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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 Bojkovi}-Kova~evi}, I. Jeremi}, Danijela Kirovski, M. Polovina,
I. Vujanac, R. Prodanovi}, S. Milo{evi}**

Cilj istra`ivanja izlo`enog 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
o~ekivanog 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,
Nema~ka) u dnevnoj koli~ini od 200 grama. Uzorci krvi su uzeti 15 dana
pre i 10 dana nakon teljenja. Neposredno nakon va|enja krvi, u uzor-
cima pune krvi, odre|ivana je koncentracija glukoze i betahidroksib-
uterne kiseline (BHBA). U uzorcima krvnog seruma odre|ivana je kon-
centracija ukupnih proteina, albumina, ureje i ukupnog bilirubina. U an-
tepartalnom periodu, kod krava kontrolne i ogledne grupe, nisu us-
tanovljene zna~ajne razlike izme|u prose~nih vrednosti ispitivanih
parametara metaboli~kog profila. Posle partusa kod krava kontrolne
grupe koncentracija glukoze je bila ni`a od fiziolo{ki prihvatljive
(x=1,93±0,43 mmol/l), dok je kod krava ogledne grupe glikemija bila
na gornjoj fiziolo{koj granici (x=3,13±0,33 mmol/l) i statisti~ki
zna~ajno vi{a nego kod kontrolne grupe (p<0,001). Koncentracija
BHBA kod krava koje su dobijale energetski dodatak ("OSIMOL") izno-
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sila je 0,40±0,12 mmol/l, dok je kod krava kontrolne grupe bila
zna~ajno ve}a (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 fiziolo{kih vrednosti (x= 4,09 ± 1,42 µmol/l), dok je kod
krava kontrolne grupe ta vrednost bila zna~ajno ve}a (p<0,05) i izno-
sila je 10,19±5,16 µmol/l.

Klju~ne re~i: krava, peripartalni period, energetski dodatak,
biohemijski parametri krvi

U periodu oko teljenja kod visokomle~nih krava nastaju najzna~ajnije
promene u energetskom metabolizmu (Drackley, 1999; Grummer i sar., 2010).
Odmah nakon teljenja, sa po~etkom laktacije, pove}avaju 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 poreme}aja metabolizma, koje karakteri{e
smanjivanje intenziteta glukoneogeneze i intenziviranje procesa ketogeneze.
Ukoliko je mobilizacija masnih kiselina iz depoa masti intenzivnija nego {to su me-
taboli~ke mogu}nosti }elija jetre, posledice toga su zama{}enje jetre i ketozno
stanje. U ovakvim uslovima naru{eni metaboli~ki status mo`e dodatno da se po-
gor{a niskom insulinemijom, koja je jedan od mehanizama prilago|avanja organ-
izma na negativan bilans energije na po~etku laktacije (Hayirli, 2006). Niska insu-
linemija traje sve dotle dok `ivotinje ne uspostave energetsku ravnote`u, a to je
naj~e{}e 6-8 nedelja posle teljenja. Sni`ena koncentracija insulina u peripartal-
nom periodu predstavlja posebnu opasnost kod gojaznih `ivotinja zbog mo-
gu}nosti intenziviranja procesa lipomobilizacije, koji u nekim slu~ajevima po-
prima nekontrolisane razmere. Posledice su naj~e{}e difuzno zama{}enje jetre,
intoksikacija organizma i nastajanje komatoznog stanja (Contreras i sar., 2010).
@ivotinje mogu da prebrode metaboli~ku krizu ako se glukoneogeneza stimuli{e
egzogenim ili endogenim putem. Najpovoljnije je da se glukoneogeneza stimuli{e
egzogenim putem, izuzev u slu~ajevima kada nedostatak ugljenih hidrata treba
brzo da se nadoknadi parenteralnim davanjem rastvora glukoze ([amanc 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 najve}oj meri ne podle`u 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 sadr`e glicerol ili propilen-glikol sve vi{e
preporu~uju kao dodaci u ishrani visokomle~nih krava u peripartalnom periodu
dok se ne uspostavi energetska ravnote`a ([amanc i sar., 2008). Ustanovljeno je
da krave ~ija je proizvodnja do 30 litara mleka na dan, posti`u energetsku rav-
note`u do polovine avansnog perioda ([amanc, 2010b). Zbog toga je najpravilniji
put za ubla`avanje posledica negativnog bilansa energije na po~etku laktacije
kori{}enje jedinjenja koja predstavljaju glukogenoplasti~ne i energetske prekur-
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zore. Njihovo kori{}enje treba da spre~ava nekontrolisanu mobilizaciju masti iz
telesnih depoa i nastajanje zama{}enja jetre i ketoznog stanja koji dovode do
smanjene proizvodnje mleka i poreme}aja u reprodukciji (Van Knegsel i sar.,
2007a; Castañeda-Gutiérrez i sar., 2009).

