. Poredenjem rezultata Pejanovi¢a i sar.(1961) sa dobijenim re-
zultatima, moze se videti da je tokom prethodnih 50 godina do$lo do razvoja rase i
povecanja obima tela, §to je potvrdeno i ispitivanjima Vazi¢a i sar. (2007). Porede-
njem morfometrijskih karakteristika sive tirolske rase goveda, koja je koriS¢ena za
stvaranje gatackog goveceta (Rako i sar., 1955; lvankovi¢ 1977; TelalbaSi¢ i sar.,
1979) moze se videti da je format savremenog gatackog goveda isti ili veéi u od-
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nosu na sivo tirolsko govedo. Povec¢anje formata gatackog goveceta nastalo je
kao rezultat primene zootehni¢kih mera i poboljSanih uslova drzanja i nege na po-
drugju isto¢ne Hercegovine.

Znacajnost razlike posmatranih eksterijernih mera (t- testa) izmedu
svih kombinacija ispitivanih populacija goveda moze se objasniti razli¢itom ge-
netiCkom strukturom (busa i gatacko govece) i velikim uticajem paragentskih fak-
tora, koji su narocito uticali na pojavu varijabilnostu u eksterijernim odlikama
populacija buse sa razlicitih lokaliteta.

Busa zapadne Hercegovine, koja ima najnize vrednosti posmatranih
eksterijernih mjera, gaji se u najoskudnijim uslovima smestaja i ishrane, reljef je
krSevit, sa malo pasnjackih povrSina. Nacin ishrane je ekstremno ekstenzivan,
zasniva se na slobodnoj ispasi i kabastoj hrani u zimskom periodu. Busa isto¢ne
Hercegovine, gaji se u nesto povoljnijim uslovima smjestaja i ishrane. Ovaj lo-
kalitet karakteriSe pretezno krSevit reljef, ali sa vise pasnjackih povrSina. Gatacka
goveda, koja su najkrupnija po svojim eksterijernim merama, gaje se na "PD
Gacko", u povoljnijim uslovima drzanja.

Zakljucak / Conclusion

Utvrden je visok stepen varijabilnosti morfoloskih karakteristika unutar
ispitivanih rasa, kao i razllike izmedu rasa. Utvrdene razlike su pre svega rezultat
uticaja razli¢itih prirodnih uslova i uslova gajenja kao i udela genoma alpskih
goveda, sa kojima je buSa ukrStana. Rezultati predstavljaju znacajan doprinos
karakterizaciji postoje¢ih populacija buse u odnosu na populacije buse u proslo-
sti. Dalja ispitivanja genomskih karakteristika buse, zasnovana na molekularnim
markerima pokazace u kojoj meri je populacija buSe danas o¢uvana u svom izvor-
nom obliku.
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF VARIABILITY OF MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS
IN BUSA AND GATACKO CATTLE IN ORDER TO PRESERVE AUTOCHTHONOUS
GENOME

Biljana Rogié¢, B. Vazi¢, S. Jovanovié¢, Marina Stamenkovi¢-Radak, Mila Savi¢,
I. Ravié

With the objective of studying and protecting genomes of autochthonous
breeds of cattle, investigations were performed of the variability of morphometric charac-
teristics of the autochthonous breeds Busa and Gatacko cattle, as well as a retrospective
analysis of the development of the examined populations. The investigations covered 97
cows, specifically 22 head of western Herzegovina Busa cattle, 24 head of eastern Herze-
govina Busa cattle, and 51 head of Gatacko cattle. Morphometric measurements were ex-
amined: height at withers, body length, foot circumference, and chest girth. The obtained
data were processed statistically, and variability was established using simple variance
analysis with an unequal number of repetitions. The significance of the obtained differ-
ences from the three investigated localities was tested using the F test and t-test. A signifi-
cant degree of variability was established for the morphological characteristics within the
examined populations, as well as between the populations. The established differences
are primarily a result of the influence of different natural conditions and breeding condi-
tions, as well as the genome share of Alpine cattle, with which the Busa has been cross-
bred.

K ey words: Busa, Gatacko cattle, morphometric characteristics, biodiversity
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PYCCKUA

UCMbITAHUA UBMEHYNBOCTU MOP®OMETPUYECKNX XAPAKTEPUCTUK
BYLLUU U TATAYKOU roNoBbl KPYMHOIO POrATOIMO CKOTA C LIENbIO
COXPAHEHUSA ABTOXTOHHOIO FEHOMA

BunsHa Poruy, B. Baxuy, C. MloBaHOBMY, MapuHa CtameHkoBuY-Pagak,
Mwuna CaBu4, U. PaBuy

C uenblo n3y4eHns n oxpaHbl FreHOMa aBTOXTHOHHBIX MOPOA, KPYMHOro pora-
TOro CKOTAa, COBEPLUEHbI UCMbITAaHNS N3MEHYMBOCTU MOPPOMETPUHECKNX XapaKTEPUCTUK
6yLIM 1 raTa4ykon ronoBbl KPYMHOro poraToro cKoTa, C/IOBHO U PETPOCMEKTMBHOIO aHas-
n3a pasBuTUSA UCNbITbIBAHHBLIX Nonynaumn. iccneposaHmem oxsadveHo 97 KOPOB a MMEeH-
HO 22 ronioBbl 3anagHorepueroBMHCKOn 6ylum, 24 ronoBbl BOCTOYHOrepLEroBMHCKON
6ywm 1 51 ronosa raTa4ykom rofloBbl KPYMHOro poratoro ckota. McnbiTbiBaHbl MOopdome-
TpU4eckme Mepbl: BbicoTa A0 Bepxa rpebenu, AnvHa Tynosua, 06beM rofieHn n 06bLeém
rpygen. MNonyyeHHble AaHHble CTaTUCTUHECKM 06paboTaHbl, a YTBEPXAEHNE U3MEHYU-
BOCTW COBEPLUEHO MPOCTbIM aHaNIM30M BapnaHTa C HEOANHAKOBbLIM HYMCITOM NMOBTOPEHNS.
3HaunTENbHOCTb MOMNYYEHHbIX Pa3HUL, C TPEX NCCIEeA0BaHHbIX MECT TecTupoBaHa chu T
TecToM. YTBepXAeHa 3HaunTenoHasa cteneHb N3MeH4YMBOCTN MOPEONOrMYeCcKMX Xapak-
TEPUCTUK BHYTPU UCMbITbIBAHHBIX NOMYNALMUIA, CITOBHO 1 Cpeay Nonynauui. YTBep>XXAeHbl
pasHuLbl Npexxae BCero pe3ynbTar BO3AENCTBUSA pPa3fMyHbIX NPUPOAHbLIX YCIIOBMIA pas-
BeJEHUSA CMOBHO M [ONN reHoMa anbhnMNCKOro KPYynHOro poraTtoro CKoTa, ¢ KOTOPbIM
6ywa ckpelBaHa.

KnioyeBble crnosa: 6yLua, ratavykas ronoBa KpyrnHoro poraTtoro ckoTa,
MopdhOMeTpUYECKIE XapaKTEPUCTUKKN, BUOPa3HOPOAHOCTb
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PREDVIDANJE RESORPCIJE I FARMAKOKINETICKOG

PROFILA KARBAMAZEPINA 17 TABLETA SA

KONTROLISANIM OSLOBADANJEM KOD LJUDI

KORISCENJEM MODELA KUNICA®

PREDICTING ABSORPTION AND PHARMACOKINETIC PROFILE OF
CARBAMAZEPINE FROM CONTROLLED-RELEASE TABLET

FORMULATION IN HUMANS USING RABBIT MODEL

Irena Homsek, Dragica Popadié¢, Slobodanka Simié, Slavica Ristic,

Katarina Vuéiéevié, Branislava Miljkovi¢™*

*

Farmaceutske formulacije sa kontrolisanim oslobadanjem imaju
nekoliko prednosti u odnosu na konvencionalne dozirane oblike sa tre-
nutnim oslobadanjem iste lekovite supstance. To se pre svega ogleda
u redukovanoj ucCestalosti doziranja, smanjenoj pojavi i/ili intenzitetu
neZeljenih efekata, ve¢oj farmakoloskoj selektivnosti, redukovanoj fluk-
tuaciji lekovite supstance u plazmi i boljoj podnosijivosti. Kada se po-
sle zavrsene registracije preparat nade na trZiStu, moZe se javiti po-
treba za manjim izmenama u formulaciji. U isto vreme on treba da
ostane efikasan i bezbedan za pacijente, Sto moZe biti potvrdeno na
osnovu koncentracije lekovite supstance u plazmi i farmakokinetiCkih
podataka. Poseban izazov predstavlja predvidanje resorpcije i farma-
kokinetickih osobina lekovite supstance kod ljudi na osnovu odredi-
vanja in vitro brzine rastvaranja i farmakokineti¢kih podataka dobijenih
ispitivanjem na Zivotinjskom modelu. Zbog toga je cilj ovog ispitivanja
bio da se uspostavi korelacija farmakokinetiCkih parametara izmedu
modela kuniéa i humanog modela za formulacije tableta sa kontroli-
sanim oslobadanjem karbamazepina (KBZ) kao i in vitro in vivo korela-
cija zasnovana na predvidenoj frakciji resorbovanog leka. | pored
uocenih razlika u srednjim profilima plazma koncentracija, rezultati koji
se odnose na predvidenu frakciju resorbovane lekovite supstance bili
su gotovo identi¢ni. Na osnovu toga se moZe zakljuciti da se kunic¢

Rad primljen za Stampu 09. 12. 2010. godine
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moZe koristiti kao reprezentativan in vivo model za predvidanje far-
makokinetiCkih karakteristika formulacije sa kontrolisanim oslobada-
njem KBZ kod ljudi.

Kljucne reci: karbamazepin, tablete sa kontrolisanim oslobadanjem,
ljudi, in vitro in vivo korelacija, farmakokinetika, kunici

Uvod / Introduction

Karbamazepin (KBZ) (5H-dibenzo [b, f] azepin-5-karboksamid) je tri-
cikli¢ni lipofilni molekul, veoma zastupljen u tretmanu epilepsije, sam ili u kombi-
naciji sa drugim antiepilepti¢nim lekovima. Karbamazepin se pokazao kao veoma
efikasan u tretmanu jednostavnih i kompleksnih parcijalnih i generalizovanih
toni¢nokloni¢nih napada. Ovaj lek se takode koristi u le€enju sindroma hroni¢ne
boli i trigeminalne neuralgije, kao i kod razli¢itih psihijatrijskih bolesti (McNamara,
1996). Karbamazepin se relativho sporo apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta, a
apsorbovan se veoma brzo distribuira u sva tkiva. Njegova bioraspolozivost
nakon oralnog uzimanja procenjuje se na vise od 70%, dok je 75% vezano za pro-
teine plazme (Martindale, 2009).

Strukture sa kontrolisanim otpustanjem (CR-controlled release) daju
nekoliko prednosti nad oblicima sa trenutnim oslobadanjem (IR-immediate re-
lease), ukljucujuci smanjenje ucestalosti doziranja, smanjene pojava i/ili inteziteta
nezeljenih efekata, vecu farmakolo$ku selektivnost, redukovanu fluktuaciju leko-
vite supstance u plazmi, produzen terapijski ucinak i bolju podnosljivost (Mali-
nowski i Marroum,1999).

Struktura karbamazepina sa kontrolisanim oslobadanjem obezbeduje
stalnu koncentraciju (steady-state) karbamazepina u krvi (Stivens i sar.,1998) i
omogucuje pacijentima bolju terapijsku podnosljivost i redukuje sporedne efekte
izazvane promenama koncentracije leka, ¢ineci antiepileptiCnu terapiju efikasni-
jom (Bialer i sar., 1998; Wilding i sar.,1991).

Kad se posle registracije proizvod nade na trziStu, moze se javiti
potreba za manjim izmenama u formulaciji. Ove modifikacije zahtevaju primenu
najnovijih saznanja iz oblasti razvoja u proces proizvodnje i uklju¢uju zamenu ak-
tivne komponente ili ekscipijenata, podeSavanje opreme ili modifikaciju plana
proizvodnje (European Comission, 2003). Ove izmene zahtevaju potvrdu kvaliteta
finalnog proizvoda kao i potvrdu stabilnosti prizvoda. U isto vreme, proizvod treba
da ostane efikasan i bezbedan za pacijenta, $to se potvrduje na osnovu odredi-
vanja koncentracije leka u plazmi i drugih farmakokinetickih parametara. Odgo-
varajuci animalni modeli takode mogu biti veoma znacajni za predvidanje far-
makokineti¢kog profila strukturnih varijacija leka. Kada postoje izmene u strukturi
lekaili tehnoloskoj proceduri neophodno ih je ispitati kroz studije bioekvivalencije.
Poseban izazov jo$ uvek je predvidanije resorpcije leka kod ljudi na osnovu poda-
taka dobijenih ispitivanjima na Zivotinjama (Cao i sar., 2006).

72



Vet. glasnik 65 (1-2) 71 - 81 (2011) Irena Hom8&ek i sar.: Predvidanje resorpcije i
farmakokineti¢kog profila karbamazepina iz tableta sa kontrolisanim oslobadanjem ...

Zbog toga je cilj ovoga rada bio da se uspostavi korelacija farmakoki-
neti¢kih paramatera izmedu humanog modela i modela kuni¢a za formulaciju sa
kontrolisanim oslobadanjem karbamazepina kao i in vitro in vivo korelacija (IVIVC)
zasnovana na predvidenoj frakciji resorbovanog leka.

Materijal i metode rada / Material and methods

Formulacije leka

Tablete sa dvoslojnim matriksom (proizvod A, Galenika a.d.) pri-
premljene su postupkom vlazne granulacije. Granule za sloj sa kontrolisanim
oslobadanjem dobijene su kvaSenjem smese karbamazepina, mikrokristalne ce-
luloze, skroba i hidroksi-propil-metil celuloze sa povidonom. Osu$ene granule
meSane su sa talkom i magnezijum-stearatom. Sloj sa brzim rastvaranjem pri-
premljen je i osuSen na sli¢an nacin. Sloj sa kontrolisanim oslodadanjen kompre-
sovan je u tabletu i prekriven brzo rastvorljivim slojem.

Tegretol® CR tablete (Novartis, Svajcarska, nabavljene u lokalnoj pro-
daji), odabrane su kao referentni lek (proizvod B) za ovu studiju.

Standard karbamazepina je nabavljen od firme Mikromol GmbH (Ne-
macka), dok su acetonitril i metanol (HPLC stepena cCisto¢e) nabavljeni od
MERCK (Darmstadt, Nemacka).

Model kuniéa | Rabbit model

U ovoj studiji kori§éeno je Sesnaest albino kuniéa, starosti 8 meseci i
tezine 3,5-4,2 kg. Eksperiment je dizajniran tako da je svaka zivotinja dobijala po-
jedina¢nu oralnu dozu oba proizvoda karbamazepina sa kontrolisanim otpustan-
jem sa 400 mg aktivne supstance. Proizvodi A i B davani su u intervalu od 21 dana.
Uzorci krvi uzimani su iz uSne vene u slede¢im intervalima: pre davanja leka i pola
sata1,2,4,6,8,10, 12,24, 4872 h nakon davanja leka. Osam sati nakon davanja
leka Zivotinje su vraéane u kaveze i dobijale su vodu i hranu ad libitum. Zivotinje su
hranjene standardnom briketiranom hranom (Veterinarski zavod, Subotica,
Srbija). Zivotinje su negovane prema principima objavljenjim u Vodiéu za negu i
koris¢enje laboratorijskih Zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals, NIH Publication, 1996).

Volonteri | Volunteers

Ova studija uradena je na 24 zdrava ispitanika oba pola (12 zena i 12
muskaraca), starosti 20-52 godine, tezine 50-96 kg. Studija je odobrena od strane
Nezavisnog eti¢kog komiteta (Medicinski fakultet, Novi Sad, Srbija), a saglasnost
za ucesce u studiji potvrdili su potpisom svi ispitanici. Svaki ispitanik dobijao je
pojedinac¢nu oralnu dozu oba proizvoda sa kontrolisanim otpustanjem aktivne
supstance (proizvod A i B). Proizvodi su testirani u intervalu od 21 dana, tako sto
su ispitanici uzimali lek na prazan Zeludac sa 150 ml ¢esmenske vode. Nakon 4i 7
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sati od uzimanja leka ispitanici su dobijali uobi¢ajeni obrok. Krv za analizu uzi-
mana je pre davanjalekai polasata, 1,2, 4,6, 8,10,12,14,24,48,72,120i144 h
nakon davanja leka.

HPLC metoda za odredivanje karbamazepina u plazmi kuni¢a
i u uzorcima humane plazme

Koncentracije KBZ u plazmi kuni¢a odredivane su selektivnom i sen-
zitivnom HPLC metodom na hromatografskom sistemu Hewlett-Packard 1100
(Simi¢ i sar., 2010).

Koncentracije KBZ u uzorcima humane plazme odredivane su po-
mocéu HPLC aparata (Hewlett Packard, tip 1090M) sa UV detekcijom (245 nm)
(Veng-Pederson i sar., 2000). Separacija pika KBZ od drugih pikova postignuta je
koris¢enjem kolone Agilent ODS 2 C18 (100x2,1 mm, 5 um) sa pred kolonom
(20x2,1 mm) ispunjenom sa Hypersil ODS2, 5 um. Mobilna faza je filtrirana kroz
0,45 um filter. KBZ je iz uzoraka plazme ekstrahovan na sledeéi nacin: 1 ml natri-
jum-fosfatnog pufera (0,3 mol/l, pH 4,3) i 5 ml hloroforma sa 50 ug ciheptamida
(interni standard) dodato je u 1 ml plazme u 15 ml staklene konusne epruvete i
mesSano na vorteksu 1 minut. Uzorci su potom centrifugirani na 3000 rpm tokom
10 minuta. Hloroformski sloj je prebacen u staklene epruvete i potom mu je do-
dato 1 ml fosfatnog pufera (0,2 mol/l, pH 11). Nakon meSanja i centrifugiranja na
3000 rpm tokom 10 minuta vodena faza je odbacena, a hloroformski sloj je uparen
u struji azota na 50°C. Ostatak je rastvoren u 50 ul metanola i 10 ul rastvora je in-
jektovano u aparat. Dobijeni rezultati pokazali su da je odredivanje osetljivo do
0,2 ug/ml. Linearnost metode je potvrdena u opsegu 0,2-15 ug/ml sa koeficijen-
tom korelacije 0,992. Limt detekcije i limit kvantifikacije iznosili su 0,1 i 0,2 ug/ml.
Nadene vrednosti u odnosu na stvarno dodate (recovery) koli¢ine KBZ bile su u
opsegu 91,8 do 97,4%, pri ¢emu nije bilo preklapanja pika KBZ sa drugim piko-
vima iz plazme.

FarmakokinetiCka i statistiCka analiza | Pharmacokinetic and statistical analysis

Za farmakokinetiCka izraCunavanja koriS¢ena je nekompartmentalna
analiza. Maksimalne koncentracije KBZ u plazmi (C,,,y) i koncentracije KBZ u ispi-
tivanim vremenima kao i t,4 direktno su ocCitavani za svaki pojedinacni uzorak.
IzraGunavani su: vreme eliminacije (A,), vreme poluzivota (t;;»), povrSina ispod
krive koncentracija—vreme koriéenjem pravila trapezoida (AUC®™t, i AUC?—>),
oralni klirens (CL/F), prividni volumen distribucije izracunat iz terminalne faze
(V,/F) i maksimalno vreme zadrzavanja (MRT).

Svi farmakokineti¢ki parametri raéunati su za svaku pojedina¢nu zivo-
tinju i svakog pojedinog ispitanika, a rezultati su predstavljeni kao aritmeticka
sredina =+ st.devijacija.

Neparamaterijski Wilcoxon-ov test kori§¢en je za izracunavanije razlika
U tmax. Razlike izmedu glavnih farmakokineti¢kih parametara ra¢unate su koris¢e-
njem Studentovog t-testa, pri ¢emu su znacajnosti p<0,05 uzimane u obzir.
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Uspostavijanje korelacije izmedu predvidene frakcije resorbovanog
karbamazepina na osnovu in vitro testa: kuni¢ vs. humani model /
Establishing correlation between projected fraction of resorbed carbamazepine based
on In vitro test: rabbit vs. human model

U skladu sa rezultatima ispitivanja brzine rastvaranja leka primenjena
je in vitro in vivo korelacija nivoa A (HomsSek i sar., 2008). Uspostavljena je korela-
cija izmedu in vivo rezultata koji predstavljaju frakciju resorbovanog leka kod
kuni¢a i Coveka. Odgovarajuéi in vivo profili su interpolirani sa ciliem da se
dostignu ekvidistantni vremenski intervali. Prilikom uspostavljanja korelacije,
zbog razlike u brzinama oslobadanja lekovite supstance kod kuni¢a i Coveka, u
obzir je uzet i vremenski faktor srazmere (Veng-Pederseni sar., 2009). Predvidene
frakcije resorbovanog karbamazepina kod kuni¢a predstavljaju nezavisno pro-
menljivu, dok predvidene frakcije resorbovanog leka kod ¢oveka predstavljaju
zavisno promenljivu. Profili resorpcije leka poredeni su primenom linearne regre-
sione analize u okviru koje su izraCunati i statisticki parametri — nagib dobijene
prave i koeficijent korelacije koji je merilo stepena (nivoa) korelacije.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Prosec¢ne vrednosti za koncentracije karbamazepina u zavisnosti od
vremena nakon pojedina¢nog oralnog uzimanja proizvoda A i proizvoda B kod
kuni¢a i ljudi prikazane su na slikama 1a i 2a, dok je na slikama 1 b i 2b prikazana
predvidena frakcija leka resorbovanog in vivo iz testiranih tableta karbamazepina

Farmakokineti¢ki parametri za KBZ nakon oralne administarcije oba
proizvoda KBZ sa kontrolisanim oslobadanjem prikazani su u tabeli 1. StatistiCka
analiza nije pokazala znac¢ajne razlike u bilo kojem farmakokineti¢kom parametru
izmedu formulacija, ni kod kuni¢a niti kod ljudi.

Nakon minimalnih izmena u formulaciji leka, poredenje njegovih re-
sorpcionih karakteristika je veoma vazno. Prosecne vrednosti za C,,,« proizvod A
(Galenika a.d.) i za proizvod B (referentni lek-Tegretol) kod kuni¢a bile su 4,77 i
4,42 ug/ml, pri éemu nisu opazene znacajne razlike. Bitne razlike nisu uo¢ene niu
vrednostima C,,,,, za prizvod A izmedu dve ispitivane vrste. Evidentirana je samo
veoma mala razlika u t,,, izmedu vrsta, dok je prosec¢na C,,, kod kuni¢a dostig-
nuta 11 h, a kod ljudi 14 h nakon uzimanja leka. Brza resorpcija leka nakon uzi-
manja oba proizvoda kod kunic¢a je u saglasnosti sa ispitivanjima drugih autora
koji su pokazali da se KBZ brze resorbuje izduodenuma i kolona kod kunic¢a, te se
tako moze objasniti produzena resorpcija proizvoda kod ljudi (Riad i Sawchuk,
1991). Vrednosti za AUC su podeSene prema telesnoj masi i takode nisu pri-
mecene bitne razlike ni kod kuni¢a ni ljudi. Nisu nadene statisticki znacajne razlike
za AUC®™t i AUCY> izmedu ispitivanih vrsta. U radovima drugih autora naila-
zimo na sli¢ne farmakokineti¢ke podatke o eliminaciji proizvoda kod kuniéa (Ruk-
hadze i sar., 2000). Razlike u vremenu eliminacije leka kod kunic¢a i ljudi (tabela 1)
ocekivane su zbog razlike u anatomskoj strukturi i funkciji izmedu vrsta.
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Primer najbolje IVIV korelacije predstavljen je na slici 3. Za proizvod A i
B najvecdi stepen korelacije sa korelacionim koeficijentom od 0,986 i 0,990, nagi-
bom i regresionom pravom 1,039 1,093, dobijen je preko odnosa resorpcije leka
kod ljudi sledeci in vivo resorpciju kod kunic¢a na istoj skali. Relativno visok koefi-
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Slika 1. (a) Prosecne vrednosti koncentracije karbamazepina u plazmi kuni¢a nakon po-
Jjedinacne oralne administracije; (b) Predvidena frakcija resorbovanog leka oba in vivo
testirana proizvoda /

Figure 1. (a) Average values for carbamazepine concentration in rabbit plasma following individual oral
administration; (b) Projected fraction of resorbed medicine for both in vivo tested products

76



Vet. glasnik 65 (1-2) 71 - 81 (2011) Irena Hom8&ek i sar.: Predvidanje resorpcije i
farmakokineti¢kog profila karbamazepina iz tableta sa kontrolisanim oslobadanjem ...

cijent korelacije (0,986) za zbirne podatke ukazuje na visoku korelaciju izmedu
podataka dobijenih ispitivanjima na ljudima sa podacima koji su dobijeni ispitiva-
njima na zivotinjima.
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Slika 2. (a) Prosecne koncentracije karbamazepina u plazmi ispitanika nakon uzimanja po-
jedinacne oralne doze (b) Predvidena frakcija resorbovanog leka oba in vivo tesirana
proizvoda

Figure 2. (a) Average plasma carbamazepine concentration in human plasma following individual oral adminsi-
tration (b) Projected fraction of resorbed medicine for hoth in vivo tested products
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Tabela 1. Farmakokineti¢ki parametri (srednja vrednost + st. devijacija) za karbamazepin
(KBZ) kod kunic¢a i ispitanika nakon uzimanja oba proizvoda sa kontrolisanim
otpustanjem aktivne supstance /

Table 1. Pharmacokinetic parameters (mean value + st. deviation) for carbamazepine (CBZ) in rabbits and
human subjects following intake of both products with controlled-release active substance

Uzorci plazme kunica / Uzorci humane plazme /
Proizvod / Samples of rabbit plasma Samples of human plasma
Product

A B A B

Crmax [ug/ml] 4.77+1.50 4.42+1.08 3.88:0.90 3.65+1.42
tmax [h] 11.5+2.39 11+2.87 14.7+2.19 14.3+4.28
Ay [h71] 0.1491+0.0405* | 0.1551+0.0681 0.020=+0.005 0.018+0.006
t1y0 [h] 4.88+1.18* 4.97+1.52 37.42+6.73 42.01=10.41
AUCO-t [ugh/mikg] 20.85+4.13 21.51+3.88 3.48+1.13 3.40+1.70
AUCO7?8 [ugh/mlkg] 21.12+4.33 23.64+4.99 3.48+1.13 3.40+1.70
CL/F [L/h] 6.69+1.25* 6.47+1.95 1.68+0.27 1.89+0.71
V,/F [L] 41.41+11.71 50.17+7.08 86.81+14.68 95.32+23.42
MRT [h] 12.84+3.96* 13.38+2.54 57.48+10.94 57.87+11.95

Cmax — maksimalna koncentracija u plazmi; ty,a4 — vreme potrebno za postizanje Cpy,5x; A, — terminalna
konstanta eliminacije; t1/o — vreme poluzivota bazirano na A; AUCO—= | AUCO! - povréina ispod
krive koncentracije-vreme; CL/F -oralni klirens; V,/F — prividni volumen distribucije; MRT — maksimalno
vreme zadrzavanja /

Cpax — Maximum concentration in plasma; t,,,, — time necessary for reaching Cip,y; A, — terminal constant of
elimination; t 5~ time of half-life based on),; AUCO—>, AUCO' - area under curve concentration-time; CL/F
— oral clearance; V,/F — seeming volume of distribution; MRT - maximum retention time

* Statisticka znacajnost (p<005) izmedu uzoraka plazme kuniéa i uzoraka humane plazme /
*Statistical significance (p<005) between plasma samples from rabbits and from humans
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Zakljucak / Conclusion

U ovoj studiji ispitivana je korelacija vrednosti resorbovane frakcije
KBZ kod kuni¢a i ljudi, u cilju predvidanja resorpcionih karakteristika tableta sa
kontrolisanim oslobadanjem, formulisanim u Galenici a.d., baziranim na poda-
cima dobijenim na Zivotinjskom modelu. U skladu sa dobijenim vrednostima,
moguce je zakljuciti da kuni¢ mozZe biti model za prac¢enje faramakokinetike KBZ u
tabletama sa kontrolisanim oslobadanjem. Ovo je veoma vazno kad imamo
veoma male izmene u formulaciji proizvoda koji je ve¢ na trzistu i kad treba po-
desiti farmakokinetiCke karakteristike i bioekvivalenciju prema referentnom proiz-
vodu. Stoga su u ovoj studiji koris¢eni podaci i za kuniée i za ljude i poredenjem
dobijeni faramakokineti¢ki parametri. Pored ovoga, u kombinaciji sa podacima
dobijenim in vitro test disolucije, ispitana je in vitro in vivo korelacija na dva nivoa.
Rezultati ove studije potvrduju korelaciju predvidene frakcije resorbovanog KBZ iz
oba ispitivana proizvoda sa kontrolisanim oslobadanjem izmedu humanog mod-
ela i modela kunica.
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ENGLISH

PREDICTING ABSORPTION AND PHARMACOKINETIC PROFILE OF
CARBAMAZEPINE FROM CONTROLLED-RELEASE TABLET FORMULATION
IN HUMANS USING RABBIT MODEL

Irena Homs$ek, Dragica Popadi¢, Slobodanka Simi¢, Slavica Risti¢,
Katarina Vuci¢evi¢, Branislava Miljkovié

Controlled-release (CR) pharmaceutical formulations offer several advan-
tages over the conventional, immediate release dosage forms of the same drug, including
reduced dosing frequency, decreased incidence and/or intensity of adverse effects,
greater selectivity of pharmacological activity, reduced drug plasma fluctuation, and better
compliance. After a drug product has been registered, and is already on market, minor
changes in formulation might be needed. At the same time, the product has to remain ef-
fective and safe for patients that could be confirmed via plasma drug concentrations and
pharmacokinetic characteristics. It is challenging to predict human absorption and phar-
macokinetic characteristics of a drug based on the in vitro dissolution test and the animal
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pharmacokinetic data. Therefore, the objective of this study was to establish correlation of
the pharmacokinetic parameters of carbamazepine (CBZ) CR tablet formulation between
the rabbit and the human model, and to establish in vitro in vivo correlation (IVIVC) based
on the predicted fractions of absorbed CBZ. Although differences in mean plasma concen-
tration profiles were notified, the data concerning the predicted fraction of drug absorbed
were almost superimposable. Accordingly, it can be concluded that rabbits may be repre-
sentative as an in vivo model for predicting the pharmacokinetics of the CR formulation of
CBZ in humans.

Key words: carbamazepine, controlled-release formulation, human, in vitro in vivo
correlation, pharmacokinetics, rabbit

PYCCKUA

NPEABUAEHUE PESOPBLIUN ®PAPMAKOKUHETUYECKOIO NMPO®UIIA
KAPBAMESAIMNWHA U3 TABJIETOK C KOHTPOJINPOBAHHbIM
OCBOBOXAEHUEM Y JIIOAEN NMNOJIb3BOBAHUEM MOAEJIN KPOJIMKOB

WpeHa Xomuwek, [iparuua Nonaguy, Cnob6oganka Cumuy, Cnasuuya Puctuy,
KarapuHa ByunyeBuu, BpaHucnasa MunbkoBuy

®dapmaneBTnyeckme HOpMyMPOBKN C KOHTPONMPOBAHHBLIM OCBOOOXAEHU-
€M MMEIT HECKOIbKO NMPEevMyLLECTB B OTHOLIEHUN KOHBEHLMOHAbHBLIX A03UPOBaHHbIX
(hOpM C MFHOrOBEHHbLIM OCBOOOXAEHMEM TOW XKEe NEeKapCTBEHHOWN CYOCTaHLMN, HTO NPex-
e BCero oTpaxxaeTcs B peAyLMpOBaHHOW YacTOTe AO3MPOBaHNS, YMEHbLUEHHOM SiBie-
HUWN /NN MHTEHCMBHOCTU HeXXenaTesbHbIX 3heKTOB, 60bLIEN hapMaKoIorM4eckom
CENEKTUBHOCTU, peAyLMpPOBaHHON hNyKTyaLmmn NekapCTBEHHOW CybCcTaHUMmn B Nnasme u
nyywen TepnumocTu. Korga nocne 3akOHYEHHOW perMcTpaumm npenapart Hamgércs Ha
PbIHKE MOXET ABMTCHA Hy>XAa ANA MEHbLIMX M3MeHeHun B chopynmpoBke. B Takoe ke
BPEMSI OH HY>XeH 0CTaTb 3PEKTUBHbIV U 6€30NacHbIN A5 NaUMEHTOB, HTO MOXET ObITb
NoATBEPXAEHME Ha OCHOBE KOHLEHTPaLMKN NNeKapCTBEHHOM Cy6CcTaHumm B nnasme un ap-
Makomorm4yecknx AaHHoix. OTAenbHbIV BbI3OB NpeacTaBnseT cobon npeaBuaeHve pe-
30p6umMKn hapMakOKNMHETUHECKNX CBOMCTB JIEKAPCTBEHHON CybCTaHUMM y NIOAEn Ha oc-
HOBE ornpeAeneHus in vitro CKOPOCTN PacTBOPEHNS U (hapMaKOKMHETUYECKMX [AaHHbIX,
NOJyYeHHbIX UCMbITAHWEM Ha XXMBOTHOW MoAenu. Bcnefcteue 3T0ro Lenb 3Ton paboThl
6blnla YCTaHOBUTbL Koppenaumio hapMakoKMHETUHECKNX NapameTpoB cpean moaernen
KPOJIMKOB ¥ r'yMaHHOW Moaenu anst gopmMynmpoBKN TabneToK C KOHTPOIMPOBaHHbLIM OC-
BO6OXAeHMeM kapbamasenuHa (KB3) cnosHO v in vitro v in vivo koppensuus o6ocHoBaHa
Ha NpeABUAEHHON hpaKLmmn BNUTLIBAHHOrO NiekapcTaa. Ml Bo3ne 3ameyeHHbIX pasHul B
cpefHnX Npohnnax niasma KOHUEHTpauumin, pesynbTaTbl OTHOCAWMECS Ha NpeaBUAEH-
Hyt0 (hpaKLMIO BNUTbIBAHHON NEKAPCTBEHHOW CyCTaHLUMM O6bInv NOYTU MAEHTUYHBI. Ha oc-
HOBE TOr0 MOXHO cAenaTth BbIBOZ, YTO KPOJSIMK MOXXET MOSIb30BaTbCA KaK penpeseHTa-
TUBHas in vivo MoZenb Ana NpeABnaeHnsa hapMakOKMHETUHECKNX XapaKTePUCTUK op-
MYJIMPOBKM C KOHTPOSIMPOBaHHbIM ocBoboxaeHnem KB3 y nogen.

KrntodeBble crnosa: kKap6amasenvH, hopMynMpoOBKU C KOHTPONMPOBAHHbLIM
0CBOOOXAEHMEM, MOAW, in Vitro, in vivo, koppensuus, hapmMakoKMHeTMKa, KPOMMKN
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STANDARDNE RADNE PROCEDURE U PROIZVODNJI
SREMSKE TRADICIONALNO FERMENTISANE KOBASICE’
STANDARD WORKING PROCEDURES IN PRODUCTION OF
TRADITIONALLY FERMENTED SREMSKA SAUSAGE

Slavica Veskovi¢ Moracanin, L. Turubatovi¢, M. Raseta, S. Stefanovi¢,
S. Jankovié, Marija Skrinjar™

Ispitivanja sprovedena u okviru Projekta "Tehnoloske i protektivne
osobine autohtonih sojeva bakterija mlecne kiseline izolovanih iz tradli-
cionalnih fermentisanih kobasica i mogucnosti njihove primene u in-
dustriji mesa" (Evidencioni broj: 20127), finansiranog od strane Min-
istarstva za nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije, dala su odgovor
0 karakteristikama kvaliteta ulaznih sirovina namenjenih za proizvodnju
sremske kobasice - jedne od nasih najpoznatijih tradicionalno fermen-
tisanih kobasica (izbor mesa, masnog tkiva, dodataka i zacina). Regis-
trovani su podaci vezani za postupke njihove obrade, utvrdeni su mik-
roklimatski uslovi (temperatura, relativna vliaZnost i cirkulacija vazduha)
tokom Citavog procesa proizvodnje i fermentacije, kao i prisustvo i
vrsta mikroorganizama, prvenstveno bakterija mle¢ne kiseline (BMK)
nosioca mle¢ne fermentacije. Utvrdena su najvaZnija svojstva nadeva,
reZimi dimljenja, fermentacije, zrenja, susenja, kao i parametri kvaliteta
i bezbednosti gotovog proizvoda.

Istovremeno, odredene su standardne radne procedure (SRP) za
pripremu mesa, masnog tkiva, formiranje i punjenje nadeva u omo-
taCe, kao i karakteristike gotovih proizvoda. Navedene SRP-e treba da
posluZe kao vodi¢ industriji mesa u procesu proizvodnje ove tradicion-
alne fermentisane kobasice.

Kljuéne reci: sremska kobasica, tradicionalne fermentisane kobasice,
prizvodni parametri, standardne radne procedure

*  Rad primljen za $tampu 10. 02. 2011. godine

** Dr Slavica Veskovi¢ Moracanin, specijalista higijene namirnica, nau¢ni saradnik, dr Lazar Tu-
rubatovi¢, nauc¢ni savetnik, Mladen RasSeta, istraziva¢ saradnik, Srdan Stefanovi¢, istrazivac¢
saradnik, SaSa Jankovi¢, istraziva¢ saradnik, Institut za higijenu i tehnologiju mesa, Beo-
grad; dr Marija Skrinjar, redovni profesor, Tehnolo$ki fakultet Univerziteta u Novom Sadu,
Novi Sad
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Uvod / Introduction

Proizvodnja fermentisanih kobasica je oblast prerade mesa koja je,
poslednjih nekoliko decenija, bila predmet intenzivnih stru¢nih i naucnih is-
trazivanja. Do sada su izu€eni najvazniji principi proizvodnje, definisani su uzroci
nekih od naj¢es¢ih greSaka, utvrdeni su odredeni parametri kvaliteta, ali je ostalo
jos mnogo toga da se ispita i proveri u slozenim postupcima pretvaranja sirovina u
gotove proizvode pikantno-aromati¢nih svojstava, kakvi su tradicionalno fermen-
tisane kobasice (Kozacinski i sar., 2008).

Sremska kobasica je tipian predstavnik fermentisanih kobasica.
Medutim, zbog odredenih karakteristika to je i specifican proizvod u kome se
zrenje (fermentacija) odvija pod posebnim uslovima, pa se zbog toga umnogome
razlikuje od drugih trajnih kobasica (Veskovi¢ Moracanin, 2007). Dugogodi$nja
proizvodnja i pojava kvalitetnih proizvoda doprineli su da se ove kobasice procuju
po svojim svojstvima i da postanu narocito trazene. Na izvestan nacin afirmisale
su se kao specifiCan nacionalni proizvod. To su bili glavni razlozi da se poku$a sa
znatnim povecanjem proizvodnje, prvo u zanatskim uslovima domacinstva, a
danas i u savremenim pogonima industrije mesa (Tadi¢, 2000). Ali, industrijaliza-
cija proizvodnje i naglo povecanije broja proizvodaca, sa neizbeznim rizikom dobi-
janja proizvoda veoma razli¢itog kvaliteta, predstavljala je opasnost da se bitno iz-
mene izvorna svojstva ovoga tradicionalnog proizvoda.

Najcesci navodi koriS¢eni u opisu sremske kobasice su: "dugogo-
diSnja proizvodnja", "kvalitetan trajni proizvod", "specifiCan nacionalni proizvod",
"standardnost kvaliteta". Medutim, oni sami po sebi nisu dovoljni da se ovaj proiz-
vod odrzi na trziStu bez pisanih podataka o tehnologiji proizvodnje, osobinama i
parametrima kvaliteta. DosadasSnje iskustvo govori da je takvih zapisa veoma
malo pa se i nacin tradicionalne izrade jo$ uvek prenosi usmeno, sa kolena na
koleno.

U domacinstvima sremska kobasica se proizvodi, obi¢no, u periodu
prelaza kasne jeseni u zimu kada je temperatura vazduha po pravilu niska, oko
0°C i nize (Raseta, 1957), pretezno od svinjskog mesa, slanine (¢vrstog masnog
tkiva), uz dodatak soli i zacina. Tom prilikom, meso i slanina se, u vecini slu¢ajeva,
posebno ne pripremaju niti odabiraju, jer se kobasice, naj¢esce, prave onog dana
kada je svinja i zaklana. Nakon usitnjavanja mesa, mesnih obresaka i komada
masnog tkiva dodaje se kuhinjska so, zacini i uglavhom, male koli¢ine teCne faze
(bujon, hladna voda). Dobijeni nadev se, najcesce, puni ru¢nom punilicom u
tanka svinjska creva koja se formiraju u parove uobiCajene duzine. Kobasice se
kace na drvene Stapove, cede, a zatim se prenose u pusnicu gde se dime tzv.
hladnim postupkom tokom 6-7 dana, a ne retko i duze. Posle zavr§enog dimljenja
kobasice se drze na suvom, prozratnom mestu radi suSenja, koje obi¢no traje
oko 2 nedelje (u seoskim domacinstvima to su najcesce same pusnice, tavanski
prostori ili slicno) (Tojagi¢, 1996). U toku ovog perioda pocinje paralelno inten-
zivna faza zrenja i suSenja, pri cemu ponekad gube veoma velike koli¢ine vode. U
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navedenim uslovima, zrenje je zavrSeno otprilike krajem tre¢e nedelje, kada srem-
ska kobasica dobija karakteristicnha senzorska i fizicko-hemijska svojstva gotovog
proizvoda (Veskovi¢, 2009).

Ispitivanja sprovedena u okviru Projekta "TehnoloSke i protektivne
osobine autohtonih sojeva bakterija mle¢ne kiseline izolovanih iz tradicionalnih
fermentisanih kobasica i moguénosti njihove primene u industriji mesa", definisala
su proizvodne parametre i tehnolosSke postupke izrade sremske kobasice koja je
proizvedena na tradicionalan nacin, veoma blizak onome koji se nekada primeniji-
vao u domacinstvima. Medutim, da bi se postigla Sto vec¢a standardnost u indus-
trijskoj proizvodnji sremske kobasice, neophodno je koriS§¢enje osnovnih siro-
vina, dodataka i zaCina, koji ispunjavaju odredene zahteve.

Sirovine za proizvodnju sremske kobasice /
Raw materials for production of Sremska sausage

Sremska kobasica je proizvedena u industrijskim uslovima, primenom
osnovnih nacela tradicionalne proizvodnje, a u skladu sa vaze¢im "Pravilnikom o
kvalitetu i drugim zahtevima za proizvode od mesa" (Sl. list SCG br. 33/2004). Sas-
tav osnovne sirovine kobasice Cinilo je smrznuto svinjsko meso ple¢ke (-5°C),
ohladeno meso buta (4°C) i smrznuto ¢vrsto masno tkivo (-5°C). Kao dodaci
kori§¢eni su nitritna so i dekstroza, a od prirodnih zacina upotrebljeni su usitnjeni
beli luk i mlevene slatka i ljuta paprika. Nadev je punjen u (svinjska) tanka creva.

Mikrobioloske karakteristike sirovina | Microbiological characteristics of raw materials

Mikrobiolo$ki kriterijumi osnovnih sirovina (svinjsko meso | i Il katego-
rije, Cvrsto masno tkivo) dati su u tabeli 1.

Patogeni mikroorganizmi (Salmonella spp., L.monocytogenes.,
Staphylococcus aureus, E.coli i sulfitoredukujuée klostridije) ne smeju biti prisutni,
dok ukupan broj bakterija ne sme biti veéi od 10° cfu/g, odnosno 10° cfu/g, za
svinjsko meso | i Il kategorije i évrsto masno tkivo, respektativno. Enterokoke i
bakterije familije Enterobacteriaceae imaju, priblizno, iste kriterijume (ne vise od 5
x 102 cfu/g), uz nesto stroze zahteve za svinjsko meso | kategorije, kada su u pi-
tanju enterokoke (102 cfu/g). Broj kvasaca i plesni u svinjskom mesu ne sme biti
ve¢i od 102, a u &vrstom masnom tkivu do jednog eksponenta vige.

Broj bakterija mlec¢ne kiseline i broj mikrokoka trebalo bi da je vedi ili
priblizan vrednostima od 2,3 (log cfu/g), respektativno. Neki od ovih parametara
ispitivanja nisu predvideni vazeéim Pravilnikom o mikrobioloskoj ispravnosti na-
mirnica u prometu (Sl.list SRJ br.26/93), ali sprovedena istrazivanja za potrebe
ovog projekta namecéu potrebu za njihovim ispitivanjem sa predloZenim grani-
cama.
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Tabela br.1 MikrobioloSki kriterijumi osnovnih sirovina u proizvodnji sremske kobasice /
Table 1. Microbiological criteria for basic raw materials in production of Sremska sausage

Vrsta ispitivanja /
Type of investigation

Svinjsko meso | kat.
(Svinjski but)
Pork cat. I (Sirloin)

Svinjsko meso Il kat.
(Svinjska plecka) /
Pork cat. I (Sirloin)

Cvrsto masno tkivo /
Solid fatty tissue

Ukupan broj bakterija /
Total number of bacteria <5.00 <5.00 <3.00
(log1g cfu/g)
Enterobacteriaceae spp < < <
(log1o cfu/g) <250 <250 <250
Enterococcaceae spp < <
(log1o cfulg) <2.00 <250 <2.20
Kvasci i plesni |
Yiests and fungi <2.00 <2.00 <2.90
(log1g cfu/g)
Bakterije mlecne kiseline /
Lactic acid bacteria >2.30 >2.30 -
(logqg cfu/g)
Micrococcaceae spp _ _ _
(log10 cfu/g) =2.50 =2.30
E.coli nije dozvoljeno / nije dozvoljeno / nije dozvoljeno /
uig not permitted not permitted not permitted

Staphylococcus aureus
uilg

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

Sulfitoredukujucée klostridije /
Sulphite-reducing clostridia
uig

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

L.monocytogenes

nije dozvoljeno /

nije dozvoljeno /

nije dozvoljeno /

u 259 not permitted not permitted not permitted
Salmonella spp. nije dozvoljeno / nije dozvoljeno / nije dozvoljeno /
u 259 not permitted not permitted not permitted

Parametri kvaliteta sirovina | Parameters of raw material quality

U izvornim uslovima proizvodnje sremske kobasice u domacinstvima,
uslov za nastanak kvalitetnog proizvoda bio je da meso potic¢e od starijih svinja
rase mangulica. | u industrijskim uslovima, prednost se daje mesu nesto starijih
zivotinja, koje sadrzi viSe suve materije i ima intenzivniju boju i ¢vr§éu teksturu.
Upotreba mesa zrelijih Zivotinja sa vise miSi¢nih pigmenata jedan je od pre-
duslova za postizanje zadovoljavajuce boje (Radeti¢, 1997).

Meso treba da je dobro ozrelo, sa otvorenom mikrostrukturom, &iji pH
ne treba da bude visi od 6,5, dok pH vrednosti za svinjsko meso | kategorije treba
da budu oko 6,0; sadrzaj vode treba da je ispod 75% (svinjsko meso Il kategorije),
dok za svinjsko meso | kategorije sadrzaj vode treba da je za 2-3 % maniji. Sadrzaj
proteina ne sme biti nizi od 20% (za svinjsko meso | kategorije, obavezan kriteri-

86



Vet. glasnik 65 (1-2) 83 - 93 (2011) Slavica Veskovi¢ Moracanin i sar.: Standardne radne
procedure u proizvodnji sremske tradicionalno fermentisane kobasice

jum), a sadrzaj masti oko 5% (za svinjsko meso Il kategorije) i ispod 5% (za
svinjsko meso | kategorije) (Tabela br. 2). To znaci, da iz mesa pre usitnjavanja,
mora biti odstranjeno medumisicno masno i grubo vezivno tkivo. Kao $to je
poznato, medumisiéno masno tkivo sadrzi molekule nezasi¢enih nizih masnih
kiselina, koje prilikom usitnjavanja zamas¢uju komade mesa, $to dovodi do
otezanog formiranja boje i odavanja vlage tokom fermentacije, zrenja i suSenja
kobasica. Grubo vezivno tkivo, tokom suSenja, postaje tvrdo, ¢ime se umanjuje
kvalitet proizvoda. Za izradu sremske kobasice koristi se potkozno masno tkivo
svinja sa predela vrata (gronik) ili leda. Medumisiéno masno tkivo nije dovoljno
kvalitetno za upotrebu u izradi ovog proizvoda. Vrednost pH u masnom tkivu ne
treba da bude viSa od 6,30, a konzistencija €vrsta sa zrnastom strukturom.

Tabela 2. Hemijski parametri kvaliteta sirovine za proizvodnju sremske kobasice /
Table 2. Chemical parameters for quality of raw materials for production of Sremska sausage

Ispitivani parametri . . y
kvaliteta / Svinjsko meso | kat. Svinjsko meso Il kat. Cvrsto masno tkivo /
Examined quality P(i\”nJSk]' %l,ﬂ)] / P(S}(/m]Sk?[p[g; k%;z)z’/ Solid fatty tissue
parameters ork cat. I (Sirloin) ork cat. II (Shoulder)
. . 72,99 + 0,14 76,61 + 0,19 15,99 + 0,08
Sﬁgtr;alc ;’;;Ift(f;?)/ 72.85 + 0,14 74.80 + 0.17 13,63 + 0,07
¢ 71,97 + 0,13 74,08 + 0,19 17,93 + 0,08
. o 4,66 + 0,13 5,54 + 0,10 87,00 + 0,10
Sag;tz?og?;t“ ((7/‘)’) / 4,99 + 0,15 5,34 + 0,14 81,60 + 0,15
0 4,86 + 0,18 5,94 + 0,19 84,84 + 0,20
.. . 21,31 + 0,13 19,36 + 0,15 2,67 + 0,20
S%thfnp;gﬁég? %’)) / 21,84 40,16 19,75 + 0,18 4,48 + 0,11
0 20,61 + 0,18 19,56 + 0,19 5,65 + 0,16
.. . 0,99 + 0,01 1,07 + 0,01 0,12 + 0,01
Sajrszbajcg;g;tla(%) / 0,96 + 0,01 1,02 + 0,01 0,18 + 0,01
v 0,95 + 0,02 0,91 + 0,02 0,19 + 0,02
. . 0,14 + 0,01 0,12 + 0,01 0,10 + 0,01
S?\grczlai'o’j]?e?t (({;))/ 0,16 + 0,01 0,19 + 0,01 0,09 + 0,01
§ 0,12 + 0,01 0,15 + 0,01 0,15 + 0,01
0,972 + 0,001 0,973 + 0,001 0,909 + 0,001
aW;/reSar]\lZst/ 0,978 + 0,001 0,981 + 0,001 0,917 + 0,001
i 0,973 + 0,001 0,973 + 0,001 0,912 + 0,001
6,07 + 0,001 6,42 + 0,001 6,28 + 0,002
PH \gega[n;es Y 6,05 + 0,001 6,61 + 0,001 6,24 + 0,002
p 6,02 + 0,001 6,56 + 0,001 6,30 + 0,002

Meso se moze koristiti u ohladenom stanju, kada temperatura treba
da bude izmedu 0i 4°C, delimi¢no smrznuto, kada je temperatura oko -10°C i pot-
puno smrznuto, kada je temperatura ispod -18°C. Ukoliko se koristi ohladeno
meso, zbog potpunijeg odvijanja procesa zrenja, najbolji rezultati se postizu uko-
liko se ono upotrebi 48 sati posle klanja Zivotinja. Delimi¢no smrznuto meso moze
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se koristiti do 30 dana, a potpuno smrznuto do 90 dana. U ovom periodu nisu
utvrdene promene u mesu, koje bi mogle uticati na kvalitet tradicionalno fermenti-
sanih kobasica. Kada je u pitanju masno tkivo, ono se mora delimi¢no smrznuti
radi zaustavljanja hidrolitickih aktivnosti lipaza i obezbedenja kristalizacije masti,
¢ime masno tkivo postaje pogodno za usitnjavanje.