Cilj istra`ivanja izlo`enog 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.

Na farmi krava hol{tajn-frizijske rase odabrano je 40 krava u fazi
zasu{enja, 15 dana pre o~ekivanog termina teljenja. Krave su dr`ane u veznom
sistemu dr`anja u {talama zatvorenog tipa. Hranjene su obro~no dva puta dnev-
no, a osnovna hraniva su bila sila`a cele biljke kukuruza i krmna sme{a. Sve krave
uklju~ene u ogled su hranjene na isti na~in, kako u periodu zasu{enja, tako i posle
teljenja u ranoj laktaciji.

Krave odabrane za ova ispitivanja su 15 dana pre o~ekivanog termina
teljenja 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, Nema~ka) u koli~ini od 200 g dnevno. Preparat je u hranu dodavan ru~no
uz obrok, tako {to je po 100 g me{ano u 900 g mekinja. Uzorci krvi su uzimani
punkcijom repne vene prvi put 15 dana pre o~ekivanog termina teljenja, odnosno
pre po~etka 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, odre|ivana je koncentracija glukoze i ß-
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 obra|eni su standardnim statisti~kim metodama i
izra~unate su srednje vrednosti i standardna devijacija. Za ocenu statisti~kih
razlika srednjih vrednosti primenjen je studentov t-test.

Vrednosti pojedinih parametara metaboli~kog profila krava u posledn-
joj fazi graviditeta prikazani su u tabeli 1 i 2 .

Iz rezultata prikazanih u tabelama 1 i 2 zapa`a se da su prose~ne kon-
centracije glukoze, BHBA, ukupnog bilirubina i ureje u krvnom serumu krava kon-
trolne i ogledne grupe bile u opsegu fiziolo{kih vrednosti za goveda, kao i da nije
bilo statisti~ki zna~ajne razlike u vrednostima ovih parametara izme|u ogledne i
kontrolne grupe. Kod obe grupe krava pre teljenja su utvr|ene hiperproteinemija i
hiperalbuminemija, jer su vrednosti za koncentracije ukupnih proteina i albumina
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bile ve}e od fiziolo{kih vrednosti. Vrednosti proteinemije i albuminemije se nisu
zna~ajno razlikovale izme|u dve grupe.

Tabela 1. Parametri metaboli~kog profila kontrolne grupe krava u visokom graviditetu /

Kontrolna grupa krava /

Glukoza /

(mmol/L)

BHBA
(mmol/L)

Ukupni
proteini /

(g/L)

Albumin /

(g/L)

Ukupni
bilirubin /

(µmol/L)

Urea /

(mmol/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

IV 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 /

Ogledna grupa krava /

Glukoza /

(mmol/L)

BHBA
(mmol/L)

Ukupni
proteini /

(g/L)

Albumin /

(g/L)

Ukupni
bilirubin /

(µmol/L)

Urea /

(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

IV 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 metaboli~kog profila kontrolne grupe krava posle teljenja /

Kontrolna grupa krava /

Glukoza /

(mmol/L)

BHBA
(mmol/L)

Ukupni
proteini /

(g/L)

Albumin /

(g/L)

Ukupni
bilirubin /

(µmol/L)

Urea /

(mmol/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

IV 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 /

Ogledna grupa krava /

Glukoza /

(mmol/L)

BHBA
(mmol/L)

Ukupni
proteini /

(g/L)

Albumin /

(g/L)

Ukupni
bilirubin /

(µmol/L)

Urea /

(mmol/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

IV 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;
***p<0,001 u odnosu na isti parametar kod kontrolne grupe krava

;