Karakteristike dodataka i zaCina | Characteristics of additives and spices

Svojevremeno, u proizvodniji tradicionalno fermentisanih kobasica u
domacinstvima, kori§¢ena je samo kuhinjska so i prirodni zacini (aleva paprika i
beli luk). Sada se radi veée sigurnosti i brzeg postizanja pozeljne boje koristi ni-
tritna so, tj. meSavina kuhinjske soli i nitrita u odnosu 99,4:0,6%. Nitritna so, kao i
dekstroza i prirodni zacini, ne smeju da sadrze patogene bakterije. Ukupan broj
bakterija kod nitritne soli i dekstroze ne sme da bude veéi od 103, a kod prirodnih
zadina (usitnjenog belog luka i mlevene slatke i ljute paprike) ne veéi od 10°. Broj
kvasaca i plesni, kod nitritne soli i dekstroze, ne treba da je veéi od 102, a kod
zagina od 108.

U toku skladiStenja dodataka i zaCina veoma je vazno da ne dode do
stvaranja grudvica, ve¢ da se o€uva praskasta, odnosno pastozna struktura (u
slu€aju usitnjenog belog luka) radi §to boljeg meSanja sa ostalim komponentama
nadeva. Kuhinjska so ne sme da sadrzi jedinjenja magnezijuma, zbog higro-
skopnosti, zgrudnjavanja i gorkog ukusa. Ispitivanja su pokazala da u pripremlje-
noj nitritnoj soli i originalno upakovnoj dekstrozi, u toku 30 dana skladiStenja, ne
dolazi do promena. Mlevena suva, ljuta i slatka, paprika, pri 18°C moze da se Cuva
12 meseci, a beli luk u glavicama, pri +4°C, takode, 12 meseci.

Karakteristike nadeva | Characteristics of filling

Koli¢inski odnosi osnovnih sirovina, dodataka i zac¢ina za proizvodnju
sremske kobasice prikazani su u tabeli 3. Kao $to se moZe videti meso u€estvuje
sa 75%, masno tkivo sa 25%, nitritna so sa 2,6%, dekstroza sa 0,5%, usitnjeni beli
luk sa 0,8%, slatka i ljuta mlevena paprika sa po 0,3%, tj. ukupno sa 0,6%. Najbolji
rezultati se postizu ako je temperatura nadeva u granicama od 0 do -5°C, sto za-
visi od toga da li je upotrebljeno ohladeno, delimi¢no smrznuto ili smrznuto meso.
Ako se koristi smrznuto masno tkivo, onda se mora koristiti ohladeno meso, da bi
se obezbedila temperatura nadeva od oko -5°C. Niza temperatura nadeva oteza-
va punjenje u prirodne omota¢e i moze uzrokovati pojavu rupa i pukotina u
sadrzaju gotovih proizvoda. pH nadeva ne bi trebalo da bude visi od 6,1, a a,, ne
veci od 0,96. Meso i masno tkivo treba da su homogeno izmes$ani, veli¢ina Cestica
da se krec¢e u granicama od 5-8 mm (Turubatovi¢ i sar., 2004).
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Tabela 3. Osnovni sastav sremske kobasice sa osnovnim elementima procesa
proizvodnje /
Table 3. Basic composition of Sremska sausage with basic elements of production process

Dimenzije i tezina

kobasice / Omotad / Koli¢ina / |Duzina procesa zrenja /

Dimensions and | Weapper Sastojci / Contents (?ggnliﬁt))/ Dumtzonrgcl; :;aturmg
welght of sausage 9 p
— Ohladeno svinj.meso buta / 40.0 kg

— chilled pork, sirloin
- Smrznuto svinj.meso plecke / | 35.0 kg

34-36 mm @ prirodan |- frozen pork, shoulder Dimljenje — 3 dana na
24 cmduzina/  |(svinjsko [-Smrznuto &vrsto masno tkivo / | 25.0 kg |20°C / Smoking - 3 days
24 cm length tanko — frozen solid fatty tissue at 20 °C
300 g tezina / crevo) / |- Nitritna so sa 1% Salitre / 2.6 kg |66% RVV
300 g weight natural |- nitrite salt with 1% saltpeter Zrenje — 21 dan na 12
(par kobasica) / |(pork — Secer (dekstroza) / 0.5kg |do 29°C / Maturing - 21
(one pair of small — sugar (dextrose) days at 12 to 29°C
sasausages) Intestine) |- Mlevena ljuta i slatka paprika / 0.6 kg [58% - 80% RVV

— ground hot and sweet paprika

— Usitnjeni beli luk / 0.8 kg

— minced garlic

Pri pripremi nadeva bitan je i redosled komponenti i brzina kretanja
noza iz zdele kutera. Kada se koristi delimi€éno smrznutog ili smrznuto meso, ono
se najpre usitnjava do veli¢ine Cestica oko 10 mm, a zatim se dodaje delimi¢no
smrznuto masno tkivo. Kada se koristi ohladeno meso ili delimi¢no smrznuto ili
smrznuto masno tkivo, redosled je obrnut. Kuhinjska so, dekstroza i zacini se do-
daju u usitnjeno meso i masno tkivo na kraju procesa pripreme nadeva, uz nasta-
vak meSanja naredna 2-3 minuta. Pripremljen nadev se, pre punjenja u tanka
creva, usitnjava do veli€ine Cestica oko 3-5 mm, ¢ime se dobija konacni mozaik
nadeva sa komadi¢ima ujednacene veliCine.

Formirani nadev za sremsku kobasicu puni se pod vakumom u pri-
rodne omotace — svinjska tanka creva, precnika 34-36 mm. Omotaci moraju biti
¢vrsto napunjeni nadevom da bi se izbegla pojava pukotinaili rupa u sadrzaju ko-
basica. Kobasice se, tokom punjenja, automatski uparuju, pri ¢emu se
obezbeduje duzina od oko 30 cm (ne manja od 24 cm) i masa od oko 150 g po ko-
madu, odnosno 300 g po jednom paru kobasica.

Karakteristike proizvodnih faza / Characteristics of production stages

Temperiranje nadeva i suSenje povrSine omotaca kobasica, posle
punjenja, obavlja se u klima-komori, u trajanju od 4 sata, pri temperaturi od 18°C,
relativnoj vlaznosti vazduha od 85% i cirkulaciji vazduha od 0,5 m/sec. Dimljenje
sremskih kobasica, takode, traje 4 sata, s tim da je vlaznost vazduha 94%, tem-
peratura od 18°C, a cirkulacija od 0,1 m/sec. Fermentacija sremskih kobasica, u
industrijskim uslovima, traje 3 dana, pri temperaturi od 16°C, relativnoj vlazi
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vazduha od 92 do 90% i cirkulaciji vazduha od 0,5 m/sec. Dalje zrenje i suSenje u
trajanju od 18 dana obavlja se pri temperaturi od 14 do 15°C, programiranoj opa-
dajucoj relativnoj viaznosti vazduha od 90 do 78% i cirkulaciji vazduha od 0,3 do
0,1 m/sec. U industriji se gotove sremske kobasice, neupakovane, najduze
skladiste do 3 dana, pri ¢emu se obezbeduje temperatura od 10°C i relativha
vlaznost vazduha od 85%, da bi se smanijilo dalje isuSivanje kobasica.

Parametri kvaliteta gotovih proizvoda/ Parameters of quality of finished products

Fizi¢ko-hemijski parametri | Physical-chemical parameters

Da bi se o¢uvao kvalitet tradicionalne sremske kobasice, obezbedio
kontinuitet u njenoj daljoj proizvodniji, neophodno je definisati i tokom proizvodnje
zadovoljiti odredene kriterijume, po€ev od kvaliteta osnovnih sirovina, postupka
izrade, pa do kvaliteta, samog, gotovog proizvoda. Drugim re¢ima, neophodno je
postaviti minimalne, ali obavezne, tehnoloske zahteve radi dobijanja proizvoda
pozeljnih i ujednacenih fizicko-hemijskih i senzorskih svojstava.

Sremska kobasica, kao fermentisani proizvod od mesa, moZze na kraju
procesa zrenja sadrzavati 25-30% vode, mada su utvrdene koli¢ine i ispod 20%,
pri Cemu je proizvod i dalje imao prose¢no dobra svojstva. Ovakay, relativno nizak
procenat vode uslovljen je uskim promerom creva (28-36 mm) kao i duzinom
zrenja koje moze trajati 2-3 nedelje i viSe (Turubatovi¢ i Tadi¢, 2004).

Sa stepenom gubitka vode, poveéava se sadrzaj natrijum-hlorida, pa
je preporuceni sadrzaj soli kod gotovog proizvoda ispod 4,5%. Promena a,, vred-
nosti je u direktnoj korelaciji sa procesom gubitka vlage i treba da je ispod 0,84.
Kada je re¢ o kvarljivosti ovakve a,, vrednosti ukazuju na mikrobiolo$ku stabilnost
proizvoda, pa je i njihovo ¢uvanje na temperaturama ambijenta moguce (Coretti,
1971).

Vrednosti pH nadeva gotovog proizvoda je u funkciji procesa zrenja
kobasica i ne treba da bude niza od 5,30. Vrednosti pH rezultat su uticaja veceg
broja faktora od kojih, svakako, najve¢i znacaj predstavlja koli¢ina i vrsta dodatih
Secera, vrsta misiénog tkiva i sastav nadeva, domaca, epifitna mikroflora i dodate
BMK, kao i drugi elementi zrenja sirovih kobasica (Hiero i dr., 1997).

Sa aspekta mikrobiolo$kih kriterijuma, u gotovim Sremskim kobasi-
cama ne sme da bude patogenih bakterija, kvasaca i plesni, a ukupan broj bak-
terija ne sme biti ve¢i od 10°.

Senzorska svojstva gotovih proizvoda /

Sensory characteristics of finished products

Gotov proizvod se, naj¢e$ée, nalazi u parovima koji imaju pravilno for-
mirane krajeve. Prirodni omotag treba da naleze ravhomerno uz nadev. Nadey,
koji se sastoji od ujednacenih usitnjenih komadi¢a mesa crvene boje i komadica
¢vrstog masnog tkiva bele boje, treba da ima svojstvo narezivanja. Na presecima
kobasica ne sme da ima rub susenja, kao ni Supljina niti pukotina (slika 1). Konzis-
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tencija kobasica mora biti ¢vrsta, ali ne i tvrda. Miris treba da je karakteristiCan za
fermentisane proizvode, sa blagom nijansom na dim.

Slika 1. Sremska kobasica proizvedena na tradicioalan nacin
Figure 1. Sremska sausage produced in traditional way
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ENGLISH

STANDARD WORKING PROCEDURES IN PRODUCTION OF TRADITIONALLY
FERMENTED SREMSKA SAUSAGE

Slavica Veskovi¢ Morac¢anin, L. Turubatovi¢, M. Raseta, S. Stefanovi¢, S. Jankovi¢,
Marija Skrinjar

Investigations conducted within project "Techonological and protective char-
acteristics of autochthonous strains of lactic acid bacteria isolated from traditional fer-
mented sausages and possibilities for their implementation in the meat industry" (Project
Number: 20127), financed on behalf of the Ministry for Science and Technology of the Re-
public of Serbia, have provided an answer on the characteristics of the quality of the used
raw materials for the production of Sremska sausage — one of the most well-known Serbian
traditionally fermented sausages (choice of meat, fatty tissue, additives and spices), and
data have been registered in connection with the procedures of their processing, microcli-
matic conditions have been established (temperature, relative humidity, and air circulation)
during the entire process of production and fermentation, as well as the presence and
types of microorganisms, primarily lactic acid bacteria (BMK), the carrier of lactic fermenta-
tion. The most important characteristics of the filling have been established, the smoking
regimen, the regimens of fermentation, maturing, drying, as well as the parameters for
quality and safety of the finished product.

At the same time, the standard working procedure has been determined for
the preparation of the meat, fatty tissue, the forming and inserting of the filling into the wrap-
pers, as well as the characteristics of the finished products. The given standard working
procedure should serve as a guideline for the meat industry in the production process of
this traditional fermented sausage.

Key words: Sremska sausage, traditional fermented sausages, production parameters,
standard working procedure
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PYCCKUA

CTAHAAPTHbIE PABOYME NPOLIEAYPbI B MPOU3BOACTBE "CPEMCKOMN"
TPAOULIMOHHO ®EPMEHTUPOBAHHOU KOJIBACHI

CnaBuua BeckoBu4 MopayaHuH, J1. Typy6artoBuy, M. PaweTta, C. CtehaHoBUY,
C. flHkoBuy, Mapus LLUkpuHsp

McnbiTaHua npoBegeHbl B pamkax Npoekta "TexHONnorn4yeckme m npoTek-
TMBHbIE CBOMNCTBA @BTOXTHHbI LUTAMMOB 6aKeTepuii MONTIOYHOWN KNCIOTbI, NU30NIMPOBAHHbIX
13 TPaAMLMOHHBIX (PEPMEHTUPOBAHHBIX KOM6Ac Y BO3MHOCTU MX NMPUMEHEHNS B MSICHOM
npombiwneHHocTn” (Y4éTHbin Homep:20127), donHAHCMPOBAHHOIO CO CTOPOHbI MuHMUC-
TepcTBa HayKu 1 TEXHONOrM4eckoro passuTns Pecnybnuku Cepbum, ganu oTBeT o Xxapa-
KTEpUCTUKaxX Ka4yecTBa BXOLHOrO Cbipbsl, HA3HAYEHHOro AN NPoOU3BoACTBa "cpemMcKon"
Konbacbl-04HON N3 HaLLMX caMblX 3HAKOMbIX TPaANLMOHHO hepMEHTMPOBAaHHLIX Konbac
(BbIOOP MSAACa, XKMPOBOW TKaHu, [06aBOK U Mpunpas), PErmcTpMpoBaHbl AaHHbIe, CBS-
3aHHble A8 MOCTYMKOB MX 06paboTKW, YTBEPXXAEHbI MUKPOKNIMMATUYECKUE YCNoBUsS
(Temnepatypa, pensaTuBHas BMA)XHOCTb W LMPKYMAUMSA BO34yXxa) B TeYeHue Lenoro
npoLiecca Npou3BoACTBa N hepMeHTaLMK, CIIOBHO Y NPUCYTCTBME U BUL MUKPOOPraHn3-
MOB, B NepBYIo ovepeb 6akTepuint MosiovHom knucnotel (BMK) HocuTenen monodHon cep-
MeHTauun. YTBEep>XAeHbl BaXKHENLME CBONCTBA HAYNHKMW, PEXXUMbI KONYEHUS, (depMeH-
Tauum, co3peBaHus, CyLIKKU, CIIOBHO U napameTpbl KadecTBa 1 6e30nacHOCTM rOTOBOro
npoagykra.

OpHoBpeMeHHO, onpefeneHbl cTaHaapTHble paboudne npouenypbl (CPII)
OS5 NOATrOTOBKM MsiCa, XKMPOBOM TKaHW, (hOpMUPOBaHME 1 HamnosHeHue apa B 060-
JI0YKWM, CJTIOBHO Y XapaKTEPUCTUKMN rOTOBbIX NPOAYKTOB. [NprBeaéHHblie CPI1-bI HYy>KHbI MO-
CMNY>XNTb Kak NPOBOAHVK MSACHOWN MPOMBILLIIEHHOCTM B MPOLECCe NPoM3BOACTBa 3TON Tpa-
AVUMOHHON (hepMEHTUPOBAHHON KONbackl.

KntoyeBble crosa: cpemckast konbaca, TPaguLUMoHHbIe hepMeHTUPOBaHHbIE KONGach,
MPOV3BOACTBEHHbIE NapaMeTpbl, CTaHAapTHLIe paboune npoueaypb
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FIZIOLOGIJA SLOBODNIH RADIKALA®
PHYSIOLOGY OF FREE RADICALS

Jelka Stevanovié, Sunéica Borozan, S. Jovié, 1. Ignjatovié™

Slobodni radikali podrazumevaju svaki atom, molekul, jon, grupu
atoma ili molekula sa jednim ili viSe nesparenih elektrona u spoljasnjoj
orbtali. U njih spadaju: azot-oksid (NO*), superoksid anjon radikal
(0,°~), hidroksilni radikal (OH*), peroksilni radikal (ROO"*), alkoksilni ra-
dikal (RO*) i hidroperoksilni radikal (HO,*-). Medutim, u reaktivne
kiseoni¢ne vrste ubrajamo i komponente bez nesparenih elektrona u
spoljasnjoj orbitali (tzv. reaktivni neradikalski agensi), kao $to su: sin-
glet kiseonik (10,), peroksinitrit (ONOO-), vodonik-peroksid (H,0,), hi-
pohlorasta kiselina (npr. HOCI) i ozon (O,).

Visoke koncentracije slobodnih radikala izazivaju oksidativni stres
koji je preduslov mnogobrojnih patoloskih efekata. Medutim, niske i
umerene koncentracije ovih materija, koje nastaju sasvim normalno
tokom metaboli¢ke aktivnosti ¢elije, igraju viSestuke znacajne uloge u
mnogim reakcijama. Neke od njih su: regulacija signalnih puteva unu-
tar Celije i medu ¢elijama, uloga hemoatraktanata i aktivatora leukocita,
uloga u fagocitozi, uc¢esée u odrZavanju, promeni poloZaja i oblika
¢elije, pomo¢ celiji tokom adaptacije i oporavka od osteéenja (npr. izaz-
vanih fizi¢kim radom), uloga u normalnom éelijskom rastu, programira-
noj ¢elijskoj smrti (apoptozi) i Celijskom starenju, u sintezi esencijalnih
bioloskih jedinjenja i proizvodnji energije, kao i doprinos regulaciji
vaskularnog tonusa, odnosno vaskularizacije tkiva.

Kljune reci: slobodni radikali, izvori, uloge

Molekulski kiseonik, koji je sustinski vazan za proizvodnju energije,
jednovalentnom redukcijom, moze proizvesti reaktivhe meduproizvode, koji na
kraju daju kratkozivece ali hemijski vrlo aktivne slobodne radikale (SR). Pod tim se
podrazumeva svaki atom, molekul, jon, grupa atoma ili molekul sa jednim ili viSe
* Rad primljen za $tampu 25. 10. 2010. godine

** Dr sci. vet. med. Jelka Stevanovié, profesor, dr sci. Sunéica Borozan, profesor, mr sci. vet.
med. Slavoljub Jovi¢, asistent, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu; dr
med. Igor Ignjatovi¢, asistent Klinika za digestivnu hirurgiju - | hirurska klinika, Medicinski fa-
kultet Univerziteta u Beogradu
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nesparenih elektrona u spoljasnjoj orbtali. Premda su im koncentracije relativho
niske (npr. superoksid anjon radikala ima svega 30-300 femtograma/g tkiva) i
imaju vrlo kratak poluzivot (tabela 1), slobodni radikali su hemijski veoma reak-
tivni. Naime, njihov kiseonik je neuporedivo reaktivniji od molekulskog kiseonika
iz vazduha (Noguchi i Niki, 1999; Marlin i sar., 2002).

Tabela 1. Poluzivot reaktivnih metabolita (Halliwell i Gutteridge, 1999) /
Table 1. Half-life of reactive metabolites (Halliwell and Gutteridge, 1999)

Simbol / . Poluzivot /
Symbol | Noziv / Name Half-life
0o~ Superoksid anjon radikal / 10-20 s
Superoxide anion radical
HO2* Hidroperoksidni radikal / 7s
Hydroperoxide radical
OH* Hidroksilni radikal / 109s
Radikali / Hydroxyl radical
Radicals RO* Alkoksil radikal / 106 s
Aleoxyl radical
ROO* Peroksil radikal / 7s
Peroxyl radical
NO* Azot-oksid radikal / 5s
Nitrogen-oxide radical
05 Vodonik peroksid / stabilan / stable
Hydrogen peroxide - .
woon  [Haroseorss] e seien!
Neradikali / Hydroperoxide
Non-radicals Hipohlorasta kiselina / .
HOCI Hypochloric acid stabilan / stable
N-hloramin / .
RNHCI N-chloramine stabilan / stable

U slobodne radikale ubrajamo reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS - Re-
active Oxygen Species) i reaktivne azotne vrste (RNS — Reactive Nitrogen Spe-
cies) — podgrupa oksidanasa koji nastaju od azot-oksida (Valko i sar., 2007). Za-
jedno, ROS i RNS, &ine reaktivne kiseoni¢ne i azotne vrste (RONS — Reactive Oxy-
gen and Nitrogen Species).

Slobodni radikali sa kiseonikom su: azot-oksid (NO*), superoksid an-
jon radikal (O,""), hidroksilni radikal (OH"), peroksilni radikal (ROO®), alkoksilni
radikal (RO®) i hidroperoksilni radikal (HO,*). Osim njih, u reaktivne kiseoni¢ne
vrste spadaju i reaktivne komponente bez nesparenih elektrona u spoljasnjoj orbi-
tali, tzv. reaktivni neradikalski agenasi (tabela 1), kao §to su: singlet kiseonik (10y),
peroksinitrit (ONOO™), vodonik-peroksid (H,O,), hipohlorasta kiselina (HOCI) i
ozon - Og (Halliwell i sar., 1991; Halliwell i Gutteridge, 1999).

lako su sposobni za samostalno postojanje (Aruoma, 1994; Close i
sar., 2005), slobodni radikali su nestabilni, tj. hemijski visoko reaktivni, zato $to
nespareni elektron koji se nalaze u njihovoj spoljasnjoj orbitali tezi da se stabili-
zuje sparivanjem sa drugim elektronom. Tako, kada radikali reaguju sa neradika-
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lima nastaju novi, tzv. sekundarni slobodni radikali, odnosno dolazi do propaga-
cije i stvaranja Citavog niza radikala koji su takode veoma toksi¢ni, §to znaci da "ra-
dikali radaju radikale" (Cheeseman i Slater, 1993; Close i sar., 2005). Primarni
¢elijski slobodni radikali, superoksid anjon radikal (O,°") i azot-oksid (NO®), vrlo
su reaktivni i brzo mogu da proizvedu seriju novih slobodnih radikala. Tako, na
primer, superoksid-dismutaza (SOD) omogucava brzo razlaganje superoksid an-
jon radikala i nastanak vodonik-peroksida (H,O,), koji je neradikalski agens, ali
koji reagujuéi sa Fe2* (shema 1) prelazi u vrlo mo¢an hidroksilni radikal (OH®).
Osim toga, superoksid anjon radikal i azot-oksid medusobno brzo reaguju, formi-
rajuci peroksinitrit a potom i ostale reaktivne azotne vrste.

Fel+ Fed+

superoksid
dizmutaza \ ///‘
20, = HO -

2GSH NADP+
2H* Q,
glutatian glutation

- |.|2:g:,2 peroksidaza reduktaza
katalaza '

GSSG -~ NADPH*

1)
2H,0 + o, 2H,0 H+

Shema 1. Inaktivacija nekih slobodnih radikala /
Diagram 1. Inactivation of certain free radicals

lako je veéina slobodnih radikala nestabilna, ne moze se re¢i da su
bas svi nestabilni: tako su superoksid anjon radikal (O, ") i hidroksi Iradikal (OH")
sposobni da postoje i nezavisno (Halliwell i Gutteridge, 1999; Halliwell i sar.,
1991). Zato se moze reéi da stepen reaktivnosti SR zavisi od vrste prisutnih
radikala i onoga sa ¢im on moze da reaguje. Medutim, ako radikal naide na drugi
radikal, reakcija ulazi u zavr$nu fazu, tj. oni gube svojstva radikala. To ne znaci da
viSe ne predstavljaju opasnost po ¢eliju, jer u prisustvu metala sa promenljivom
valencom (gvozde i bakar), kao Sto je vec¢ izneto, stvaraju nove, vrlo mocne radi-
kale ili jone koji utiCu na strukturu njenih biomakromolekula i oSte¢uju celiju.

Proizvodnja slobodnih radikala / Production of free radicals

Proizvodniju slobodnih radikala podsti¢u egzogeni i endogeni oksi-
dansi kojima je organizam konstantno izloZzen. Egzogeni oksidansi su: ozon,
smog, jonizujuce zracenje (Borozan i sar., 2004), viSak jona prelaznih metala (Hal-
liwell i Gutteridge, 1999; BoZi¢ i sar., 2003; 2003a; Gadanski-Omerovi¢ i sar., 2003;
Aleksi¢ i sar., 2004; 2004a; Bozi¢ i sar., 2004; Stevanovic¢ i sar., 2005; Jovi¢ i sar.,
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2009), metabolizam toksi¢nih jedinjenja i lekova, ksenobiotici, viSak kiseonika,
odnosno njegova povecana koncentracija i sl. (lvanovi¢ i sar., 2007; Stajkovi¢ i
sar., 2009). Ovi agensi posebno napadaju disajne puteve i plu¢no tkivo (Movat,
1985; Jenkins, 1988; Halliwell i Gutteridge, 1999; Stevanovic i sar., 2010). Tako, na
primer, ozon izaziva pluéni oksidativni stres kod konja (Deaton i sar., 2005).

Endogeni izvori RONS su ¢elije razlic¢itin tkiva (Halliwell i Gutteridge,
1999; Bozi¢ i sar., 2003; 2003a; Radovanovi¢ i sar., 2004). Pretezno nastaju u niji-
hovim mitohondrijama, mikrozomima, citosolu i endoplazmatskom retikulumu,
mada ih poizvode i sve ¢elijske membrane (plazma membrana, jedrova mem-
brana, membrana mitohondrija i sl.), peroksizomi, lizozomi i dr. Kada govorimo o
procesima tokom kojih nastaju slobodni radikali, to su pre svega mitohondrijalni
respiratorni lanac, kataliticke reakcije odgovarajué¢ih enzima (npr. endotelne
ksantin-oksidaze i NO-sintaza) i pove¢ana fagocitna aktivnost na mestu ostec¢enja
tkiva. Medutim, slobodni radikali nastaju i tokom metabolizma arahidonske kise-
line, odnosno sinteze eikosanoida u peroksizomima (delovanjem ciklooksige-
naze, lipoksigenaze i citohroma P-450), prilikom oslobadanja hem proteina (ugla-
vnom iz hemoglobina i mioglobina), usled smanjenja zastitnog kapaciteta ¢elija,
oksidativnog hidroksilovanja u mikrozomima, razlaganja kateholamina, peroksi-
dacije nezasi¢enih masnih kiselina, reakcija oksido-redukcije u prisustvu metala
sa promenljivom valencom, kao $to su gvozde i bakar (Movat, 1985; Jenkins,
1988; Halliwell i Gutteridge, 1999).

Glavni endogeni izvor slobodnih radikala je respiratoni lanac prenosa
elektrona u mitohondrijama (Cai i sar., 2000; Evereklioglu i sar., 2003), odnosno
nepotpuna redukcija kiseonika za vreme oksidativne fosforilacije. Tada se 1-3%
kiseonika moze prevesti u superoksid-anjonradikal (O, 7). Ovaj nacin proizvodnje
ROS je posebno vazan tokom fizicke aktivnosti, jer se tada koristi preko 40 puta
viSe kiseonika nego tokom mirovanja (Art i Lekeux, 1993; Stevanovi¢ i sar., 2010;
Jovi¢ i sar., 2010). Drugi po zna¢aju endogeni izvor ROS su enzimi koji fizioloSki
proizvode oksidanse (npr. ksantin-oksidaze endotelnih ¢elija, membranske oksi-
daze i NO-sintaze). Treéi po znacaju endogeni izvor ROS je autooksidacija malih
molekula tokom respiratornog praska u aktiviranim fagocitima (¢elijama monocit-
no-makrofagnog sistema, eozinofilnim i neutrofilnim granulocitima) tokom infla-
matornog odgovora (Jackson i O’Farrell, 1993; Bozi¢ i sar., 2003; 2003a; 2004).

O intenzitetu proizvodnje slobodnih radikala odli€no govori podatak
da se od ukupno oko 250 g kiseonika koga zdrav ¢ovek dnevno udahne 2-5% pre-
vede u toksi¢ni superoksid anjon radikal, a gotovo 5% ukupne normalne mitohon-
drijalne potrodnje kiseonika oslobada singlet kiseonika — 'O, (Kehrer, 1993).

Uloge reaktivnih kiseonicnih vrsta | Roles of reactive oxygen types
Kada su otkriveni, slobodni radikali su smatrani vrlo Stetnim, ali se

poslednjih dvadesetak godina sve viSe govori i 0 njihovim korisnim ulogama.
Naime, za razliku od visokih koncentracija slobodnih radikala, $to vode u razvoj
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oksidativnog stresa koji je preduslov mnogobrojnih patoloskih efekata, niske i
umerene koncentracije ovih materija, koje nastaju sasvim normalno tokom meta-
bolicke aktivnosti Celije, igraju viSestruke znacajne uloge u mnogim reakcijama.
Neke od njih su: regulacija signalnih puteva unutar éelije i medu ¢elijama, uloga
hemoatraktanata i aktivatora leukocita, uloga u fagocitozi, zatim uceSée u
odrzavanju, promeni polozaja i oblika ¢elije, pomo¢ celiji tokom adaptacije i opo-
ravka od oStecenja (npr. izazvanih fizickim radom), uloga u normalnom ¢elijskom
rastu, programiranoj ¢elijskoj smrti (apoptozi) i ¢elijskom starenju, u sintezi esen-
cijalnih bioloskih jedinjenja i proizvodnji energije, kao i doprinos regulaciji vasku-
larnog tonusa, odnosno vaskularizacije tkiva.

Uloga u regulaciji signalnih puteva unutar ¢éelije podrazumeva, na
primer, oksidaciju rianodinskih receptora, kojom superoksid-anjonradikal pod-
stite oslobadanje Ca2* iz depoa u sarkoplazmatskom retikulumu skeletno-
misi¢nih ¢elija i na taj naCin modulira snagu voljnih misiénih kontrakcija (Stamler i
Meissner, 2001). Osim toga, i azot-oksid (NO), koga proizvode skeletni misici, ima
ulogu endogenog modulatora njihove kontraktilnosti. Naime, interakcijom sa ri-
anodinskim receptorima ili posredstvom cGM, ovaj slobodni radikal takode
modulira oslobadanje Ca?* iz sarkoplazmati¢nog retikuluma (Eu i sar., 2000),
tako da i on menja razdrazljivost i kontraktilnost skeletnih misi¢a (Stamler i Meiss-
ner, 2001; Reid i Durham, 2002). Uz to, azot-oksid u€estvuje u meducelijskoj sig-
nalizaciji i na druge nacine. Funkcioni$e kao jedan od neurotransmitera na sinap-
sama (Stark i Szurszewski, 1992; Taddei i sar., 1998; Isenovic i La Pointe, 2000) i
doprinosi regulaciji vaskularnog tonusa (Isenovic i sar., 2001), odnosno vaskulari-
zaciji tkiva, tako $to funkcioni$e kao lokalni vazodilatator™" (Han i Liao, 2005).
UcCestvuije i u regulaciji angiogeneze (Ziche i Morbidelli, 2000), kontroli peristaltike
(Burnett, 1995), regulaciji reproduktivnih funkcija (Thaler i Epel, 2003), zarastanju
povrsinskih rana (Frank i sar., 2002), metabolizmu glukoze (Roberts i sar., 1997),
aktivaciji mastocita (Coleman, 2002), funkcionisanju srca (Isenovic i sar., 2001) i
sl.

Mnogi efekti slobodnih radikala mogu uslediti oslobadanjem ili aktiva-
cijom sekundarnih inflamatornih medijatora. Dosadasnje studije pokazuju da re-
ceptori za vezivanje brojnih peptidnih faktora rasta stimuliSu produkciju ROS, kao
i da je oksidativni prasak fagocita potreban za odredeni aspekt signalizacije
(Finkel i Halbrook, 2000; Droge, 2002). U tom smislu je potvrdena uloga oksi-
danasa kod signalizacije koju obavljaju: insulinski faktori rasta - IGF (Isenovic i
sar., 2001), vaskularni endotelni faktor rasta - VEGF (Colavitti i sar., 2002; Finkel,
2003), faktor nekroze tumora - TNFao i interleukin 18 - IL-1B (Finkel, 2003). Dalji do-
kaz veze izmedu nastanka ROS i prenosa signala pruza podatak da TRAF,, koji je
sastavni deo TNF, prenosi signal tako $to se vezuje direktno za komponentu kom-
pleksa NADPH-oksidaza (Finkel, 2003).

*** Azot-oksid je ranije bio poznat kao faktor relaksacije vazomotora poreklom iz endotela, tj.
EDRF (engl. Endotel Deriver Relaxing Factor).
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Budud¢i da su reaktivne kiseoni¢ne vrste mo¢ni hemoatraktanti i aktiva-
tori leukocita, esencijalne su i za antimikrobnu aktivnost i uklanjanje ¢elijskih osta-
taka (Barnes, 1990; Lansing i sar., 1991; Gilmour, 1993; Duarte i sar., 1994; BoZi¢ i
sar., 2003; 2003a; 2004; Radivojevi¢ i sar., 2004). Razarenje tkiva pomocu slobod-
nih radikala, posebno sa hidroksilnim radikalom (OH®), stimuliSe antimikrobnu
aktivnost fagocitnih ¢elija za vreme respiratornog praska (Movat, 1985; Kehrer,
1993; BozZi¢ i sar., 2003; 2003a; 2004). Za odbranu domacina je posebno vazna
sposobnost neutrofilnih granulocita za produkciju ROS i njihovu specifiénu upo-
trebu u borbi protiv mikroorganizama (Smith, 1997; Close i sar., 2005). Naime, leu-
kociti proizvode slobodne kiseoni¢ne radikale tokom fagocitoze. Respiratorni
prasak otpocinje odmah po unosu stranog tela u fagocit (npr. neutrofilni granu-
locit ili monocit) a podsti€u ga neki citokini (npr. IL1 i TNF), pod dejstvom NADPH-
oksidaze, multienzimskog sistema koji generiSe sintezu slobodnih kiseoni¢nih
radikala.

U mitohondrijama fagocita dolazi do konverzije molekulskog kiseo-
nika u slobodne radikale i neke neradikalske agense (shema 2), odnosno u: su-
peroksidni anjon radikal (O,""), hidroksilni radikal (OH"), hipohlorastu kiselinu
(HOCI), vodonik-peroksid (H.O,) i singletni kiseonik ('0,). Tako, aktivacijom
NADPH-oksidaze nastaje superoksid anjon radikal, a njegovom dismutacijom se
dobijaju vodonik-peroksid i singletni kiseonik (shema 2). Istovremeno, lizozo-
malna mijeloperoksidaza (MPO) omoguc¢ava nastanak hipohloraste kiseline —
HOCI, i hidroksilnog radikala — OH"® (Halliwell i Gutteridge, 1999; Yanaka i sar.,
1997; Bozi¢ i sar., 2003). Njihova proizvodnja je neophodna, zato §to omoguca-
vaju uniStavanje materije unete u fagozome. Ovo postizu tako Sto oksidaciom
inaktiviSu membranske lipide, najrazliitije intracelularne proteine (npr. enzime i
receptore), genetski materijal (DNA i RNA) i sl. Superoksid anjon radikal, hipohlo-
rasta kiselina i hidroksilni radikali mogu reagovati sa nezasi¢enim masnim kiseli-
nama membranskih lipida, tako $to iniciraju njihovu peroksidaciju i tako omo-

Glukoza + NADP+ GG dehidrogenaz , Pentozo-P + NADPH
NADPH + O,— AL Eokidaza , NADP*+ H' + O,

20+ 20+ Superoisid-dismiifazs H202+ 1()2
2
Felt

20, + H,0, OH+OH + 10,

HOCI
Mijeloperoksidaza

Shema 2. Proizvodnja superoksid anjon radikala (O»*-), vodonik peroksida (H-0,), singlet-
nog kiseonika (10,), hidroksilnog radikala (OH:) i hipohloraste kiseline (HOCI) u neu-
trofilnim granulocitima tokom oksidativnog praska /

Diagram 2. Production of superoxide-anion radicals (Oy), hydrogen peroxide (Hy0,), singlet oxygen (10y), hy-
droxyl radical (OH-) and hypochloric acid (HOCI) in neutrophil ganulocytes during oxidative burst
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gucavaju destrukciju i uklanjanje na primer bakterijskih membranskih lipida (Mon-
cado i Higgs, 1993; Close i sar., 2005). Konacno, proizvedeni slobodni radikali,
svaki na svoj nacin, doprinesu liziranju bakterijskih ¢elija u roku od 30 do 60 mi-
nuta, naravno, uz veliki utroSak kiseonika. Zato se kiseoni¢ni radikali i druge
toksiCne vrste, proizvedene od strane NADPH-oksidaze i MPO, smatraju direktno
odgovornim za unistavanje mikroorganizama. Medutim, moramo da istaknemo
da oni nisu dovoljni za uniStavanje bakterija, ve¢ je za to najvaznije oslobadanje
neutrofilnih proteaza (Reeves i sar., 2002; Finkel, 2003).

Osim slobodnih radikala koje dobijaju zahvaljuju¢u aktivnosti NADPH-
oksidaza i mijeloperoksidaza, makrofagi proizvode i citoliticni azot-oksid koga
koriste za uniStavanje, ne samo bakterija, nego i malignih i tumorskih ¢elija
sopstvenog organizma. lako sam nije jako toksi¢an, fagocitni azot-oksid je jako
vazan jer reaguje sa vodonik-peroksidom ili superoksidnim anjonom i tako omo-
gucava proizvodnju jako toksi€nog peroksinitritnog radikala (ONOQO") i azot(IV)-
oksid radikala (NO,°) koji ubijaju bakterije, gljivice, helminte i tumorske ¢elije.

Doprinos ROS koji nastaju u fagocitima nije samo u degradacija pato-
gena i ostecenih celija sopstvenih tkiva, nego i u tome Sto aktivirani fagociti
oslobadaju ROS i da bi indukovali migraciju leukocita, jer su mo¢ni hemoatrak-
tanti i aktivatori ovih ¢elija (Barnes, 1990; Lansing i sar., 1991; Gilmour, 1993; Du-
arte i sar., 1994; Stevanovic. i sar., 2010; Jovi¢ i sar., 2010), i kako bi razvili inflama-
torni odgovor, kojim otpocinje oslobadanje drugih inflamatornih medijatora, kao
§to su: eikosanoidi, citokini i proteaze (Movat, 1985; Halliwell i Gutteridge, 1999;
Barnes, 1990; Sjodin i sar., 1990; Lansing i sar., 1991; Gilmour, 1993; Duarte i sar.,
1994).

Od ostalih fizioloSkih uloga slobodnih radikala treba ista¢i u¢esce u in-
tegrinima posredovanom, odrzavanju, promeni polozaja i oblika ¢elija. Osim toga,
stimulacijom transkripcionih faktora (HSP1, NFnB i dr.), slobodni radikali kon-
troliSu gensku ekspresiju i tako podsti¢u sintezu proteina i normalan rast ¢éelija.

Neosporno je da slobodni radikali pomazu adaptaciju i oporavak tkiva
posle oste¢enja na viSe nacina. Naime, podsti¢u ostecene celije da udu u pro-
gramiranu ¢elijsku smrt — apoptozu (Kim i sar., 2001; Stevanovi¢ i sar., 2002; Ra-
dovanovi¢ i sar., 2004), a takode indukuju priviacenje leukocita u oSte¢eno tkivo,
aktiviraju ih i, kao $to je ve¢ opisano, znacajno u€estvuju u njihovoj fagocitnoj
ulozi. Na taj nacin, slobodni radikali potpomazu uklanjanje ostec¢enih ¢elija iz tkiva
i tako ubrzavaju njihov oporavak. Ako tome dodamo i ulogu slobodnih radikala u
podsticaju sinteze nekih bioloski aktivnih jedinjenja (npr. NO, kao vazodilatator-
nog i angiogenog transmitera) i stimulaciji normalnog rasta ¢elija, jasno je da su
oni uklju€eni u kompletan tok oporavka tkiva, od uklanjanja oStec¢enih ¢elija do nji-
hove zamene novim. Medutim, ovde se mora istaéi da, osim u uklanjanju ostece-
nih ¢elija, slobodni radikali u€estvuju i u ¢elijskom starenju.

Slobodni radikali su uklju€eni i u proizvodniji energije. Tako, na primer
azot-oksid ima ulogu u metabolizmu glukoze (Roberts i sar, 1997). On je potreban
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i za diferencijaciju razvojnih oblika eritrocita, jer inhibira rast, diferencijaciju i he-
moglobinizaciju primarnih ¢elija eritrocitne loze (Cokic i Schechter, 2008).

Ako imamo u vidu mnoStvo navedenih, potpuno fizioloskih i veoma
korisnih delovanja najrazliitijih slobodnih radikala, jasno je da su oni neophodni
za zivot i opstanak, ali naravno, samo kada se sintetiSu u normalnim koli¢ina, jer
¢im njihova sinteza prevazide kapacitet tzv. antioksidativne odbrane organizma
dolazi do oksidativhog stresa. On se manifestuje najrazliitijim ostecenjima bio-
molekula (proteina, DNK, lipida i ugljenih hidrata) i, shodno tome, vodi u seriju
poremecaja funkcija razlicitih ¢elija, tkiva, pa i kompletnog organizma (Borozan i
sar., 2002; 2009).

Zakljucak / Conclusion

Doskora$nja shvatanja da su slobodni radikali Stetni agensi, zato $to
izazivaju oksidativni stres, koji je preduslov mnogobrojnih patoloSkih efekata,
opovrgavana su poslednjih dvadesetak godina, podacima koji pokazuju da niske
i umerene koncentracije ovih materija, koje nastaju tokom normalnih metaboli¢kih
aktivnosti ¢elije, imaju viSestruki zna¢aj u mnogim reakcijama. Naime, dokazano
je da slobodni radikali u€estvuju u regulaciji signalnih puteva unutar ¢elije i medu
¢elijama, indukciji hemotakse, aktiviranju leukocita, u fagocitozi, u odrzavanju,
promeni polozaja i oblika ¢elije, pomazu ¢eliji tokom adaptacije i oporavka od
oStecenja, doprinose normalnom celijskom rastu, u€estvuju u programiranoj
Celijskoj smrti (apoptozi) i elijskom starenju, u sintezi esencijalnih bioloskih jedi-
njenja i proizvodnji energije, doprinose regulaciji vaskularnog tonusa, odnosno
vaskularizacije tkiva i dr.

ZAHVALNICA :
Rezultati rada su deo naucno istrazivackog projekta u oblasti osnovnih istrazivanja, evidencioni broj
173034 finansiran od strane Ministarstva za nauku i tehnolo$ki razvoj Republike Srbije.
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ENGLISH

PHYSIOLOGY OF FREE RADICALS
Jelka Stevanovié, Suncica Borozan, S Jovi¢, | Ignjatovi¢

Free radicals imply that every atom, molecule, ion, group of atoms, or mole-
cules with one or several non-paired electrons in outer orbital. Among these are: nitrogen-
oxide (NO°®), superoxide-anion-radical (O,""), hydroxyl radical (OH®), peroxyl radical
(ROQ"), alcoxyl radical (RO*) and hydroperoxyl radical (HO,"). However, reactive oxygen
species also include components without non-paired electrons in outer orbital (so-called
reactive non-radical agents), such as: singlet oxygen ('0,), peroxynitrite (ONOO"),
hydrogen-peroxide (H,0,), hypochloric acid (eg. HOCI) and ozone (O,).

High concentrations of free radicals lead to the development of oxidative
stress which is a precondition for numerous pathological effects. However, low and moder-
ate concentrations of these matter, which occur quite normally during cell metabolic activ-
ity, play multiple significant roles in many reactions. Some of these are: regulation of signal
pathways within the cell and between cells, the role of chemoattractors and leukocyte acti-
vators, the role in phagocytosis, participation in maintaining, changes in the position and
shape of the cell, assisting the cell during adaption and recovery from damage (e.g.caused
by physical effort), the role in normal cell growth, programmed cell death (apoptosis) and
cell ageing, in the synthesis of essential biological compounds and energy production, as
well as the contribution to the regulation of the vascular tone, actually, tissue vasculariza-
tion.

Key words: free radicals, sources, roles

PYCCKUA

dU3NO0JIOrnsd CBOBOJHbLIX PAOUKAIIOB
Enka CteBaHoBu4Y, CyHuuua BoposaH, C. MoBuy, UN. UrHaTosuy

CBob6ogHble paavKanbl NogpasyMeBaroT KaXKAbIi aTOM, MOMNEKY I, MOH, rpyn-
My aTOMOB UM MOJIEKYST C OAHWM U 661blue HECNapPEHHbIX 3eIEKTPOHOB BO BHELLHEM
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kpyre. K HuUM oTHocATCst: azoT-okeng (HO®), cynepokcua-aHmoH-pagukan (Oo° 7), rapok-
cunbHbIi pagukan (OH®), nepokcunbHbii pagukan (ROO®), anbKOKCUNbHLIA paaukan
(RO®) n ruaponepokcusnbHbiv pagukan (HO5®). Mexay Tem, B peakTUBHbIE KUCIOPOAHbIE
BMAbl BKIIOYAEM B YMCMO U KOMMOHEHTbl 6€3 HecnapeHHbIX 3/IEKTPOHOB BO BHELLHEN
chepe OencTBus (Tak HasbiBaemble peakTUBHblE HepagMKanbHble areHTbl), Kak CyTb:
CUHINET (ofauHouHbIN) Kucnopog (10,), nepokcuhnTput (ONOO®), BoAOpOA-NEPOKCUL
(H20,), runoxnopuctas kucnota (Hanpumep HOCI) n o30H (O3).

BbiCcOKne KOHUeHTpauun cBoOOAHBbIX pagukanos BeAyT B pasBUTWE OKUC-
NUTENbHOro cTpecca, KOTOpbIN NpeaBapuTeslbHOe YCOBME MHOMOYMCIIEHHbIX NaToso-
rmyeckux agpdekToB. Mexay Tem, HU3KME N YMEPEHHbIE KOHLEHTPaLMN STUX BELLECTB,
BO3HMKAIOLME COBCEM HOPMasbHO B TeYeHVWEe MeTaboSIMYeCcKoW akTUBHOCTU KIETKM,
UrpatoT MHOTOCIIOXKHbIE 3HAYUTENbHbIE POSM B MHOMMX peakuusix. HekoTopble N3 HUx
CYTb: PErynMpoBKa CUrHasnbHbIX NyTen BHYTPY KNETKN N MeXAy KneTkamu, posib remoar-
TPaKTaHTOB M aKTMBATOPOB NEKOLMTOB, POsb B haroyntose, y4actve B yaep>kaHum, ns-
MEHEHUN MOMOXEHNS U (POPMbl KNETKM, NOMOLLb KNeTKe B Te4eHue agantaumm u no-
npaBKy OT MOBPEXAEHWUs (Hanpumep BbI3BaHHbIX (hU3NYeCcKuMm TpyaoMm), pofib B HOP-
ManbHOM KNeTOYHOM POCTe,NPorpaMMUPOBaHHON KIETOYHOM CMepPTH (anonTose) u Kre-
TOYHOM CTapeHun, B CUHTE3€e 3CCeHUMarnbHbIX GMONOrMYECKNX COeANHEHUIA U MPOU3BOA-
CTBE 3HEPruun, CIIOBHO 1 BKNaA perynmpoBKe COCyAMCTOro TOHyca, TO eCTb COCYyANCTOCH
TKaHW.

KntoyeBble crioBa: cBOH60AHbIE paanKarbl, ICTOYHWUKK, POJIK
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POVREDE I POREMECAJI ZDRAVLJA VETERINARA
NEINFEKTIVNE ETIOLOGIJE
INJURIES AND NONINFECTIVE HEALTH DISORDERS
OF VETERINARIANS

Marijana Vuéini¢™

U strucnoj i naucnoj literaturi nalazi se dosta publikovanih rezul-
tata koji se odnose na razli¢itu u¢estalost, vrstu i faktore rizika profesio-
nalnih povreda i zdravstvenih poremecaja veterinara. Veterinarska de-
latnost je rizi¢na. Veterinari obavljaju svoju delatnost pod neudobnim i
nesigurnim okolnostima ne samo u smestajnim objektima za Zivotinje
vec i u svojim klinikama, ambulantama i operacionim salama vlaznih i
klizavih podova. Dolaze u najbliZi kontakt sa Zivotinjama usled cega
postoji visok rizik da ih Zivotinje povrede. Veterinari ¢esto obavljaju za-
hvate koji su za Zivotinju bolni i stresogeni i koji kod Zivotinja pro-
uzrokuju odbrambene reakcije razlicitih oblika kao Sto su ugrizi, ritanje,
grebanje i sl. U svom radu, veterinari su izloZeni uticaju rizi¢nih materi-
jala i opreme i mnogim drugim rizicim kao $to su jonizujuc¢e zraCenje,
onkogeni virusi, oStri instrumenti, inhalacioni anestetici, pesticidi (in-
sekticidi), prekovremeni rad i profesionalni stresori. Veterinari ¢esto
rade sa nepoznatim Zivotinjama, nepoznatim ljudima i zahtevnim klijen-
tima. Sve su to razlozi zbog kojih veterinari nisu samo izloZeni po-
vec¢anom riziku od profesionalnih povreda i bolesti ve¢ i pove¢anom
riziku od smrti usled povreda na radu, saobracajnih udesa, malignih
oboljenja i suicida.