Iz tabela 3 i 4 se zapa`a da je postpartalno kod krava kontrolne grupe
postojala hipoglikemija, jer je prose~na koncentracija glukoze iznosila 1,93±
0,43 mmol/l , dok je kod krava ogledne grupe glikemija bila na gornjoj fiziolo{koj
granici (x=3,13±0,33 mmol/l) i zna~ajno ve}a nego kod krava kontrolne grupe
(p<0,001). Tako|e se zapa`a da je koncentracija BHBA u krvi krava koje su dobi-
jale "OSIMOL" bila u okviru fiziolo{kih vrednosti (x=0,40±0,12 mmol/l), dok je kod
krava kontrolne grupe bila zna~ajno ve}a (p<0,001) i prose~no je iznosila 0,88±
0,39 mmol/l. Op{te je poznato da kod visokomle~nih krava postoji stalna opas-
nost od poreme}aja metabolizma koje pre svega karakteri{e smanjivanje inten-
ziteta glukoneogeneze i intenziviranje procesa ketogeneze (Bauman i Currie,
1980; Bell 1995; Drackley, 1999; Mulligan i Doherty, 2008). Imaju}i u vidu da se
krave na po~etku laktacije nalaze u stanju negativnog bilansa energije, suple-
mentacija obroka, energetskim i glukogenoplasti~nim jedinjenjima, omogu}ava
blagovremeno i efikasno prilago|avanje na visoku proizvodnju mleka. Danas se
sa uspehom u ishrani visokomle~nih krava koriste dodaci koji u svom sastavu
sadr`e propilen-glikol i glicerol ([amanc, 2010a). Rezultati ispitivanja u ovom radu
pokazuju povoljan uticaj primenjenog energetskog dodatka na dva najva`nija
metaboli~ka procesa kod pre`ivara, glukoneogenezu i ketogenezu. Do takvih re-
zultata do{li su i drugi autori (Moallem i sar., 2007; [amanc i sar., 2008;
Castañeda-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 ve}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 poja~anog priliva masnih kiselina u jetru, jedan deo proizvoda
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njihovog katabolizma koristi u procesu ketogeneze i time pove}ava opasnost za
nastajanje ketoznog stanja (Heitmann i sar., 1987; Holtenius i Holtenius, 1996).
Poja~an priliv masti u hepatocite kontrolne grupe krava doveo je do dodatnog op-
tere}enja hepatocita i olak{ao mogu}nost nastajanja masne jetre. Kod krava u
peripartalnom periodu, zama{}enje jetre, kao veoma ~est nalaz nastaje zbog
poja~ane pa i nekontrolisane lipomobilizacije (Bobe i sar., 2004). Na{i rezultati su
pokazali da je kod krava tretiranih propilen-glikolom u obliku preparata "OSIMOL",
prose~na koncentracija ukupnog bilirubina bila u granicama fiziolo{kih vrednosti
(x=4,09±1,42 µmol/L), dok je kod krava kontrolne grupe bila ve}a od fiziolo{ke
vrednosti (x=10,19±5,16 µmol/L). Razlika je bila statisti~ki zna~ajna (p<0,05).
Razmatranjem pojedina~nih vrednosti ustanovljeno je da je kod 38 % tek oteljenih
krava kontrolne grupe bilirubinemija bila zna~ajno ve}a od fiziolo{ke vrednosti
odnosno u rasponu od 13,9 do 23,5 µmol/L. Ni kod jedne krave ogledne grupe
vrednost bilirubinemije nije bila ve}a od fiziolo{ke 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;
[amanc i sar. 1992). Po svemu sude}i, kod krava kontrolne grupe u periodu oko
teljenja mobilizacija masti iz telesnih rezervi je bila intenzivnija nego kod krava
ogledne grupe, {to je zbog zama{}enja dovelo i do smanjenja funkcionalne aktiv-
nosti }elija jetre. Kao posledica toga, smanjila 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 fiziolo{kim 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/l. Visoka vrednost proteinemije kod ogledne i kontrolne
grupe krava u visokom graviditetu, kao i kontrolne grupe krava u ranom puerperi-
jumu mo`e se objasniti ve}im stepenom dehidratacije u periodu oko teljenja (Lit-
tle i sar., 1984). Me|utim, 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 sude}i osim hemokoncentracije i
drugi ~inioci imaju ulogu u nastajanju hiperproteinemije. Izme|u krava kontrolne i
ogledne grupe, jedna od su{tinskih razlika je bio njihov energetski status. Krave
kontrolne grupe koje nisu dobijale energetski dodatak su imale izra`eniji negati-
van bilans energije i u vezi sa tim, ni`i stepen aktivnosti {titaste `lezde. Postoje po-
daci koji ukazuju na to da je stepen aktivnosti tireoidee u korelaciji sa energetskim
statusom `ivotinja i da u ranoj fazi laktacije njena smanjena aktivnost predstavlja
na~in prilago|avanja `ivotinja na negativan bilans energije (Van Knegsel i sar.,
2007b). U takvim slu~ajevima je koncentracija ukupnih proteina i albumina ve}a
od fiziolo{kih vrednosti (Williams, 2007).
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Na osnovu dobijenih rezultata mo`e se zaklju~iti 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 odr`avanje fiziolo{kih vrednosti
metaboli~kih parametara u peripartalnom periodu, u kome je `ivotinja
najpodlo`nija metaboli~kim poreme}ajima, koji dovode do ozbiljnih zdravstvenih
poreme}aja pra}enih smanjenom produktivno{}u `ivotinja. Energetski dodatak
ima stimulativni uticaj na proizvodnju mleka do uspostavljanja energetske rav-
note`e.
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INFLUENCE OF PERIPARTUM DIETARY ENERGY SUPPLEMENTATION ON SOME

BLOOD BIOCHEMICAL PARAMETARS IN DAIRY COWS

Slavica Bojkovi}-Kova~evi}, I. Jeremi}, Danijela Kirovski, M. Polovina,

S. Milo{evi}, 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 (n=20) and experimental (n=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=3.13±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 �mol/L), while in the cows of the control group it was significantly higher (p<0.05) and
stood at 10.19±5.16 µmol/l.