Kljuéne reci: veterinari, povrede, zdravstveni poremecayji

Uvod / Introduction

Kao i kod svih drugih profesija, tako je i kod veterinara prisutan rizik od
pojave odredenih profesionalnih bolesti!, bolesti u vezi sa radom i povreda na
radu?. Za razliku od zaposlenih u srodnim profesijama, veterinari e$ée rade u
neadekvatnim uslovima u prostorijama i smestajnim objektima (klizavih podova

*

Rad primljen za Stampu 20. 12. 2010. godine

** Dr sci. vet. med. Marijana Vucini¢, profesor, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu
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usled nakupljene necisto¢e u vidu fecesa, urina i drugih izlu€evina Zivotinja,
neravnih podova, u nekomfornim smestajnim objekatima za Zivotinje, nedovoljno
osvetljenim, nedovoljno prostranim, uz prisustvo necisto¢a koje smanjuju trans-
parentnost vazduha i vidljivost, neadekvatnog veStackog osvetljenja) ili na terenu,
na otvorenom prostoru gde ¢esto ne postoje uslovi da se zivotinja na pravilan
nacin obuzda, imobili§e i pripremi za odredenu intervenciju. Veterinari su ¢esto
prinudeni da zauzimaju vrlo neudobne i nebezbedne stavove i poloZaje tela pri
klinickom pregledu ili tretmanu Zivotinja, da podizu zivotinje radi obavljanja pre-
gleda kao i da obavljaju preglede i stru¢ne zahvate na zivotinjama koje su usled
poremecaja zdravstvenog stanja, prisutnog bola i straha sklone ispoljavanju
razliCitih odbrambenih oblika ponasanja (Mosedale, 2009). Pored posebno nepo-
voljnih radnih okolnosti i uslova rada, Zelja za socijalnom i profesionalnom afirma-
cijom, veliki broj pacijenata u toku radnog vremena, prekovremeni rad, zahtevi i
oCekivanja klijenata, motivisanost na zaradu i nedovoljno odmora i sna pred-
stavljaju glavne Cinioce koji doprinose nastanku povreda i mnogih zdravstvenih
poremecaja veterinara. U svetu su aktuelna istrazivanja profesionalnih bolesti i
povreda veterinara o ¢emu svedoci veliki broj publikovanih radova svake godine
(Bartram i Baldwin, 2010; Fairnie, 2010; Kabuusu i sar., 2010; Olsen i sar., 2010;
Platt i sar., 2010), a sve radi razmene informacija i pronalazenja najboljih reSenja
radi unapredenja bezbednosti, zdravlja i opSte dobrobiti veterinara i smanjenja
zdravstvenih rizika pri obavljanju delatnosti vezanih za veterinarsku profesiju.

Povrede veterinara | Injuries of veterinarians

Riziku od povreda posebno su izlozeni mladi i neiskusni veterinari, ve-
terinari koji rade sa velikim zivotinjama, "radoholi¢ari", stariji veterinari sa uznapre-
dovalim hroni¢nim degenerativnim i inflamatornim poremecéajima misi¢a, zglobo-
va i kostiju, veterinari skloni da ne koriste posebne kutije za noSenje ostrih instru-
menata i igala kao i veterinari koji rade bez posebne opreme za obuzdavanje i po-
dizanje zZivotinja i oni veterinari koji rade stalno u statiénom poloZaju. Nedovoljan
odmor i san predstavlja posebnu opasnost jer smanjuje stepen paznje. Povrede
usled nedovoljno odmora i sna su Ceste kod terenskih veterinara u meSovitoj
praksi. Poseban rizik od povreda postoji kod veterinara u privatnoj praksi koji su
sami sebi ujedno i poslodavci jer manje paznje posvecuju zastiti na radu kao sto
odvajaju i manje sredstava za zastitu od povreda pri radu i uopste za sopstvenu

1 Profesionalne bolesti jesu odredene bolesti nastale u toku osiguranja, prouzrokovane duzim nepos-
rednim uticajem procesa i uslova rada na radnim mestima, odnosno poslovima koje je osiguranik
obavljao (videti Zakon o penzijskom i invalidskom osiguranju, Sluzbeni glasnik RS 34/03, ¢lan 24).

2 povredom na radu smatra se ona povreda osiguranika koja se dogodi u prostornoj, vremenskoj i
uzro€noj povezanosti sa obavljanjem posla po osnovu koga je osiguran, a prouzrokovana je nepos-
rednim i kratkotrajnim mehanickim, fizickim ili hemijskim dejstvom, naglim promenama polozaja tela,
iznenadnim opterecenjem tela ili drugim promenama fizioloskog stanja organizma (videti Zakon o
penzijskom i invalidskom osiguranju, Sluzbeni glasnik RS 34/03, ¢lan 22. i 23).
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zdravstvenu zastitu i osiguranje (Gabel i Gerberich, 2002; Reijula i sar., 2003). Ve-
terinari koji rade sami izlozni su posebnom riziku ne samo usled zamora, veé i u
slu€ajevima posete nepoznatim klijentima i intervencija na Zivotinjama koje ta-
kode ne poznaju (Mosedale, 2009). Posebnu potrebu za uspehom i samodokazi-
vanjem imaju mladi i neiskusni veterinari. Mladi veterinari imaju potrebu da rade
viSe i brze, a na racun sopstvenog rizika i nepaznje zarad licne promocije, bolje
zarade i samodokazivanja (Smith i sar., 2009a).

Jeyaretnam i Jones (2000) su ustanovili da naj¢esc¢e povrede veteri-
nara nastaju usled ujeda pasa i ma¢aka, grebanja macaka i udara ili nagnjecenja
od strane velikih Zivotinja. Istegnuca, iS€aSenja i povrede ki€menih prsljenova
predstavljaju povrede koje se kod veterinara najduze leCe, a nastaju ili pri podi-
zanju teskih zZivotinja ili pri padovima usled klizanja i saplitanja. Gabel i Gerberich
(2002) su proucavale faktore rizika za nastanak povreda veterinara. Kao glavne
faktore rizika za nastanak povreda veterinara ustanovile su sledece: postojanje
prethodnih povreda, bavljenje sportom, aktivno pusenje i prekovremeni rad, od-
nosno no¢ni san kraéi od 6 ¢asova. Rizik od povreda usled podizanja teSkih Zivoti-
nja raste sa telesnom masom zivotinja. DuZina radnog staza, odnosno duze
radno iskustvo smanjuje rizik od nastanka povreda kod veterinara. Nimbarte i
Aghazadeh (2004) su proucavali povrede veterinara Cija je klini¢ka praksa vezana
za konje, velike Zivotinje, ku¢ne ljubimce i onih sa meSovitom klinickom praksom.
Ustanovili su da su veterinari koji rade sa malim zivotinjama, odnosno kuénim lju-
bimcima, mnogo viSe izloZzeni opasnosti od povreda nego veterinari koji rade sa
ostalim Zivotinjama. Kod sve Cetiri klase veterinara povrede nastaju usled klizanja,
saplitanja, padova i pri podizanju Zivotinja. | drugi istrazivaci su potvrdili da pre-
kovremeni rad moze biti jedan od glavnih uzroka nastanka povreda kod veteri-
nara (Dembe i sar., 2005). Istrazivanja profesionalnih povreda kod australijskih
veterinara otkrila su da se 51% veterinara lakse ili teze povredi u toku radnog staza
kao i da se najmanje 26% veterinara povredi u toku jedne godine (Fritschi i sar.,
2006). U prvoj godini radnog staza posle diplomiranja, ¢ak 42% veterinara zado-
bilo je povrede od zZivotinja. Najveci broj veterinara pati od povreda misic¢a, zglo-
bova i kostiju, a najéesce su povrede koje nanose kuéni ljubimci ujedanjem i gre-
banjem. Vecéi broj povreda nanetih od kuénih ljubimaca nastaje kod mladih veteri-
nara muskog pola u prvoj godini klinicke prakse. InaCe su kolege (57% od 2679
ukupnog broja veterinara sa povredama) viSe izlozene povredama od koleginica
(43% od 2679 ukupnog broja veterinara sa povredama) zaposlenih u klini¢koj
praksi, dok su veterinari koji rade sa velikim Zivotinjama (69% povreda) i u klini¢koj
praksi meSovitog tipa (59% povreda) viSe izlozni riziku od nastanka teSkih telesnih
povreda koje ¢e imati hroni¢an karakter od veterinara zaposlenih u klini¢koj praksi
sa malim Zivotinjama kod kojih uéestalost povreda iznosi 42%. Cak je 82% diplo-
miranih veterinara prikazalo povrede zadobijene od ujeda i grebanja macaka u
prvoj godini radnog staza, dok je 62% veterinara prikazalo povrede nastale uje-
dima i grebanjem pasa u prvoj godini radnog staza posle diplomiranja (Fritschi i
sar., 2006). Rezultate obimnijih istraZivanja profesionalnih telesnih povreda veteri-
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nara u Australiji publikovali su Lucas i sar. (2009a). Prema njihovim istrazivanjima
najvedi broj telesnih povreda veterinara nastaje na farmama (55%) u toku samog
rada sa velikim Zivotinjama kao $to su kliniCki pregled ili pomeranje Zivotinja.
Povrede najCesc¢e nastaju na rukama veterinara (33%), a zatim na glavi i licu
(15%). U odnosu na vrste povreda, naj¢esSc¢e su otvorene rane (36%), frakture i
dislokacije (27%), a na poslednjem mestu su lakSe povrede mekih tkiva (12%).
Kod veterinara nisu retka ni intrakranijalna oStecenja (3%) kao $to su prisutni i
sluCajevi teSkih povreda ekstremiteta koji se zavrSavaju amputacijom (1%).
Naj¢eS¢i mehanizam nastanka povreda je ujedanjem, udaranjem, gnjeCenjem i
grebanjem. U najvec¢em broju sluajeva, povrede nanose goveda (22%), zatim
konji (21%), psi (20%) i macke (8%). Cak je 55% od ukupnog broja povredenih
veterinara koristilo odgovaraju¢u zastitnu opremu i primenjivalo mere opreza pri
radu sa zivotinjama. Posle povredivanja najve¢em broju veterinara ukazana je
pomo¢ kod lekara opste prakse (39%), dok je 23% veterinara bilo sposobno da
sami sebi saniraju zadobijene povrede. U bolnicama je zbrinuto 32% veterinara
od ¢ega je 16% zahtevalo urgentnu pomo¢ (Lucas i sar., 2009a). Od 2188 teskih
telesnih povreda veterinara, viSe od 72% zadobijeno je od Zivotinja, od ¢ega su
453 povrede naneli konji (Lucas i sar., 2009b). Slu¢ajevi povredivanja vezani su za
usivanje rana, obradu rana, sondiranje i peroralnu aplikaciju lekova kod konja.
Glava, lice i donji ekstremiteti su najcesS¢a predilekciona mesta povreda zado-
bijenih od konja, a frakture su naj¢es¢i tipovi povreda (Lucas i sar., 2009b). Za sva
navedena istrazivanja karakteristino je da je vecina povredenih veterinara pri-
menjivala mere opreza pri radu sa zivotinjama. Medutim, Fairnie (2010) navodi da
vecina teskih telesnih povreda veterinara zadobijenih pri radu sa velikim zivotinja-
ma nastaje usled neadekvatnih radnih uslova u smestajnim objektima za Zivotinje
kao i usled nedostatka opreme za obuzdavanije zivotinja. Takode, Fairnie (2010) je
izvrSila i tipizaciju teSkih telesnih povreda australijskih veterinara. Od teskih tele-
snih povreda koje nanose konji najéeSce su frakture lobanjskih kostiju. Pri radu sa
govedima, najCeSce su frakture kostiju donjih ekstremiteta. Veéina povreda re-
petitivnog karaktera nastaje pri manuelnoj dijagnostici graviditeta kod kobila,
krava i junica, dok lak$e ili teze rane tipa posekotina nastaju pri porodaju velikih
zivotinja usled kori§€enja porodiljskih kuka i razliGitih vrsta seciva. Kod veterinara
koji rade sa velikim Zivotinjama povrede i deformacije kicmenih prsljenova su Ces-
ta pojava, dok su kod veterinara u klini¢koj praksi sa malim zivotinjama najCeci
ujedi zadobijeni od pasa i macaka.

Kod veterinara su u klini¢koj praksi ¢este i povrede medicinskim pri-
borom. Na uzorku od 664 veterinara (Leggat i sar., 2009) ustanovljeno je da su
povrede medicinskim instrumentima i priborom najéesc¢e kod veterinarki (82,6%),
u klini¢koj praksi meSovitog tipa (86,6%) i klinickoj praksi sa malim Zivotinjama
(83,6%), kod manije iskusnih kolega, odnosno kod veterinara sa radnim stazom
kra¢im od 5 godina (89,9%), kod prezaposlenih veterinara sa aktivnim radom u
toku jedne nedelje izmedu 30 i 50 ¢asova (80,1%) i prekovremenog rada, od-
nosno kod veterinara Cija je radna nedelja duza od 50 ¢asova (75,8%) i koji imaju
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viSe od 50 pacijenata u toku radne nedelje (86,6%). Istrazivanjima sprovedenim u
Australiji (Leggat i sar., 2009) ustanovljeno je da je najveéi broj povreda nanet in-
jekcionim iglama (63,7%), zatim iglama za uSivanje (50,6%) i oStricom skalpela
(34,8%). Povrede ostrim medicinskim priborom i instrumentima nisu retke ni kod
veterinara sa radnim stazom duzim od 20 godina, tako da je njihova ucestalost
66,9%.

Detaljna ispitivanja uCestalosti i razloga uboda iglama veterinara spro-
vedena su medu kanadskim veterinarima. Ispitivanjima sprovedenim u Kanadi us-
tanovljeno je da se od 226 veterinarskih radnika njih 210 (93%) u toku radnog
staza povredilo iglama, od ¢ega se za godinu dana iglama povredilo ¢ak 167
(74%) veterinarskih radnika (Weese and Faires, 2009). Pri ubodu iglama veterinari
su prikazivali razliCite vrste izlozenosti opasnim materijalima (krv Zivotinja, hemo-
terapeutici, prostanglandin, drugi lekovi i bioloSki preparati). Najveci broj veteri-
narskih radnika povredio se iglama 2 do 5 puta (47%) u toku radnog staza.
Najmaniji broj veterinarskih radnika (5,3%) povredio se iglama u toku radnog staza
samo jednom. Kao razloge za povrede iglama od 226 veterinara ¢ak je 113 (50%)
navelo zurbu pri radu, odnosno preoptere¢enost poslom. Neodgovarajuce ruko-
vanje iglama na$lo se kao razlog na drugom mestu (61 veterinar, 27%). Na trecem
mestu za ubode veterinara iglama navodi se neodgovarajuée obuzdavanije Zivoti-
nja (43 veterinara, 19%). Samo 17 veterinara (7,5%) kao razlog povrede iglama
navelo je neposedovanje adekvatne opreme za no$enje igala (Weese and Faires,
2009).

Istrazivanjima sprovedenim u Nemackoj (Nienhaus i sar., 2005) usta-
novljeno je da najveci broj povreda veterinara (87,7%) nastaje ipak povredivanjem
od strane Zivotinja (66%) kako pri radu sa malim (69,6%), tako i pri radu sa velikim
zivotinjama (64,4%). U odnosu na mesto nastanka, najveéi broj povreda pri radu
sa velikim Zivotinjama nastaje u smestajnim objektima za Zivotinje (90,5%), dok pri
radu sa malim Zivotinjama nastaje u samim ambulantama i klinikama (84,2%). Na
drugom mestu po zastupljenosti kod nemackih veterinara su povrede koje nas-
taju usled klizanja, saplitanja i padova (49%), a tek na treéem mestu su povrede
nanete veterinarskom opremom i priborom (26%). Najveéi broj veterinara u Ne-
mackoj koji rade sa malim zZivotinjama povrede macke (42,9%), dok veterinare koji
rade sa velikim Zivotinjama najce$c¢e povrede konji (35,4%). Nemacke veterinare
u maloj praksi, psi povrede u 31,3% sluc€ajeva, a veterinare koji rade sa velikim Zi-
votinjama goveda povrede u 29, 2% slucajeva. Najveci broj povreda veterinara u
Nemackoj predstavljaju posekotine, ugrizne rane i ogrebotine (59,7%). Posle njih
su najviSe zastupljena neznatna telesna oStec¢enja koja su potpuno izleéiva. Za
njima slede distorzije, luksacije i rupture. Rede su frakture, akceleracione traume
kicmenog stuba, teSka telesna oSte¢enja kod kojih je oporavak nepotpun, a ope-
kotine, kod veterinara zaposlenih u klini¢koj praksi, gotovo da ne postoje kao
vrste povreda (Nienhaus i sar., 2005).

Najnovija istrazivanja iz razli¢itih delova sveta potvrduju da su kod ve-
terinara naj¢eSc¢e povrede koje nanose same Zivotinje (72%) i to goveda (72%),

113



Vet. glasnik 65 (1-2) 109 - 121 (2011) Marijana Vucini¢: Povrede i poremecaiji zdravlja
veterinara neinfektivne etiologije

macke (25%) i psi (23%), a da zatim slede povrede nanete iglama i oStrim instru-
mentima (15%) i na kraju povrede koje nanose ptice (13%). Okolnost pod kojima
povrede najceSce nastaju predstavlja vakcinacija Zivotinja (25%), a Cesto rizik za
povrede ne predstavlja niti pol, niti starost, nitiiskustvo veterinara. Povrede gornjih
ekstremiteta (28%) su naj¢eSée (Kabuusu i sar., 2010). Takode, veterinari su
izloZeni visokom riziku od povreda nastalih u saobraéajnim udesima, posebno oni
koji se bave terenskim radom (Fritschi i sar., 2006, 2008). U ispitivanjima obavlje-
nim sa 2562 veterinara zaposlenih u praksi sa velikim, malim zivotinjama ili praksi
mesSovitog tipa, 2028 veterinara koristilo je motorna vozila za obavljenja svoje de-
latnosti, dok je u ovom uzorku ¢ak 681 veterinar u toku radne nedelje prelazio vise
od 200 km puta (Fritschi i sar., 2008).

Veterinarska profesija i stres / Veterinary profession and stress

Izvori stresa za veterinare su takode mnogobrojni. Istrazivanjima spro-
vedenim na Novom Zelandu (Gardner i Hini, 2006) doslo se do podataka koji uka-
zuju na to da su Zene u veterinarskoj praksi sklonije stresu i depresijama od
muskaraca. Ovim poremecajima su viSe skloni i veterinari koji rade sa malim Zivo-
tinjama i veteranari u meSovitoj praksi. Takode, stresu su viSe skloni mladi veteri-
nari od starijih veterinara. Kao glavni uzroci stresa identifikovani su prekovremeni
rad, rad na poziv, visoki zahtevi i o€ekivanja klijenata i neispunjavanje o¢ekivanog.
Dodatni stresori su potreba za stalnim usavrSavanjem i sticanjem novih znanja i
vestina, zatim meduljudski odnosi, finansijski problemi i visoki standardi koje vet-
erinari postavljaju sami sebi (Gardner i Hini, 2006).

IstraZivanjima sprovedenim u Australiji doslo se do sli¢nih rezultata o
uzrocima stresa kod veterinara (Smith i sar., 2009a). Australijski veterinari su kao
uzrok stresa navodili jo$ preciznije podatke kao $to su veliki broj radnih sati u toku
dana bez dovoljno vremena za dnevni odmor kao i veliki broj radnih dana u toku
godine i nedovoljno dug godisnji odmor, veliki broj pacijenata i kratak vremenski
period izmedu prijema pacijenata, nerazumevanje i nedovoljno vrednovanje vete-
rinarske profesije od strane javnosti i nedovoljno vremena za pregled ili tretman
po pacijentu. Cinioci vezani za nedovoljno vremena za odmor i prekovremeni rad
pripadaju prvoj grupi stresora za australijske veterinare. Pored nedostatka vre-
mena za kvalitetan rad, u drugoj grupi stresora za australijske veterinare su nedo-
voljna zarada i sporo napredovanje u struci. Tre¢a grupa stresora vezana je za
sam rad veterinara i strahove koji prate veterinarsku delatnost kao $to su strah od
tuzbi klijenata, strah od mogucénosti da ih Zivotinje povrede i privremeno ili trajno
onesposobe za rad i strah od zoonoza. U Cetvrtoj grupi stresora su kolegijalni od-
nosi, kolegijalna nesloga i nerazumevanije.

Istrazivanja sprovedena u populaciji veterinara u Nemackoj otkrivaju
da su veterinari koji se bave klinickom praksom u ve¢oj meri skloni psihosocijal-
nom stresu i konzumiranju alkohola i lekova od veterinara zaposlenih u drugim vi-
dovima veterinarske profesije. Veterinarke su viSe sklone konzumiranju alkohola
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od svojih kolega veterinara, mada oni ¢e$¢e poseduju alkohol kod sebe (Harling i
sar., 2009).

Smith i sar. (2009b) su proucavali vezu izmedu muskuloskeletnih
poremecaja i psihosocijalnih stresora kod veterinara. Ustanovili su da je u ispitiva-
nom uzorku, samo u periodu od 12 meseci, 63% veterinara patilo od muskulo-
skeletnih poremecja u predelu nizih delova kicmenog stuba, 57% veterinara od
muskuloskeletnih problema u predelu vratne kicme, 52% veterinara u predelu ra-
menog pojasa, a 34% veterinara u predelu gornjeg dela kicmenog stuba. Ovi is-
trazivaCi su utvrdili statistiCki znacajnu vezu izmedu psihosocijalnih stresora i
muskuloskeletnih poremecaja. Kao najznacajnije psihosocijalne stresore koji do-
vode do muskuloskeletnih poremeéaja navode otezavajuce okolnosti pod kojima
rade, nedostatak vremena za pruzanje usluga svim klijentima i pacijentima,
zahteve i oc¢ekivanja klijenata, loSa reputacija veterinarske profesije u javnosti,
nerazumevanije od strane kolega, porodice, roditelja i nedovoljno vremena za od-
mor.

Suicid je kod veterinara Cetiri puta ¢eS¢i nego u opstoj populaciji
gradana, a dva puta ¢es¢i nego kod farmera, farmaceuta, lekara i zubara. Ova
sklonost ka suicidu moze da se objasni dostupnoscu lekova, socijalnom i profe-
sionalnom izolacijom, eutanazijom (kao jedinim moguéim reSenjem za pojedine
neizleCive kliniCke slu€ajeve kod zivotinje), rastom zahteva i oekivanja klijenata u
odnosu na vreme i kvalitet pruzanja veterinarskih usluga i finansijskim pritiskom
(Bartram i Baldwin, 2008). Da je suicid Cest kod veterinara i da je ¢e$¢i nego kod
lekara i stomatologa potvrdila su i istrazivanja uzroka smrti veterinara u Velikoj Bri-
taniji (Mellanby, 2005; Platt i sar., 2010). Prema podacima koje iznosi Mellanby
(2005), u periodu od 1979. do 1980. godine i u periodu od 1982. do 1990. godine,
od 383 analizirana slucaja smirti veterinara, 35 slucajeva bilo je usled suicida, dok
je od 30 analiziranih uzroka smrti veterinarki ¢ak 7 bilo usled suicida. Od 4322
smrtna slu¢aja lekara, suicid je bio uzrok 141 slu€aja, dok je od 699 lekarki 50 le-
talno skoncalo usled suicida. Od ukupno 972 analizirana smrtna slucaja sto-
matologa, kod 38 uzrok smrti je bio suicid. U periodu od 1991. do 2000. godine
suicid je bio uzrok smrti 26 od ukupno 295 umrlih veterinara, 6 od ukupno 36
umrlih veterinarki, 141 od ukupno 3419 umrlih lekara, 47 od ukupno 757 umrlih
lekarki i 40 od ukupno 747 stomatologa (Mellanby, 2005). Pod posebnim rizikom
od stresa i suicida su veterinari koji Cesto obavljaju eutanaziju zivotinja kao $to su
veterinari koji rade u klini¢koj praksi sa ku¢nim ljubimcima, u hirurS§kim salama, sa
oglednim Zzivotinjama i u prihvatiliStima za nezbrinute i napustene Zivotinje (Rohlfi
razlog traumatskog stresa veterinara, ve¢ da su to pre socijalni ¢inioci kao sto je
negativna kritika i loSe vrednovanje rada veterinara koji obavljaju eutanaziju Zivoti-
nja, odnosno nerazumevanje gradana za potrebu obavljanja eutanazije. Jedan od
uzroka stresa, koji navode veterinari, predstavlja i strah od provala u veterinarske
klinike i ambulante i krada lekova kao i iskustva sa ovim situacijama (Phillips i sar.,
2000). Anksioznost i depresija su Cesti poremecdji mentalnog zdravlja veterinara
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(Bartram i sar., 2009; Fritsch i sar. 2009). Bartram i Baldwin (2010) su konstatovali
da su kod veterinara sklonih suicidu mogucée interakcije razli¢itih predisponi-
rajucih faktora kao Sto su: individualne karakteristike, prethodno stecena nega-
tivna iskustva vezana za praksu u toku studija veterinarske medicine, stresori
vezani za samu praksu i radno mesto, odnosno kolegijalni odnosi, poznavanje i
jednostavno dostupnost sredstava koja mogu da posluze samoubistvu i stid od
mentalnih poremecaja. Prema podacima koje iznosi Mellanby (2005) u populaciji
od 45445 samoubica muskog pola, u periodu od 1982. do 1996. godine, u Engle-
skoj i Velsu, 20% je izvrSilo samoubistvo trovanjem ¢vrstim ili te€nim supstan-
cama, 27% trovanjem gasovima i parom, 27% veSanjem, 6% davljenjem, 5% va-
trenim oruzjem, a 16% na neki drugi nacin. U istom periodu registrovano je 38
smrtnih sluCajeva veterinara usled suicida, od ¢ega se 76% ubilo trovanjem
¢vrstim ili te€nim supstancama, 3% gasovima i parom, 5% veSanjem i 16% va-
trenim oruzjem. U ukupnoj populaciji od 14082 samoubice zenskog pola, u istom
vremenskom periodu, od 1982. do 1996. godine, u Engleskoj i Velsu, 46% zena se
ubilo trovanjem &vrstim ili te€nim supstancama, 10% se otrovlo gasovima i parom,
17% veSanjem, 9% davljenjem i 19% na neki drugi nacin. U uzorku od 9 smrtnih
slu€ajeva veterinarki, 89% se ubilo trovanjem &vrstim ili te€nim supstancama, a
11% gasovima i parom (Mellanby, 2005). Veterinari naj¢esce izvr§e samoubistvo
trovanjem ili vatrenim oruzjem. U pojedinim studijama prikazano je da se Cak
100% veterinara ubije trovanjem (Platt i sar., 2010). Zato je veterinarska profesija
na prvom mestu po slu¢ajevima samoubistava izvrS§enih trovanjem, posle koje
sledi farmacija sa 61% slu¢ajeva samoubistava izvrSenih trovanjem i lekarska pro-
fesija sa 50% sluCajeva samoubistava medu lekarima muskog pola izvrSenih
trovanjem CGvrstim ili te€nim supstancama (Mellanby, 2005).

Maligna oboljenja veterinara | Malignant diseases of veterinarians

U toku svog radnog staza veterinari ¢esto dolaze u kontakt sa joni-
zuju¢im zraenjem, anesteticima, pesticidima, a posebno insekticidima, odnosno
antiektoparaziticima i onkogenim virusima (Kinlen, 1983; Olsen i sar.,, 1986;
Fritschi, 2000; Truyen i Lochelt, 2006). Pored veterinara, posebno onih &ija je uza
specijalnost dermatologija, riziku od antiektoparazitika posebno su izlozene oso-
be koje se bave odrzavanjem higijene dlake kuénih ljubimaca (Fritschi, 2000). Za
maligna oboljenja koze rizik predstavlja i terenski rad veterinara zbog Ceste iz-
loZenosti sun¢evim zracima (Travier i sar., 2003). Blair i Hayes (1980) su publiko-
vali rezultate istrazivanja uzroka smrti veterinara u SAD u periodu od 1966. do
1977. godine. Ustanovili su da su kod veterinara koji su bolovali od malignih
bolesti naj¢es¢i uzrok smrti bile leukemije, Hodgkin limfom, kancer mozga i koZze.
Rezultate do kojih su dosli su potvrdili neSto obimnijim istrazivanjima, koja su pub-
likovali dve godine kasnije (Blair i Hayes, 1982). Tada su izneli rezultate uzroka
smrti veterinara umrlih u periodu od 1947. do 1977. godine. Maligna oboljenja lim-
fatiénog i hematopoeti¢nog sistema, kolona, mozga i koZe ponovo su se ispoljila
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kao glavni uzrok smrti veterinara. Ovi istrazivaci su analizirali uzroke smrti 5016
veterinara. U periodu od 1947. do 1977. godine umrlo je 2846 (57%) veterinara
koji su bili zaposleni u klini¢koj praksi i 2170 (43%) veterinara u drugim vidovima
veterinarske delatnosti. U periodu od 30 godina, od 5016 veterinara, 47 je umrlo
od zoonoza, 832 veterinara od malignih neoplazmi, 9 veterinara od benignih neo-
plazmi, 2526 veterinara od bolesti organa cirkulatornog sistema, 164 veterinara
od respiratornih bolesti, 63 veterinara od ciroze jetre. Saobracajni udesi su bili
uzrok smrti za 158 veterinara, dok je suicid bio uzrok smrti za 137 veterinara. Od
832 vetereinara koji su umrli usled malignih neoplazmi 20 veterinara je bolovalo
od raka usne duplje i raka zdrela, 294 veterinara od raka ostalih organa digestiv-
nog sistema, od kojih je ¢ak 111 veterinara bolovalo od raka kolona. Od raka
pluca, bronhija i dusnika bolovalo je 115 veterinara, a od raka prostate 106 umrlih
veterinara. Od kancera limfati¢nih i hematopoeti¢nih organa umrlo je 112 veteri-
nara. Kod 1080 umrlih veterinara u periodu od 30 godina registrovani su drugi
uzroci smrti, koje autori nisu precizirali (Blair i Hayes, 1982). Medutim, Kinlen
(1983) je publikovao rezultate istrazivanja uzroka smrti veterinara u Engleskoj i
Velsu. Ovim istrazivanjima je potvrdeno da je suicid jedan od znagajnih uzroka
smrti veterinara u Engleskoj i Velsu, ali je opovrgnuto misljenje da veterinari ¢esto
oboljevaju i umiru od malignih bolesti. Od 669 analiziranih uzroka smrti kod veteri-
nara ispod 75 godina starosti, Kinlen (1983) je ustanovio da je 378 veterinara um-
rlo od cirkulatornih i cerebrovaskularnih bolesti, dok je 267 veterinara umrlo usled
bolesti respiratornih organa (34 uzroka smrti), digestivnih organa (21 uzrok smrti),
saobracajnih udesa (53 uzroka smrti) ili drugih uzroka (51 slucaj). U ispitivanom
uzorku od kancera su umrla 162 veterinara, od kojih najveci broj od raka plu¢a (56
smtnih slu€ajeva) i zeluca (16 smrtnih slu¢ajeva). Istovremeno, Kinlen (1983) po-
bija i hipotezu da je ekspozicija veterinara onkogenim virusima glavni uzrok obo-
lievanja i smrti usled malignih bolesti, kako su to prethodnim istrazivanjima
pokuSali da dokazu americki istrazivaci (Blair i Hayes, 1980; 1982).

Miller i Beaumont (1995) su proucavali uzroke smrti veterinara u Kali-
forniji umrlih u periodu od 1960. do 1992. godine. Ustanovili su da je znacajan
uzrok smrti suicid. Standardizovana proporcionalna smrtnost za maligni mela-
nom koze veterinara iznosila je 3,47, za kancer debelog creva 1,74, za reumatsku
bolest srca 3,50, a za suicid 2,50, dok je vrednost standardizovane proporcion-
alne smrtnosti od 5,89 ustanovljena kod veterinarki u slu¢ajevima suicida. Kod
veterinara koji su se veterinarskom profesijom bavili 20 i vise godina, najéesci
uzrok smrti bio je maligni melanom koZe i reumatska bolest srca. Rak kolona kao
uzrok smrti ustanovljen je kod veterinara sa radnim stazom duzim od 30 godina.
Sveci sar. (2005) su doveli u vezu rizik od profesionalnog kontakta sa Zivotinjama
sa oboljevanjem od neoplazija limfohematopoeti¢nih organa. Dokazali su da su
non-Hodgkin limfom, Hodgkin limfom, multipli mijelom i leukemije ucestalije kod
osoba c¢ija je profesija vezana za direktan kontakt sa zivotinjama. Travier i sar.
(2003) su u populaciji Svedskih veterinara ustanovili povec¢an rizik od melanoma
koze (relativni rizik (RR)=2,77), raka jednjaka (RR=3,78), kolona (RR= 2,36),
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pankreasa (RR= 2,10) i mozga (RR= 2,51). Isti istrazivali kao faktore rizika za ma-
ligna oboljenja veterinara navode upravo izlozenost onkogenim virusima,
suncevom, jonizujuéem zraéenju i anesteticima.

Zakljuéak / Conclusion

Cilj ovog rada bio je da ukaZe na najceS¢e povrede i zdravstvene
poremecaje veterinara i da skrene paznju na potencijalne faktore rizika za njihov
nastanak. Stoga, nije neophodno iznositi zaklju€ke u vidu rezimea svakog poglav-
lia ovog rada ve¢ je potrebno ukazati na neophodnost edukacije veterinara u
oblasti bezbednosti na radu, na zna¢aj poznavanja i primene mera opreza i zastite
na radu, na obavezu da prijave uocene opasnosti i rizike na radnom mestu ali i
prava da odbiju rad u neodgovaraju¢im i nebezbednim uslovima. Kolegijalnost i
razmena iskustava medu veterinarima u svim oblastima veterinarske profesije
predstavljaju jednu od najboljih mera koje mogu da doprinesu boljoj radnoj
bezbednosti veterinara i radu sa viSe zadovoljstva, a manje stresa, povreda i
bolesti.
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ENGLISH

INJURIES AND NONINFECTIVE HEALTH DISORDERS OF VETERINARIANS
Marijana Vuéini¢

In professional and scientific journals there are many published results on dif-
ferent prevalence, patterns and risk factors of animal-related injuries and occupational dis-
orders among veterinarians. Veterinary medicine is hazardous. Veterinarians work under
uncomfortable and unsafe conditions not only in animal housing units but also in their clin-
ics, stations and surgeries with wet and slippery floors. They work closely with animals. Vet-
erinarians are a high-risk group for significant injury from animal contacts. Veterinarians
perform procedures that cause the animal pain, distress, and protective reactions of ani-
mals in different forms, such as biting, kicking, scratching or other trauma from the animals.
They are exposed to different risk materials, equipment and many other risk factors such as
radiation, oncogenic viruses, sharp instruments, anaesthetics gases, pesticides (insecti-
cides), long working hours and occupational stressors. Veterinarians work with unknown
animals, unknown people and demanding clients. Veterinarian are not only at increased
risk of occupational diseases and injuries but also at increased risk of death from work-
related injuries, motor vehicle accidents, malignant diseases and suicide.

Key words: veterinarian, injuries, health disorders

PYCCKUI
NOBPEXAEHUA U 3APABOOXPAHUTEJIbHBIE PACCTPOMUCTBA BETEPUHAPOB
HEWH®EKLMOHHOWU 3TUOJIONNAN
MapusHa ByunHuny

B cneumanbHOM n Hay4ou nuTepaType HaxoAMUTCHA LOCTATOYHO My6IIMKO-
BaHHbIX Pe3yfbTaToB, OTHOCALMECS HA PA3/IMYHYIO YACTOTHOCTb, BMA U (haKTopbl pucka
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NpocheccrMoHarnbHbIX NMOBPEXAEHUA U 34PAaBOOXPaHUTENbHbIX PAcCCTPOMCTB BeTepuHa-
poB. BeTeprHapHas feATenbHOCTb pUCKOBaHHasi. BeTepraHpbl BbINOMHSOT CBOK Aesi-
TeNbHOCTb MNopA Heyp'OﬁHblMIA n HeHa,qé)KHbIMI/I obcToATENBCTBAMM HE TOJIbKO B MO-
MeLleHHbIX obbeKTax ANA XUBOTHbIX Y>Xe N B CBOUX KJTMHUKAX, aM6ynaHTopvmx nonepa-
LMOHHbIX 3asiax BIaXKHbIX M CKOJTb3KMX NONoB. [pnbbiBaloT B caMbll 65IM3KNIA KOHTAKT C
>KMBOTHbIMW BCIEACTBUE YEro CyLIECTBYET BbICOKUI PUCK, HTO UX XXMBOTHbIE NOBPEAAT.
BeTepuHapbl 4acTo BbIMOMHSIOT BMeLlaTeNbCTBa, KOTOpble AJ1S XKMBOTHOrO 60/bHbIE 1
CTPECCOrEHHbIE U KOTOPbIE Y XXMBOTHBLIX MPUYUHSAIOT OBOPOHUTENbHbIE peakumMn pas-
NMYHBIX OOPM, Kak YKYChbl, naraHve, LapanaHue u T.n. B ceoen paboTe, BeTepuHapbl Noa-
BEPrHyTbl BJIMSIHWIO Pa3fIU4HbIX MaTepuanos 1 OCHALEHUS 1 MHOTUM APYrMM pUcKaMm, Kak
noHmsnpyrollee mnsny4eHme, OHKOreHHble BUPYCbl, OCTPble UHCTPYMEHTbl, UHranaymo-
HHblE aHECTETUKN, MeCTULMAbI (MHCEKTMUMAbI),CBEPXYPOYHasn paboTa n npodeccnoHanb-
Hble cTpeccopbl. BeTeprHapbl HacTo paboTalT ¢ HE3HAKOMbBIMU XKUBOTHBLIMU, HE3HAKO-
MbIMU F0AbMM 1 TpeboBaTeNbHbIMU KIMeHTamn. Bcé aTo NpuymHbl N3-3a KOTOPbIX BETe-
pvHapbl He TOMbKO MOABEPrHyTbl YBEMYEHHOMY PUCKY OT MPOCECCUMOHASIbHbBIX MOB-
pPEeXAEHUIA 1 BONE3HEN YXKE U YBEIMYEHHOMY PUCKY OT CMEpPTW BCNEACTBUE NOBpeEXAe-
HWI Ha paboTe, TPaHCMOPTHbIX YAENOB, 3/10KA4YE€CTBEHHbIX 3260/1€BaHWIN 1 CaMOyOUIACTB.

KnioueBble cnosa: BeTepunHapbl, NoBpeXXaeHuaA, 3apaBooOXpaHUTENbHbIe paCCTpOVICTBa

121



PREGLEDNI RAD - REVIEW PAPER

UDK 636.092.1

ULOGA VETERINARA U PREPOZNAVANJU I PREVENCIJI
SLUCAJEVA ZLOSTAVLJANJA ZIVOTINJA®
ROLE OF VETERINARIANS IN RECOGNITION AND PREVENTION
OF ANIMAL ABUSE

Jelena Aleksi¢, S. Jovié, Drinka Meréep”*

Od donosenja Krivicnog zakona Republike Srbije 2005. godine,
kao i Zakona o veterinarstvu, sve je veci broj slucajeva u nasoj praksi
koji se odnose na utvrdivanje dokaza za pokretanje kriviénog postupka
zbog ubijanja Zivotinja ili postupaka sa obeleZjima razli¢itih vidova
zlostavljanja (mucenja) Zivotinja. Nije mali broj sluéajeva ni predmeta
upucenih u cilju vestacenja radi utvrdivanja odgovornosti za isto kri-
vicno delo.

Zlostavljanje Zivotinja je drustvena pojava, koja podrazumeva
Sirok spektar stetnog ponasanja ¢oveka prema Zivotinjama, poc¢ev od
nehoti¢nog zanemarivanja do namerne surovosti. Vidovi zlostavijanja
su razli¢iti i na osnovu Zakona o dobrobiti Zivotinja obuhvataju fiziCko i
psihicko zlostavijanje.

Zlostavljanje i zanemarivanje Zivotinja imaju veliki broj formi i Sirok
spektar manifestacija, ali je krajnji rezultat uvek isti, a to je patnja Zivot-
inja.

Veza izmedu zlostavijanja Zivotinja, nasilja u porodici i zlostavija-
nja dece nalaZe Sirenje polja aktivnosti veterinara u prekidanju ovog cik-
lusa na podnosenje prijava slucajeva zlostavljanja Zivotinja odgovara-
juéim sluzbama, u¢esée u prevenciji, otkrivanju i pruZanju pomoéi jav-
nim tuZiocima u pokretanju krivicnog postupka protiv lica odgovornih
za Cin zlostavljanja i ubijanja Zivotinja.

U ovom radu posebno je ukazano na funkciju veterinara u slucaje-
vima sumnje na razli¢ite vidove zlostavljanja Zivotinja, kao i na znacaj nji-
hove uloge u procesuiranju takvi predmeta.

Kljucne reci: zlostavijanje Zivotinja, prepoznavanje i prevencija
zlostavljanja, uloga veterinara
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Uvod / Introduction

Poslednjih godina sve je veci broj slu¢ajeva upucenih veterinarima
radi prikupljanja dokaza za pokretanje krivicnog postupka sa obelezjima razli¢itin
vidova zlostavljanja zivotinja ili u cilju vestacenja radi utvrdivanja odgovornosti
pocinioca za isto krivicno delo. Sve vecéa uCestalost takvih predmeta u praksi uka-
zuje na porast agresivnosti u naSem drustvu.

Definicije zlostavljanja su razli€ite i variraju zavisno od vremena, mesta
i drustva. Na osnovu Zakona o dobrobiti Zivotinja, zlostavljanje Zivotinja se de-
finiSe kao svako postupanije ili nepostupanije sa zivotinjama kojim se namerno ili iz
nehata izazivaju bol, patnja, strah, stres, povreda, naruSava genetska celovitost
zivotinje i izaziva smrt (Zakon o dobrobiti Zivotinja, SI. glasnik 41/09). Zlostavljanje
je socijalno neprihvatljivo ponaSanje, koje podrazumeva Sirok spektar Stetnog
ophodenja ¢oveka prema zivotinjama, po€ev od nehoti¢nog zanemarivanja do
namerne surovosti. Zlostavljanje i zanemarivanje zivotinja imaju veliki broj formi i
Sirok spektar manifestacija, ali je krajnji rezultat uvek isti, a to je patnja Zivotinja.

Vrste zlostavljanja / Types of animal abuse

Vidovi zlostavljanja su razli€iti i na osnovu Zakona o dobrobiti Zivotinja
obuhvataju fiziCko i psihi¢ko zlostavljanje (Zakon o dobrobiti Zivotinja, Sl. glasnik
41/09).

Fizi¢ko zlostavljanje (neakcidentalne povrede, NAIl) podrazumeva na-
merno nanos$enje povreda ili nepotrebnog bola, ukljucujuéi neodgovarajuce naci-
ne i metode treninga (Olson, 1998).

Na osnovu Zakona o dobrobiti Zivotinja, fizicko zlostavljanje defini-
sano je kao akt kojim se naruSava fiziCka celovitost oSte¢enjem tkiva i organa, kao
§to je: batinanje, Sutiranje, bi¢evanje, seksualno nasilje, prisiljavanje na rad ili
obuku, koji prevazilaze izdrZljivost Zivotinje, neodgovarajuéi naéini hvatanja i
obuzdavanja, sprovodenje intervencija na Zivotinjama suprotno odredbama ovog
zakona i svesno reprodukovanje jedinki koje pate od naslednih bolesti, ako se
ono ne vrSi u ogledne svrhe u skladu sa zakonom (Zakon o dobrobiti Zivotinja, SI.
glasnik 41/09).

Bilo koji seksualni kontakt sa zivotinjama, koji moze, a ne mora da re-
zultira fizickim povredivanjem zivotinje smatra se seksualnim zlostavljanjem
(Vucini¢, 2006). U slucajevima seksualnog zlostavljanja kod Zivotinja se mogu
naci povrede na polnim organima, rektumu ili anusu, $to najé¢e$¢e podrazumeva
razderotine ovih organa (Munro i Thrusfield, 2001a; Munro i Thrusfield, 2001b).

Psihi¢ko (emotivno) zlostavljanje je ponavljano ili stalno mentalno na-
silje, ukljucujuci sprecavanje uspostavljanja socijalne interakcije sa drugim Zivot-
injama. Emotivno zlostavljane Zivotinje mogu da ispolje slicne znake kao emo-
tivno zlostavljana deca, koji se ogledaju u plasljivom ponaSanju u prisustvu
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vlasnika, napadima panike, ekstremnoj pasivnosti ili agresivnosti Zivotinje (Anon,
20083).

Zakon o dobrobiti Zivotinja psihi¢ko zlostavljanje definiSe kao zlo-
stavljanje kojim se naruSava psihicka celovitost jedinke i koje moze izazvati ili iza-
ziva poremecaje u ponasanju. Ogleda se u onemogucavanju zivotinji da zadovolji
svoje osnovne potrebe u ponasSanju, da iskoristi prostor za odmor i zaklon,
razjarivanju zivotinje primenom fizi¢ke sile, drugim zivotinjama ili nadrazajima koji
joj nisu svojstveni, nanoSenju straha, patnje i prouzrokovanju osecaja dosade i
nesigurnosti, kao i spre€avanju zivotinja da uspostave socijalnu vezu sa zivotin-
jama iste vrste (Zakon o dobrobiti Zivotinja, Sl. glasnik 41/09).

Zanemarivanje je ¢in neobezbedivanja odgovarajuce koli¢ine i kval-
iteta hrane i vode, sklonista i veterinarske nege, $to za posledicu ima loSe fizi¢ko i
zdravstveno stanje Zivotinje. Znaci zanemarivanja su izrazena pothranjenost,
mrSavost ili kaheksija, vidljive koStane strukture, obilan iscedak iz ociju ili nosa,
povrede od okovratnika utisnutog u koZu vrata, prerastanje kandzi, hroni¢ne, ne-
tretirane ili loSe zarasle rane i lezije po kozi, rane i dlaéni pokriva¢ infestirani
razliCitim razvojnim stadijumima insekata, buvama, krpeljima ili drugim ektopara-
zitima, prekomerno nakupljanje fekalne mase i ulepljena dlaka, zamrSen i neure-
dan dla¢ni pokriva¢ u predelu anusa i distalnih delova ekstremiteta. Zanema-
rivane Zivotinje su obi¢no i u veoma lo$oj fizickoj kondiciji (Vucini¢, 2006).

U naSoj zemlji, na osnovu analize podataka, naj¢eS¢e je prisutno
fiziCko zlostavljanje (52%), zanemarivanje (32%), psihic¢ko zlostavljanje (13%), po-
java hordaSenja (2%) i seksualno zlostavljanje zZivotinja (1%) (Stankovi¢, 2007).

Na znacaj i vaznost ove pojave u drustvu ukazuje veliki broj radova i
naucno potkrepljenih €injenica da je tanka nit izmedu ¢ina zlostavljanja zivotinja i
zlostavljanja ljudi (Arkow, 1992; Lockwood i Ascione 1998; Ascione i Arkow,
1999).

Istorija zlostavljanja Zivotinja Cesto je pokazatelj aktuelnog, ali i bu-
duceg nasilja nad ljudima, koje je posebno izrazeno prema ¢lanovima porodice
(supruga, deca i starije osobe). Ova veza ukazuje na to da je nasilje nad Zivotinja-
ma problem koji ne samo da utiCe na Zivotinje, ve¢ predstavlja opasnost i za
drustvo u celini. Istrazivadi takode povezuju istoriju zlostavljanja Zivotinja sa
buduc¢im serijskim ubicama i porastom ubistava od strane adolescenata u $ko-
lama. Albert DeSalvo (Bostonski davitelj), Theodore Bundy, David Berkowitz (Se-
mov sin) i dr. su ozloglaSene ubice sa biografijom zlostavljanja i ubijanja zivotinja u
detinjstvu. Procenjeno je da je 88 % kuc¢nih ljubimaca zlostavljano ili ubijeno u
porodicama u kojima je zabeleZzeno nasilje medu njihovim ¢lanovima. Od svih
zena u Americi koje su otiSle u ,sigurne kuée®, da bi izbegle zlostavljanje, 57% je
imalo kuénog ljubimca koji je ubijen od strane lica koje je i njih zlostavljalo (As-
cione, 1999).

Zlostavljanje zivotinja je socijalno neprihvatljivo ponaSanje koje iza-
ziva bol, patnju, stres, a u nekim slu€ajevim i smrt zivotinje i tretira se kao kriviéno
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delo, kroz Cije se sankcionisanje Stite vrednosti savremenog i demokratskog
drustva (Stankovi¢, 2007).

Veza izmedu zlostavljanja Zivotinja, nasilja u porodici i zlostavljanja
dece ukazuje na €injenicu da veterinari imaju zna¢ajnu ulogu u drustvenoj zajed-
nici. Njihova uloga ogleda se u prepoznavanju, prevenciji, istrazivanju i pokretanju
krivicnog postupka protiv lica odgovornih za &in zlostavljanja. Takode, veterinari
imaju i eticku ulogu u o€uvanju zdravlja, sigurnosti i dobrobiti Zivotinja i javnog
zdravlja. U tom smislu imaju vaznu ulogu u spre€avanju nasilja u porodici, pre-
poznavanjem zlostavljanja Zivotinja i podno$enjem prijava takvih slu¢ajeva odgo-
varajuc¢im sluzbama.

Znaci koji ukazuju veterinarima na zlostavljanje zivotinja /
Signs that indicate abuse of animals

Prepoznavanje razli¢itih vidova zlostavljanja nije u svim slu¢ajevima
jednostavno i lako, jer Zivotinje mogu da pokazu bojazljivost i uplasenost i iz dru-
gih razloga, tj. da uzrok takvog oblika ponasanja nije zlostavljanje.

Sumnja na slucaj zlostavljanja zasniva se na veéem broju elemenata,
kao Sto su istorija bolesti, ponasanije vlasnika ili drugih ¢lanova porodice, kao i na
prisustvu odredenih vrsta povreda na telu Zivotinje.

Ne postoji objektivan dijagnosticki test kada se radi o zlostavljanju Ziv-
otinja i u tom slucaju veterinar treba da se osloni na svoje znanije, iskustvo, profe-
sionalno misljenje i intuiciju (Olfert i sar., 1998).

Najbolji nadin da se utvrdi da li je neka Zivotinja zlostavljana ili nije,
jesu kliniCki pregled zZivotinje i pregled njenog zivotnog okruzenja (habitata).

Prilikom pregleda, stru¢no lice prvo treba da ustanovi da li se radi o
akcidentalnim (slu¢ajnim) ili neakcidentalnim (namernim) povredama. Kritrijumi
za procenu eventualnog zlostavljanja na osnovu kojih je moguée razlikovati
sluajne od namernih i sa predumisljajem nanetih povreda su: istorija bolesti koja
ne odgovara ustanovljenim promenama na telu zZivotinje, nedostatak brige vla-
snika zbog povreda na zivotinji, odlaganje pruzanja pomodi Zivotinji od strane
struénog lica (veterinara), postojanje promena u ponasanju zivotinje (strah u
prisustvu vlasnika, depresija), kao i neodgovarajuca telesna grada i stanje uhran-
jenosti Zivotinje. Posebno je zna¢ano postojanje svezih, starih, zale€enih ili netre-
tiranih rana, brojnih fraktura u razli¢itim fazama zarastanja, podliva, opekotina,
razderotina, ubodnih rana, otkinutih kandzi, nalaz konjunktivalnih krvavljenja,
krvavljenja iz nosa, nalaz hematoma, hemoragija retine, fraktura, ostecenja liga-
menata, povreda ki¢me udruzenih sa neuroloskim smetnjama i disfunkcijom, rup-
tura dijafragme, povrede mozdanog tkiva i paraplegija (Munro i Thrusfield, 2001a;
Smith i Walter, 1985; Munro i Thrusfield, 2001b).

U slu€ajevima sumnje na zlostavljanje zZivotinja u razmatranje treba
uzeti i ponasanje vlasnika, koje moZze biti napadno, neuverljivo ili bez objasnjenja
za prisutne povrede po telu zivotinje, nezainteresovanost za njeno stanje i opis
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kao zlo¢udne (Anon, 2003). Takode nam na slu€ajeve zlostavljanja Zivotinja mogu
ukazati i uslovi smestaja, nege i brige o zivotinjama (Zivotinje koje su u duzem vre-
menskom periodu drzane vezane bez dovoljne koli¢ine hrane, vode, u nepovolj-
nim vremenskim prilikama, bez mogué¢nosti pristupa sklonistu, vezane na higijen-
ski neprihvatljivim mestima, na kojima usled prisustva razli¢itog otpada mogu da
se povrede i inficiraju, kao i ukoliko se drze u Stenarama ili kavezima sa velikim
brojem Zivotinja na malom prostoru, koji im onemogucava normalno kretanje).

U slu¢ajevima zlostavljanja razlikujemo makro i mikro pristup. Makro
pristup podrazumeva usredsredivanje na habitat u kome zivotinja boravi, a zatim i
na samu jedinku (habitus). Mikro pristup podrazumeva sakupljanje dokazanog
materijala i primenu specijalnih i specificnih metoda u cilju njihove analize (PCR,
forenzi¢ka entomologija, botanika, polinologija i dr.).

Paznja se usredsreduje na smestaj zivotinje (da li postoji, da li je
zasti¢en od kiSe, vode, vlage i zaklonjen od vetra, da liima dovoljno vazduha, da i
se nalazi na terenu koji je kao deponija — slomljeno staklo, zardale Zice, iznutrice),
kakvo je stanje zemljiSta na kome je objekat (blato doprinosi infekciji Sapa i ek-
stremiteta), stanje podloge u objektu (Cvrsta i suva — napor za jedinke sa artritisom
i fragilnim kostanim skeletom, da li je prekrivena otpadom Zivotinjskg porekla).
Potom se nastavlja procena dostupnosti i kvaliteta izvora hrane i vode (da li je
hrana dostupna u dovoljnoj koli€ini za sve Zivotinje, njen kvalitet, da li je Cista, slo-
bodna od budi i kontaminacije od strane pacova).

Slededi korak je usredsredivanje paznje na stanje zivotinje u momentu
pregleda. Pazljivim posmatranjem prvo treba da se ustanovi ponasanje zivotinje
(ravnodus$na, pokunjena, nervozna, agresivna — usled gladovanja ili postojanja
nekog patoloskog procesa) (Anon, 2003).

Paznju treba obratiti i na kondiciju jedinke (ugojena, mrsava), da li
hramlje prilikom kretanja ili je kretanje normalno.

U daljem toku pregleda, veterinari treba da se fokusiraju na zdravst-
veni status jedinke detaljnijom analizom fizickog/kondicionog stanja i pregledom
telesnih otvora. Treba da ustanove da li je prisutan iscedak iz ociju, slepilo, kon-
junktivitis, da li u uSnim Skoljkama postoji zapaljenski proces (otitis, pruritus ili he-
matomi). Pregleda se i stanje usne duplje i zubala — prekomerno nakupljen zubni
kamenac, intenzivan i neprijatan miris, nedostatak zuba, prisustvo abscesa u us-
noj duplji- otok bukalne sluznice i gingiva, boja sluzokoze — bleda (anemi¢na zZivo-
tinja), ruziCasta (zdrava zivotinja), ili hiperemi¢na. U obzir treba uzeti i stanje
dlacnog pokrivaca (neuredno, zamr8eno krzno, prisustvo buva i krpelja), $to
moze da ukaze na bolest, malnutriciju, ili hormonski disbalans. Ocenjuje se stanje
Sapa, ekstremiteta (prerasli, dugacki nokti, koji urastuju u jastucice izazivaju infek-
ciju i bol) i reproduktivni status zivotinje (jalova, sterilisana, kastrirana, pokazuje
znake estrusa, podaci o partusu, laktaciji).

Veterinar treba da da ocenu u pogledu uzroka ustanovljenih rana i
povreda na telu zZivotinje i da izvr§i procenu njihove starosti, kao i da konstatuje da
li su u rani prisutni razvojni stadijumi muva, kao jedan od znakova zanemarivanja.
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Finalni korak obuhvata procenu unutrasSnjeg stanja organizma jedin-
ke. Vlazan hroni¢ni kaSalj moZe da ukaZe na oboljenja srca i kardiovaskularnog
sistema. Usled gubitka telesne mase moZze se posumnjati na prisustvo ektopara-
zita i tada treba uzeti uzorak fecesa za analizu. Ne nalazenje jaja parazita ne
isklju€uje postojanje unutrasnjih parazitoza, tzv. okultni parazitizam, kada su crvi
ili protozoe (kokcidije) prisutni, ali ne lezu jaja. U slu€aju koproloskog nalaza
najCesci intestinalni paraziti su valjkasti crvi i pantljicare.

U slu€aju uginuca Cesto je neophodno izvrsiti obdukciju tela Zivotinje
da bi se utvrdilo da li se radi o posledici zlostavljanja, zanemarivanje i izgladniji-
vanja Zivotinje, ili su do uginuéa doveli neki drugi uzroci. Neophodno je na objekti-
van nacin dokumentovati sve vrste mehanickih povreda: krvni podlivi, oguljotine,
razli¢ite vrste rana — posekotine (vulnus incissum), razderotine (vulnus lacerocon-
tusum), ubodne rane (vulnus punctum), ustreline (vulnus slopetarium), povrede
nastale kao posledica penetracije ili interspecijske agresije. Treba dokumentovati
i povrede unutrasnjih organa (fotodokumentacija, radiografija). Neophodna je ra-
diografija celog tela, usled mogucéeg nalaza zaleCenih fraktura, kao i procesa u
zale€enju, §to ukazuje na istoriju ponavljane traume.

Utvrdivanje vremena uginuéa bazira se na proceni vremena potreb-
nog za razvoj odredenih postmortalnih promena, stepena praznjenja zeluca i
creva i eventualno forenzi¢koj entomologiji (Anderson i Huitson, 2004). Od veteri-
nara moze da se zahteva davanje stru¢nog misljenja i u slu¢ajevima kada su
leSevi stari i kada je od akcidenta proSao dug vremenski period. U takvim sluCaje-
vima za davanje struénog misljenja su vazni dokazi sa mesta zlostavljanja Zivoti-
nje, povrsine i unutradnjosti tela zivotinje (Melinda, 2007).

Uloga veterinara u krivicnim predmetima zlostavljanja Zivotinja /
Role of veterinarians in criminal cases of animal abuse

Uspesna istraga, optuzni predlog i sudski spor zahtevaju precizno
prikupliene dokaze, njihovo tumacenje, obradu i prezentovanje na sudu. Ovako
temeljan pristup je odlucujuéi za ishod sudskog spora, krivicnog gonjenja, od-
nosno za kaznjavanje pocinioca izvrS§enog krivicnog dela. To moze da bude
odlucujuée i da utice na kvalitet sudenja i vestacenja (predmet moze da bude
odbacen zbog nedostatka dokaza ili neadekvatno prikupljenih dokaza). Sistemat-
skim pristupom prikupljanju svih injenica poveéava se i moguénost saznanja o
relevantnim dokazima, ¢ime se stvaraju uslovi za uspes$an ishod sudskog pro-
cesa i kaznjavanje prestupnika.

U Republici Srbiji je u Kriviéni zakon koji je stupio na snagu 1. januara
2006. godine uveden ¢lan 269. koji se odnosi na sankcije u slu€aju ubijanja i
zlostavljanja zivotinja. U stavu 1. ¢lana 269. Krivicnog zakonika stoji da ¢e se
kazniti novéanom kaznom ili zatvorom do jedne godine ko krSeci propise ubije,
povredi, muci ili na drugi naéin zlostavlja zivotinju, a u stavu 2. ovog ¢lana da uko-
liko je doSlo do ubijanja, mucenja ili povredivanja ve¢eg broja Zivotinja ili je delo
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u€injeno u odnosu na zivotinju koja pripada posebno zasticenim zivotinjskim
vrstama, ucinilac ¢e se kazniti novéanom kaznom ili zatvorom do 3 godine
(Kriviéni zakonik, 2005).

Za ovo krivi¢no delo goni se po sluzbenoj duznosti, §to podrazumeva
obavezu preduzimanja sluzbenih radnji od strane nadleznih organa po prijemu
obavestenja o izvréenom krivicnom delu, a potom i naredne faze postupka. Cinje-
nica da se delo zakonski reguliSe, ukazuje i na zainteresovanost drzave da se
suzbije ova vrsta nedozvoljenog ponasanja i spreci buduce protivpravno postu-
panje.

Svi gradani, drzavni organi, organi teritorijalne autonomije ili organi lo-
kalne samouprave, javna preduzeca i ustanove, duzni su da prijave krivicna dela
za koja se goni po sluzbenoj duznosti, o kojima su obavesteni.

Zakon o dobrobiti Zivotinja obavezuje svakog gradanina Republike
Srbije da spreci i prijavi sve oblike zlostavljanja Zivotinja i ugrozavanja njihovog
zivota, zdravlja i dobrobiti, ministarstvu nadleznom za poslove veterinarstva ili
ministarstvu nadleznom za unutradnje poslove (Zakon o dobrobiti Zivotinja, Sl.
glasnik 41/09).

Veterinari, udruzenja za zastitu zivotinja i centri za socijalni rad deo su
struéne javnosti koji je posebno zainteresovan za iniciranje i vodenje krivicnog
postupka zbog izvr§enja krivicnog dela ubijanja i mucenja Zivotinja. Bez obzira
kome je prijava podneta, ovi organi su obavezni da reaguju u vezi sa njom, jer je
re¢ o delu za koje se goni po sluzbenoj duznosti (Stankovi¢, 2007).

Najznacajnija uloga veterinara u slu¢ajevima zlostavljanja i ubijanja
zivotinja je pisanje nalaza i misljenja na savestan i stru¢an nacin. Ovaj akt istovre-
meno predstavlja javnu ispravu i osnov za procesuiranje predmeta. Klinicki nalaz
treba da sadrzi stanje zivotinje sa detaljnim opisom svih promena i nanetih
povreda ili, kada je u pitanju le$, stru¢no i profesionalno napisan obdukcioni na-
laz.

U slu¢ajevima postojanja obelezja dela iz ¢lana 269. KZ RS Program
mera zdravstvene zastite zivotinja za 2010. godinu obavezuje veterinare da u
sluaju postojanja sumnje da je zivotinja mucena, odnosno ubijena protivno
propisima, procene stepen ugrozenosti dobrobiti Zivotinja, odnosno utvrde uzrok
uginuca (Pravilnik o utvrdivanju programa mera zdravstvene zastite Zivotinja za
2010. godinu, SI. glasnik 6/10). Tokom ovog postupka utvrduje se identitet zrtve,
ukazuje na mere koje su mogle da budu preduzete, a nisu u cilju prevencije obol-
jenja, nastanka povreda ili uginuca. Dalje, utvrduje se uzrok koji je doveo do ug-
inuéa, iznosi redosled kojim su nanoSene ustanovljene povrede na telu Zivotinje,
procenjuje se njihova starost i daje misljienje o brzini nastanka egzitusa i stepena
patnje kom je zivotinja bila izlozena.

Sve navedeno pokazuje koliko je vazno da veterinari prilikom svog
svakodnevnog rada na terenu prepoznaju znake zlostavljanja i da slu¢aj prijave
nadleznim sluzbama.
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Zakljuéak / Conclusion

Prepoznavanje i prijavljivanje slu¢ajeva zlostavljanja zivotinja je vazno
ne samo iz razloga $to su veterinari odgovorni za njihovu dobrobit, ve¢ i zbog veze
koja postoji izmedu zlostavljanja zivotinja i nasilja nad ljudima (Cattaneo, 2006).

Zlostavljanim Zivotinjama neophodna je nega i paznja, zbog nanetih
fiziCkih povreda i negativnih emotivnih iskustava stecenih zlostavljanjem (strahovi
i stanja sli¢na strahu — anksioznost, fobije, panika, patnja kao stanje krajnje emo-
cionalne iscrpljenosti).

Veterinari imaju moralnu obavezu da brinu o dobrobiti Zivotinja, Sto
podrazumeva njihovo fizi¢ko, ali i psihi¢ko zdravlje. U tom cilju treba da preuzmu
vodecu ulogu u obazovanju vlasnika, odnosno drzaoca zivotinja. Zajedno sa poli-
cijom i drugim drzavnim organima prepoznavanjem i prevencijom slucajeva
zlostavljanja Zivotinja pomazu ne samo zivotinjama, ve¢ i drustu u celini (Arkow,
1994). Na taj nacin se Salje poruka pociniocu da njegovo postupanje nije dozvol-
jeno i da je drzava aktivna na njegovom sprecavanju (Stankovi¢, 2007).
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ENGLISH

ROLE OF VETERINARIANS IN RECOGNITION AND PREVENTION OF
ANIMAL ABUSE

Jelena Aleksi¢, S. Jovié, Drinka Meréep

Since the Criminal law of the Republic of Serbia in 2005 as well as the Law on
veterinary medicine, there has been an increasing number of cases that deal with raising
criminal charges due to animal killing or torturing. There is also a significant number of fo-
rensic cases that are aimed at discovering criminal acts.

Animal abuse is a social issue, which includes a range of behaviours of hu-
mans that are harmful to animals, starting from unintentional neglect to intentional cruelty.
Types of animal abuse are different and they can include physical, sexual, emotional
abuse, or neglect. Abuse and neglect of animals have a variety of forms and manifesta-
tions, but the end result is always the same - animal suffering.

The connection between animal abuse, domestic violence, and child abuse
indicates that there is a significant role of veterinarians in social contexts and in terms of
stopping this vicious cycle by preventing, discovering and turning in suspects involved in
these crimes. The help that veterinarians provide to public prosecutors is of great impor-
tance.

This study shows the role of veterinarians in cases of possible animal abuse,
as well as their role in processing that type of cases.

Key words: animal abuse, recognition and prevention of animal abuse, role of veterinarian
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PYCCKUA

POJIb BETEPUHAPOB B Y3HABAHUU U NMPEBEHLUNN CNTYYAEB UCTA3AHUSA
XUBOTHbIX

Enena Anekcuy, C. WoBuu, OpuHka Mepuen

OT npuHoweHns YronosHoro kogekca Pecnybnunku Cepbum 2005 roga, cro-
BHO 1 3akoHa 0 BeTepunHapuu, BC& 60MbLIOE YMCIIO Cry4aeB B HALIEN NpakTUKe, OTHO-
CUMble Ha YTBEPXAEHNE JoKa3aTenbCTB Af1A BO30Y>XAEHNS YrONOBHOro Aena ns-3a you-
BaHNA >XMBOTHbIX, UM MOCTYMNKOB C 3HaKamy pasfnyHbIX BUAOB UCTA3AHNA (My4eHWs)
XKMBOTHbIX. He mManeHbkoe 4Mcno cnyqaeB HU NpPeaMeTOB, HanpaBfeHHbIX C Lenbio
npoBeAeHns 3KCnepTU3bl paan yTBep>XAeHNA OTBETCTBEHHOCTU A1 TOro XKe YriioBHOro
NnpecTynneHus.

McTa3aHne XMBOTHBbIX OOELLCTBEHHOE SABMeHWe, nogpasymeBarollee Lwu-
POKMIA CNEKTP BPEAHOro NoBeAeHWs YerioBeKa K >KMBOTHbIM, Ha4aB OT HEBOJSIbHOro
3abpacbiBaHna [0 NpefHaMepeHHoN CypoBOCTU. Buapl NcTasaHns pasnuyHble 1 Ha oc-
HoBe 3akoHa 0 611aroCOCTOSHUM XMBOTHbIX OXBaTbIBAOT (IN3MHECKOE N MCUXMHECKOe
ncTs3aHue.

WcTasaHne n ocTtaBneHve 6e3 BHUMaHUS XXNBOTHbIX MMEIOT 60bLIOe YACIO
hOpM U LUMPOKMI CNEKTP MaHudecTauuii, HO KpaHuin pasynbTaT Bcerga ToT Xe, a 370
cTpagaHue XXMBOTHbIX.

CBs3b cpean NCTA3aHUA XXUBOTHbIX, HACUITNA B cCeMbe U UCTA3aHUA ,que|7|
yKasblBaeT Ha (hakT, YTO BETPUHAPbI MMEIOT 3HAYUTENbHYIO POSib B OOLYECTBEHHOM
06bAVHEHNN B NPEPbIBAHMN 3TOMO LMKMA, Yy3HABaHWEM CITyHaeB UCTA3aHWSA XKMBOTHBIX U
nofasaHVeM 3asiBMIEeHNI Taknx Cly4aeB COOTBETCTBYOLWMM cny>xxbam. VIx y4acTtue B npe-
BEHLMW, OTKPbIBAHUM 1 OKa3blBaHWMN MOMOLLY O6LLECTBEHHLIM 0OBUHUTENAM B BO3OYXAe-
HWW YrofoBHOrO Aeria NpoTMB NUL, OTBETCTBEHHbIX 32 NMOCTYNOK UCTA3aHMSA XXUBOTHbIX,
HO 1 ybrBaHne HeobxoaHoe.

B aTon paboTe oTAENbHO yKa3aHO Ha (PYyHKUMIO BETEPMHAPOB B Cry4asx
COMEHUA Ha pa3findHble BUAbl NICTA3aHUA XXUBOTHbLIX, CJIOBHO U Ha 3Ha4YeHue ux ponuv B
npoLeccynpoBaHuM Takux NpegmMeToB.

KnioyeBble croBa: UCTS3aHME XUBOTHBIX, Y3HABaHWe M MPEeBeHLMA UCTS3aHus,
poJib BETEPMHAPOB
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RADIOAKTIVNOST FOSFATNIH MINERALNIH PROIZVODA’
RADIOACTIVITY OF PHOSPHATE MINERAL PRODUCTS

Branislava Mitrovié, Gordana Vitorovié, Mirjana Stojanovi¢, D. Vitorovi¢**

Fosfatna industrija predstavlja jedan od najvecih zagadivaéa Zivo-
tne sredine uranijumom. Preradom fosforne rude dobija se veliki broj
razli¢itih proizvoda, od kojih su posebno znacéajni fosfatna mineralna
dubriva i fosfatni mineralni dodaci (di- i monokalcijum fosfat). Fosfatni
mineralni dodaci koji se koriste u smeSama za ishranu Zivotinja mogu
sadrzZati visoke aktivnosti uranijuma. IstraZivanja u ovom radu treba da
pruZe odgovor u kojoj meri fosfatni mineralni proizvodi (fosfatna du-
briva i fosfatni mineralni dodaci sto¢noj hrani) doprinose kontaminaciji
zemlji$ta, biljaka i Zivotinja.

Kljuéne reci: fosfatni mineralni proizvodi, Zivotna sredine, uranijum,
stoc¢na hrana

Uvod / Introduction

Sva Ziva bi¢a na Zemlji izlozena su dejstvu jonizujuéeg zracenja. Nivo
prirodne radioaktivnosti na Zemlji zavisi od: sadrzaja prirodnih radioaktivnih ele-
menata u biosferi, od vrste kosmi¢kog zracenja, geoloskih karakteristika zem-
ljista, nadmorske visine kao i od geografske Sirine i duzine. Zato se i nivo prirodne
radioaktivnosti razlikuje Sirom zemaljske kugle, od mesta do mesta. Tehnoloski
uslovljena povisena prirodna radioaktivnost (technologiacally exchanced natural
radioactivity) je pojam relativno novijeg datuma. Uveden je polovinom sedamde-
setih godina i oznac¢ava izlaganje prirodnim izvorima zracenja koja se ne bi po-
javila bez prethodne tehnoloSke aktivnosti. Proizvodnjom fosfatnih mineralnih
proizvoda iz fosfornih ruda, apatita i fosforita, preko 90 % uranijuma ostaje u final-
nim proizvodima. Na osnovu podataka da se u svetu godis$nje preraduje oko 135
miliona tona fosfornih ruda, procenjuje se da se godis$nje moze ocekivati unos od
21.000 t uranijuma u zivotnu sredinu, $to predstavlja oko 73% od ukupnog unosa

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

** Mr sci. vet. med. Branislava Mitrovié, asistent, dr sci. vet. med. Gordana Vitorovié, profesor,
Katedra za radiologiju i radijacionu higijenu, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu; dr sci. Mirjana Stojanovi¢, ITNMS-Beograd; dr sci. Dusko Vitorovi¢, profesor, Pol-
joprivredni fakultet Univerziteta u Beogradu
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(Dangi¢, 1995). Ovakvi unosi uranijuma u Zivotnu sredinu mogu predstavljati
znacajne lokalne rizike izlaganja stanovni$tva jonizuju¢em zracenju, ali i dovesti
do povecanja nivoa osnovnog zra¢enja (FON) u odredenim regionima. lako su
zivotna sredina i sve bioloSke zajednice u njoj oduvek bili izloZeni prirodno ra-
dioaktivnom zraCenju, postavlja se pitanje da li se bioloSke zajednice prila-
godavaju proizvedenim radioaktivnim supstancama koje je ovek uneo u zivotnu
sredinu svojom delatnosc¢u.

Cilj ovog rada je da se istakne zna¢aj monitoringa kao i kontrole proz-
vodnije i upotrebe fosfatnih mineralnih proizvoda, u cilju spre¢avanja uklju¢enja
uranijuma u lanac ishrane (zemljiste — biljke — Zivotinje — Covek).

Prisutnost uranijuma u Zivotnoj sredini /| Uranium in environment

238 je rodonacelnik porodice urana (uranovog niza), sa vremenom
poluraspada od 4.47 x 10° godina. Prirodni uranijum se smatra slabo radioaktiv-
nim elementom, ali hemijski toksicnim, jer se radi o teSkom metalu.

U Zivotnoj sredini uranijum je normalno prisutan u zemljistu, stenama i
vodi. Prirodni sadrzaj uranijuma u vulkanskim stenama kre¢e se 0,1-5 mg/kg
(ppm), u sedimentnim stenama 0,5-4 mg/kg, a u fosfatnim stenama 30-
300 mg/kg. U zemljistima je uranijum prisutan u obliku oksida, a sadrzaj ura-
nijuma kreée se u opsegu 1-4 mg/kg i razli€it je u pojedinim delovima sveta.

Jedinjenja uranijuma pripadaju slede¢im oksidacionim stanjima: +3,
+4, +5i +6, pri Cemu oksidaciono trovalentno i petovalentno stanje (+3i +5) nije
stabilno. Ciklus uranijuma u prirodi obuhvata litosferu i hidrosferu. Osnovni faktori
koji utiCu na kretanje uranijuma kroz litosferu su redoks potencijal i kiselost sre-
dine. Oksidacijom &etvorovalentnog uranijuma zapocinje kretanja uranijuma u
prirodi. Sve dok su kompleksi uranijuma u vodenoj fazi stabilni, odvija se proces
Sirenja uranijuma kroz prirodu. Proces kontaminacije zemljiSta uranijumom se
prekida kada se uranijum redukuije ili fiksira. Medutim, sa izmenom uslova u pri-
rodi, fiksiran uranijum se moze ponovo pokrenuti i tako ciklus ponovo otpodinje
(Veselinovi¢ i sar., 1995).

Fosfatni proizvodi kao antropogeni izvor uranijuma /
Phosphatic products as anthropogenic source of uranium

Uranijum koji se unese u zivotnu sredinu iz antropogenih izvora,
ucestvuje u geohemijskim procesima na isti nacin kao i elementi iz prirodnih iz-
vora. Treba naznaciti da se uranijum koji se u zemljistu pojavljuje iz geohemijskih
izvora nalazi u manje pristupa¢nim ili sasvim nepristupac¢nim oblicima, dok je ura-
nijum koji u zemljiSte dospeva iz antropogenih izvora najéesc¢e u takvim oblicima
da je njegova pristupacnost za biljke ve¢a. Jedna od najznacajnijih nenuklearnih
industrija kojom se radionuklidi unose u Zivotnu sredinu je fosfatna industrija, sa
finalnim proizvodima koji imaju sve ve¢u primenu. Smatra se da je radioaktivna
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opasnost koja nastaje u procesima proizvodnje fosfata priblizna opasnosti koja
postoji u rudnicima uranijuma (Stojanovi¢ i sar., 2006). Primena vestackih fosfat-
nih dubriva predstavlja daleko najveci antropogeni izvor uno$enja urana i prate¢ih
radionuklida (Ra i Th) u Zivotnu sredinu (Satalov i Laskorin, 1989). Osim procena
koliko ¢e se uranijuma uneti u zemljista tretirana fosfornim dubrivima, nema
mnogo literaturnih podataka o sudbini tako unetog uranijuma u zemljiste.

Proizvodnja fosfornih dubriva se zasniva na rastvaranju prirodnih fos-
fata sumpornom kiselinom, pri €¢emu u prvoj fazi nastaje fosforna kiselina, koja
dalje rastvara prirodne fosfate gradec¢i kao krajnji produkt fosforna dubriva. Rast-
varanjem afri¢kih prirodnih fosfata sumpornom kiselinom, 90-95% uranijuma pri-
sutnog u fosfatima prelazi u fosfornu kiselinu, da bi se kao krajnji produkt depono-
vao u fosfornim dubrivima. Objasnjenje ove pojave lezi u €injenici da je uranijumu
africkim fosfatima dominatan u Sestovalentnom obliku, za razliku od ameri¢kih
fosfata, gde se uranijum nalazi dominantno u ¢etvorovalentnom obliku i &ijom pre-
radom 60-80 % uranijuma prede u fosfornu kiselinu. Deponovan uranijum u su-
perfosfatu je u obliku uranilsulfata UO,(SQO,) i uranosulfata U(SQ,),, oba rast-
vorljiva u vodi (Rothbaun i sar., 1979).

Preradom fosfornih ruda dobijaju se i mono- i dikalcijum fosfat koji se
u ishrani Zivotinja koriste kao izvor kalcijuma, a mogu sadrzati jako visoke koncen-
tracije uranijuma, ¢ak preko 200 ppm (Aruda-Neto i sar., 2004b). Ovakvi mine-
ralno-vitaminski dodaci sto€noj hrani, sa visokim sadrzajem uranijuma, mogu
predstavljati rizik po zdravlje, kako Zivotinja tako i ljudi, a narocito dece.

Kontaminacija zemljista usled primene fosfornih dubriva /
Phosphorus fertilizers as a source of land contamination

Kao fosfatna dubriva u nasoj zemlji se najéesée prozvode: prosti su-
perfosfat i dvojni superfosfat, obogacéen superfosfat, koji se medusobno razlikuju
po sadrzaju aktivne komponente (P,Os). Daljom preradom mogu se dobiti druge
vrste dubriva (mesSana, kompleksna) i fosfati za ishranu stoke.

Sa stanovista radioekologije poseban interes predstavlja prou¢avanije
migracije radionuklida u zemljiStu kao dela biogenocenoze i osnovnog resursa u
poljoprivrednoj proizvodnji. Osnovni fizicko-hemijski faktori koji uticu na pokretlji-
vost radionuklida i njihovo usvajanje od strane biljaka su: kapacitet adsorpcije i
sadrzaj razmenijivih katjona, minerolo$ki i mehanicki sastav, kiselost zemljista,
sadrzaj organskih materija i radionuklida u zemljiStu (Stojanovi¢ i sar., 1993).

Na eksperimentalnim poljoprivrednim zemljiStima u Rothamstedu u
Engleskoji Rothbaum i saradnici (Rothbaun i sar., 1979) su analizirali ilovac¢astu
zemlju, koja je dubrena 85 godina superfosfatima, sa oko 33 kg P/ha godi$nje
(15 g U/ha). Utvrdeno je da je 0.45 mg U/kg akumulirano u orani¢énom, povrsin-
skom zemlji$tu. Sadrzaj uranijuma u zdravici (donji sloj tla, 23-46 cm) pokazuje da
nema obogadivanja uranijumom. Ovako unet uranijum u odsustvu organskih ma-
terija, najée$¢ée huminske kiseline koja ga adsorbuije i fiksira, moze postati pokre-
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tan i trasnportovati se zemljiSnim rastvorima kao Sestovalentni karbonatni kom-
pleks ili kao dvovalentni uranil jon.

Ispitujuci zemljiSta tipa pseudogleji Eernozem, Sari¢ i saradnici (1993)
su dosli do zakljuka da je u proseku od 28% doS$lo do povecanja sadrzaja ura-
nijuma u zemljistima tretiranim fosfornim dubrivima u odnosu na netretirana zem-
ljiSta u periodu od 25 godina.

Manojlovi¢ i saradnici (Manojlovi¢ i sar., 1989) nisu utvrdili znacajne
razlike u sadrZaju uranijuma izmedu nedubrenih zemljiSta i onih dubrenih fosfat-
nim dubrivima zbog relativno male radiaktivnosti izazvane kori§¢enjem fosfornih
dubriva. Tako, radioaktivnost izazvana jednogodi$njim dubrenjem, prema orijen-
tacionim procenama, iznosi samo hiljaditi deo prirodne radioaktivnosti zemiljista.

Kontaminacija biljaka uranijumom /
Uranium contamination of plants

Biljne vrste poseduju razli¢itu sposobnost akumuliranja radionuklida,
bilo preko nadzemnih organa — listova, ili korenovog sistema. Biljke koje imaju pli-
tak koren apsorbuju viSe radionuklida nego biljke sa dubljim korenom. Ova po-
java se objasnjava time da se najveéi deo radioaktivnih elemenata (oko 85%)
zadrzava u povrsinskom sloju dubine 5 cm (Buri¢ i Popovi¢, 1994).

Radionuklidi, ukljuCujuci i uranijum, slede iste metabolicke i bio-
hemijske puteve kao i njihovi analozi, $to je bitno za mehanizme transporta, dis-
tribucije i nagomilavanja u pojedinim fazama biljke-zemljiSte. Organske materije
prisutne u zemljistima pokazuju razli¢it uticaj na dostupnost radionuklida bilj-
kama. U zemljistima sa visokim sadrzajem humusa smanjena je apsorpcija radio-
nuklida od strane biljaka, jer huminska kiselina apsorbuje jone metala. Sa druge
strane, obrazovanije jedinjenja radionuklida sa organskim ligandima helatnog tipa
povecava njihovu mobilnost u zemlji§tu, a samim tim i njihovu dostupnost bilj-
kama.

Snizavanjem pH vrednosti zemljiSta pove¢ava se mobilnost veéine
radionuklida, kao i ja¢ina usvajanja od korenovog sistema biljaka. U opsegu pH
zemljista 5.3-7.5 biljkama je uran dostupan u minimalnim koli¢inama (Kovalevski,
1973). Stepen deponovanja uranijuma zavisi od biljne vrste i njenih genotipova,
pa je i distribucija uranijuma kroz biljne organe specifi¢na za svaku biljnu vrstu.
Sari¢ i sar. (1993) i Stojanovi¢ i sar. (1993) su utvrdili da se uranijum najve¢im de-
lom akumulira u korenovom sistemu, delimi¢no se distribuira do listova, manje se
zadrzava u stablu, a najmanje u generativnim organima. Takode, starost biljke i
njenih organa uti¢e na akumulaciju uranijuma tako $to se uranijum daleko viSe
sakuplja u starim listovima nego u mladim.
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Moguénost kontaminacije zivotinja uranijumom /
Uranium contaminantion of animals

2ivotinje se mogu kontaminirati uranijumom na tri nacina: preko koze,
inhalacijom i ingestijom. Uranijum kao hemijski i radiloski toksi¢an element u
organizam zivotinja najée$c¢e dospeva putem ingestije. Obroci za Zivotinje moraju
biti tako izbalansirani da mogu da podmire sve potrebe Zivotinja za hranljivim ma-
terijama, pa se stoga sto¢noj hrani dodaju fosfatni mineralni dodaci. Ovi dodaci
mogu sadrzati radioaktivne elemente, pre svega uranijum, ¢ime se moze povecati
ukupna radioaktivnost obroka za zivotinje. NajceSée koris¢eni mineralni doadaci
za ishranu goveda, svinja i Zivine su di- i monokalcijum fosfat, koji se dodaju radi
zadovoljenja potreba Zivotinja za Ca i P, a mogu dovesti i do konatminacije Zivoti-
nja uranijumom (Arrudaneto i sar., 1997; Izak-Biran i sar., 1988). Na Katedri za ra-
diologiju i radijacionu higijenu, Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu, ga-
maspektrometrijskom analizom kontrolisani su uzorci mono- i dikalcijum fosfata iz
uvoza i domade proizvodnje. Najvi§a izmerena aktivnost 238U u uzorcima mono- i
dikalcijum fosfata iz uvoza je bila 2000 Bg/kg (poreklom iz épanije i iz ltalije), dok
je u uzorku dikalcijum fosfata iz domace proizvodnje (IHP ,Prahovo") aktivhost
238y bila 1800 Bq/kg.

Ingestija uranijuma kod Zivotinja zapocinje jo$ u najranijem periodu
(obino odmah posle zaluc¢enja) i traje sve do klanja, pa se moze govoriti o
hroni¢noj kontaminaciji. Stepen prelaza radionuklida iz digestivhog trakta se
razlijuje u zavisnosti od vrste Zivotinja, Sto se nadalje moze sagledati preko koefi-
cijenta prelaza (Kp) (IAEA, 1994). Koeficijent prelaza (Kp) za 238U je: za kravlje
mleko 4,0 x 10, juneée meso 3,0 x 10, svinjsko meso 6,2 x 10, za Zivinsko
meso i jaja 1. S obzirom na to da je kod Zivine koeficijent prelaza za 238U - 1, ova
vrsta je posebno ugrozena, a samim tim i meso Zivine moZze predstavljati potenci-
jalnu opasnost u ishrani ljudi.

Nedovoljan broj struénih radova kojim bi se potvrdilo da li uranijum u
hrani za Zivotinje zaista ima Stetne efekte po zdravlje Zivotinja i da li je realan nje-
gov prelaz u animalne proizvode, imaju za posledicu to da za sada ne postoje
maksimalno dozvoljene koncetracije uranijuma u hrani za Zivotinje predloZzene od
strane Medunarodne atomske agencije i Euratoma. Varga (2008) je, na osnovu
razliGitih faktora i koeficijenata prelaza dao preporuku da dozvoljena aktivnost
2381 u hrani za prezivare bude 300 Bg/kg, a u hrani za Zivinu 100 Bg/kg. U nasoj
zemlji su Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede i Ministarstvo
nauke i zastite Zivotne sredine doneli preporuku o maksimalno dozvoljenoj kon-
centraciji 238U u uzorcima sto&ne hrane i dozvoljenim dodacima za stoénu hranu
(br. 532-04-03129/2005-02, od 08.02.2006. god.) (tabela 1).
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Tabela 1. Maksimalno dozvoljena koncentracija 238U u uzorcima sto&ne hrane i
dozvoljenim dodacima za sto¢nu hranu /
Table 1. Maximum permitted concentration of 238U in samples of cattle feed and permitted additives

for cattle feed

Uzorak / Sample

Maksimalno dozvoljena
koncentracija 238U Bq/kg /
Maximum permitted
concentration of 238U By/kg

Dikalcijum fosfat, Monokalcijum fosfat /

from 26 % to 30 % in feed

Dicalcium phosphate, Monocalcium phosphate 500
Hraniva, predsmese, smese i dozvoljeni dodaci namenjeni za
ishranu goveda / Feed, premixes, mixes, and permitted additives for 500
cattle diets
Gotova hrana, gotove smese za ishranu ostalih Zivotinja / 50
Ready feed, ready mixes for diets of other animals
do 10 % u hranu / 500
Up to 10 % in feed
od 11 % do 15 % u hranu / 350
Udeo predsmese i from 11 % to 15 % in feed
ozvolenin dodataka od 16 % do 20 % u hranu / 250
Premixes and permitted from 16 % to 20 % in feed
additives that are added od 21 % do 25 % u hranu / 200
from 21 % to 25 % In feed
od 26 % do 30 % u hranu / 150

Zakljuéak / Conclusion

U cilju dobijanja zdrave i bezbedne hrane za ljudsku ishranu neo-
phodno je stalno sprovodenje monitoringa na teritoriji Republike Srbije, sa poseb-
nim osvrtom na lanac ishrane: zemiljiste — biljke — Zivotinje — ¢ovek. Podaci do-
bijeni monitoringom o nivou aktivnosti 238U u Zivotnoj sredini treba da budu os-
nova pri utvrdivanju granica radioaktivne kontaminacije za fosfatna mineralna
dubriva i fosfatne mineralne dodatake za ishranu zivotinja. Takode, potrebna je re-
dovna kontrola fosfornih ruda iz uvoza, kao i svih proizvoda, kako iz uvoza takoiiz
domace proizvodnje. Samo na ovaj nacin mozemo spreciti da se uranijum iz an-
tropogenih izvora uvede u lanac ishrane i da na taj nacin dospe i do Coveka kao

krajnjeg potroSaca.
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ENGLISH

RADIOACTIVITY OF PHOSPHATE MINERAL PRODUCTS
Branislava Mitrovi¢, Gordana Vitorovi¢, Mirjana Stojanovié, D. Vitorovié¢

The phosphate industry is one of the biggest polluters of the environment with
uranium. Different products are derived after processing phosphoric ore, such as mineral
and phosphate fertilizers and phosphate mineral supplements (dicalcium-and monocal-
cium phosphate) for animal feeding. Phosphate mineral additives used in animal food may
contain a high activity of uranium. Research in this study should provide an answer to the
extent in which phosphate mineral products (phosphate fertilizer and phosphate mineral
feed additives) contribute to the contamination of soil, plants and animals.

Key words: phosphate mineral products, environment, uranium, feedstuffs

PYCCKWUH
PAONOAKTUBHOCTb ®OCPATHBLIX MUHEPAJIbHbIX MPOAYKTOB
BpaHucnasa Mutposud, MlopgaHa ButopoBuy, MupsHa CtosiHoBuy, [l. ButopoBuy

dochaTHas NPOMBILIEHHOCTb NpeAcTaBnseT cobon oAMH U3 cambiX 60-
NblUMX 3arpasHUTENen okpyxxawllen cpedbl ypaHoMm. O6paboTKow pyAabl nonydaeTcs
60NbLIOE YNCNO Pa3NNYHbIX MPOAYKTOB, N3 KOTOPbIX OTAENBHO 3HAYMTENbHbI chocdaT-
Hble MuHepanbHble yaobpeHus n docdaTHble MuHepasnbHble [06aBKM (OU- U MOHO-
kanbuun cocat). doccaTHble MUHepanbHble A06aBKW, NMOSIb3yeMble B CMECAX AN
KOPMJIIEHMS XKMBOTHBIX MOTYT COAEpXaTb BbICOKME aKTMBHOCTU ypaHa. ViccnegosaHus B
3TON paboTe Hy>XHbl NoJaTb OTBET B Kakow Mepe chocdaTHble MUHepanbHbIe MPOAYKThI
(dbochaTHbIe ya06peHusa n dhocaTHble MUHeparbHble 4o6aBKM KOPMY A5 CKOTa) coa-
eCTBYIOT KOHTaMMHaLWW MOYBbl, PACTEHWI U XXUBOTHbIX

Kntouesble cnoea: chochaHble MMHepanbHble NPOAYKThI, OKpYXKatoLlas cpea, ypaH,
KOpM Afia ckoTta
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FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE
U BEOGRADU 2010-2011. GODINE

Dordevié¢ Z. Jelena

Rodena 28. 08. 1984. u Kladovu
Diplomirala 27. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Ace Joksimovi¢a 60/48

Nerandzi¢ M. Darko

Roden 09. 05. 1984. u Beogradu
Diplomirao 15. 12. 2010.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Bul. Mihajla Pupina 151/14

Drljevi¢ V. Sasa

Roden 01. 05. 1979. u Kolasinu,
Crna Gora

Diplomirao 27. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Kolasin
Crkvina bb

Bogunovi¢ R. Danica

Rodena 08. 05. 1985. u Beogradu
Diplomirala 22. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Vojvode Toze 20

Vasiljevi¢ D. Vlada

Roden 15. 09. 1981. u Fodi,

R. Srpska, BiH

Diplomirao 23. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
16. oktobra 5/166

Dmitrasinovi¢ M. Tihomir

Roden 18. 04. 1982. u Virovitici,

R. Hrvatska

Diplomirao 24. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Stara Pazova
Slovenski trg bb

Stanisavljevi¢ M. Blagoje
Roden 30. 09. 1978. u Beogradu
Diplomirao 22. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Barajevo
Steve Abrli¢ 41

Agatonovi¢ M. Predrag

Roden 28. 05. 1981. u Smed. Palanci
Diplomirao 21. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Smed. Palanka
Umska 10

TufegdZi¢ S. DuSan

Roden 28. 03. 1979. u Sapcu
Diplomirao 21. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Banovo Polje
Zdravka Sesti¢a 34

Mitrovi¢ P. lvana

Rodena 28. 05. 1977. u Beogradu
Diplomirala 14. 12. 2010.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Omladinskih brigada 146/2

141



Vet. glasnik 65 (1-2) 141 - 145 (2010) Diplomirani veterinari

Urosevi¢ T. Vladan

Roden 06. 08. 1976. u Valjevu
Diplomirao 09. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
TriSe Kaclerovi¢a 4

Peji¢ V. Rade

Roden 13. 08. 1985. u Gradisci,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 07. 12. 2010.

Stalno mesto boravka Laktasi
KrajiSka 8

Aleksi¢ Z. Branislav

Roden 30. 06. 1980. u Zajecaru
Diplomirao 22. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Zajecar
Milana Miljkovi¢a 29

Cegar M. Igor

Roden 29. 03. 1984. u Banja Luci,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 25. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Banja Luka
Jovana Duci¢a 114

Sopalovié S. Vida

Rodena 07. 11. 1981. u UzZicu
Diplomirala 29. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Cajetina
Mackat

Veljkovié M. Ljubica

Rodena 04. 01. 1981. u Beogradu
Diplomirala 25. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Zemun
Prvomajska 15

Peri¢ D. Tijana

Rodena 19. 09. 1984. u Beogradu
Diplomirala 26. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Zivka Davidoviéa 108
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Babi¢ M. Milijana

Rodena 28. 04. 1984. u Lazarevcu
Diplomirala 15. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Lajkovac
IzvidaCka 13

Manié¢ D. Marija

Rodena 18. 12. 1986. u Vranju
Diplomirala 22. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Selo KrSevica

Savi¢ M. Radenko

Roden 29. 06. 1984. u Zvorniku,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 24. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Kozluk
Kiseljak bb

Stojanovi¢ Z. Branko
Roden 17. 08. 1983. u NiSu
Diplomirao 23. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Ni$§
Bul. Nemaniji¢a 88/14

Kandi¢ N. Petar

Roden 13. 12. 1978. u Kraljevu
Diplomirao 23. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Kraljevo
Oktobarskih Zrtava 53

Suvajac S. Igor

Roden 13. 05. 1983. u Prnjavoru
R. Srpska, BiH

Diplomirao 23. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Prnjavor
Gornja llova bb, R. Srpska, BiH

Dragi¢ V. Branko

Roden 11. 09. 1984. u Brékom, BiH
Diplomirao 24. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Bijeljina
Donja Bukovica 120
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Kuzmanovi¢ M. Mirjana
Rodena 07. 12. 1984. u Sapcu
Diplomirala 23. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Vladimirci
Skupljen

Savci¢ R. Nikola

Roden 13. 03. 1974. u Zemunu
Diplomirao 19. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Pere Velimirovi¢a 66

Pazman B. Aleksandra

Rodena 25. 04. 1981. u Beogradu
Diplomirala 11. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Bul. Kralja Aleksandra 17

Milas B. Marjan

Roden 29. 05. 1982. Zemun
Diplomirao 11. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Zemun
Karadordev trg 10/9

Bukvi¢ Z. Maja

Rodena 30. 06. 1985. u Pancevu
Diplomirala 12. 11. 2010.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Gandijeva 44/15

Zivanovi¢ S. Milo$

Roden 283. 06. 1980. u Beogradu
Diplomirao 12. 11. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd

I maj 1/5

Pavlovi¢ M. Mladen

Roden 03. 12. 1984. u Beogradu
Diplomirao 18. 10. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
ViSegradska 3

Paunovié Z. Jelena

Rodena 21. 04. 1982. u Beogradu
Diplomirala 21. 10. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Straska Pindzura 21

Tadi¢ I. Vukasin

Roden 06. 05. 1983. u Beogradu
Diplomirao 22. 10. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Kneza od Semberije 7

Smiljani¢ Lj. Milijana
Rodena 07. 12. 1979. u Sapcu
Diplomirala 22. 10. 2010.

Stalno mesto boravka M. Beloti¢
Kralja Aleksandra 21

Panteli¢ M. Milo$

Roden 07. 01. 1983. u Loznici
Diplomirao 11. 10. 2010.

Stalno mesto boravka Mali Zvornik
Ribarska 42

Rangelov R. Branislav

Roden 09. 11. 1988. u Vranju
Diplomirao 19. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Pere Cetkovita 31/14

Kosti¢ B. Goran

Roden 27. 04. 1984. u Banja Luci
R. Srpska, BiH

Diplomirao 22. 10. 2010.

Stalno mesto boravka Banja Luka
Gauvrila Principa 37

Kotaras M. Milena

Rodena 24. 09. 1980. u Kninu
R. Hrvatska

Diplomirala 15. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Rakovicki put 7e
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Stoji¢ M. Nikola

Roden 27. 06. 1982. u Valjevu
Diplomirao 19. 10. 2010.
Stalno mesto boravka

14206 bb

Savi¢ S. Nemanja 5
Roden 27. 05. 1980. u Sapcu
Diplomirao 14. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Sabac
Vlade Jovanovi¢ 29/2

Bastaji¢ J. Miroslav

Roden 23. 03. 1983. u Karlovcu
R. Hrvatska

Diplomirao 22. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Nede Spasojevi¢ 22

Katani¢ M. Dusan

Roden 08. 12. 1979. u Lazarevcu
Diplomirao 25. 12. 2009.

Stalno mesto boravka Lazarevac
Milana Koji¢a 28

Markovié¢ J. Stevica

Roden 28. 12. 1984. u Bijeljini,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 23. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
VrSani

Pepi¢ D. Marijana

Rodena 11. 05. 1981. u Kikindi
Diplomirala 04. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Banatsko
Veliko Selo, Stojana Mati¢a 80

Madarac M. Sandro

Roden 26. 07. 1981. u Bijeljini,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 14. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
Svetog Save 4
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Tufegdzi¢ B. Ivan

Roden 01. 02. 1983. u Valjevu
Diplomirao 21. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Valjevo
Lepenicka 6

Nikoli¢ M. Sanja

Rodena 18. 01. 1981. u Beogradu
Diplomirala 23. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Borivoja Stevanovi¢a 45

Dragovi¢ D. Dalibor

Roden 21. 08. 1981. u Beogradu
Diplomirao 21. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Obrenovac
Vojvode Putnika 7

Mileti¢ R. Dusan

Roden 23. 03. 1984. u Kragujevcu
Diplomirao 14. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Kragujevac
Slobodana Jovanovi¢a 38

Kubatovi¢ P. Tamara

Rodena 16. 05. 1984. u Subotici
Diplomirala 22. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Subotica
Servo Mihalj 37

Nadaski¢ Z. Marko

Roden 08. 05. 1980. u Beogradu
Diplomirao 23. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
DZordza Vasingtona 38a

Luzaji¢ M. Tijana

Rodena 08. 01. 1985. u Beogradu
Diplomirala 22. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Beograd
Veljka Petrovi¢a 122
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Milovanovi¢ R. Marko

Roden 27. 09. 1980. u Lazarevcu
Diplomirao 21. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Lazarevac
Dositeja Obradovica 46

Kovacevi¢ B. Drazen

Roden 20. 07. 1984. u Teslicu,
R. Srpska, BiH

Diplomirao 28. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Tesli¢
Jovana Ducic¢a H-50

Vukeli¢ Z. Biljana

Rodena 04. 12. 1978. u Beogradu
Diplomirala 14. 09. 2010.

Stalno mesto boravka N. Beograd
Dr Ivana Ribara 161/41

Milivojevié V. Zeljko

Roden 04. 07. 1983. u Beogradu
Diplomirao 28. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Stubline
Trstenica 177

Luka¢ M. Miloslav

Roden 30. 09. 1982. u Pancevu
Diplomirao 07. 09. 2010.

Stalno mesto boravka Kovacica
Ive Andri¢a 16

Ivanovi¢ S. Jelena

Rodena 13. 10. 1985. u G. Milanovcu

Diplomirala 02. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Brace Jerkovi¢ 84/15
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RUKOPISA

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

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

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

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

OPSTA UPUTSTVA

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

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj prvoj stranici treba napisati sledece:

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

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

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

KRATAK SADRZAJ

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

PISANJE TEKSTA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Knjige i druge monografije:

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

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

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

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

3. Poglavlja u knijizi:

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

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

4. Rad ili abstrakt u Zborniku radova:

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

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

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

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

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