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

VLIÂNIE ÕNERGETI^ESKOY DOBAVKI V KORMLENII KOROV V TE^ENIE
DORODOVOGO PERIODA NA STOIMOSTI NEKOTORÀH BIOHIMI^ESKIH

PARAMETROV KROVI

Slavica Boykovi~-Kova~evi~, I. Eremi~, Daniela Kirovski, M. Polovina,
S. Milo{evi~, I. VuÔnac, R. Prodanovi~

CelÝ issledovaniÔ v Ìtoy rabote bìla utverditÝ vliÔnie propilen-
glikola na stoimosti parametrov metaboli~eskogo profilÔ korov v dorodovom pe-
riode. PÔtnadcatÝ dney do o`idannogo otÒla otobrano 40 korov, razdelennìe v
dvuh gruppah: kontrolÝnuÓ (n=20) i opìtnuÓ (n=20). Korovam v opìtnoy gruppe v pe-
riode ot 15 dney pered do 30 dney posle otÒla v korm dobavlivan preparat na baze
propilen-glikola ("OSIMOL", Veyx-Pharma GmbH, Germaniq) v dnevnom koli~e-
stve ot 200 grammov. Obraz~iki krovi vzÔtì 15 dney do 10 dney posle otÒla. Nepos-
redstvenno posle izvle~eniÔ krovi, v obraz~ikah polnoy krovi, opredelìvana
koncentraciÔ glÓkozì i beta-gidroksi-buternoy kislotì (BGBK). V obraz~ikah
krovÔnogo seruma opredlìvana koncentraciÔ sovokupnìh proteinov, alÝbuminov,
mo~evinì i sovokupnogo bilirubina. V dorodovom periode, sredi korov kontrolÝ-
noy i opìtnoy gruppah, ne ustanovlenì zna~itelÝnìe raznicì me`du srednimi
stoimostÔmi ispìtìvannìh parametrov metaboli~eskogo profilÔ. Posle rodov u
korov kontrolÝnoy gruppì koncentraciÔ glÓkozì bìla ni`e fiziologi~eski pri-
emlemoy (h=1,93�0,43 mmol/l), poka u korov opìtnoy gruppì glikemiÔ bìla na verh-
ney fiziologi~eskoy granice (h=3,13�0,33 mmol/l) i statisti~eski zna~itelÝno
bolee bolÝ{aÔ, ~em u kontrolÝnoy gruppì (r<0,001). KoncentraciÔ BGBK u korov,
polu~av{ie Ìnergeti~eskuÓ dobavku ("OSIMOL") sostovlÔla (v summe) 0,40�0,12
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mmol/l, poka u korov kontrolÝnoy gruppì bìla zna~itelÝno bólÝ{e (r<0,001) i v
srednem sostavlÔla (v summe) 0,88�0,39 mmol/l. Krome togo u korov opìtnoy gruppì
koncentraciÔ sovokupnogo bilirubina bìla v granicah fiziologi~eskih stoi-
mostey (h=4,09�1,42 �mol/l), poka u korov kontrolÝnoy gruppì Ìta stoimostÝ bìla
zna~itelÝno bólÝ{e (r<0,05) i sostavlÔla (v summe) 10,19�5,16 �mol/l.

KlÓ~evìe slova: korova, dorodovoy period, Ìnergeti~eskaÔ dobavka,
biohimi~eskie parametrì krovi
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IMUNSKI KOMPLEKSI U KRVNOM SERUMU TELADI SA

KLINI^KIM SIMPTOMIMA BRONHOPNEUMONIJE*

IMMUNE COMPLEXES IN BLOOD SERUM OF CALVES WITH

CLINICAL SYMPTOMS OF BRONCHOPNEUMONIA

Natalija Fratri}, D. Gvozdi}, Olivera Savi}, Ivana Jagli~i}, Vesna Ili}**

Oboljenja respiratornog trakta goveda su kompleksne etiologije,
a javljaju se kao posledica interakcije imunskog sistema jedinke, stre-
sogenih ~inilaca prisutnih u spolja{njoj sredini i patogenih mikroorgani-
zama. Nivo i uloga cirkuli{u}ih imunskih kompleksa u serumima teladi
obolelih od ove bolesti do sada nisu izu~avani. Ovaj rad je ura|en sa cil-
jem da se utvrdi da li su bolesti respiratornog trakta kod teladi u uzrastu
od tri meseca pra}ene promenom nivoa imunskih kompleksa u se-
rumu i promenom nivoa serumskih proteina, pre svega � 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 odre|ivan merenjem
opti~ke gustine PEG precipitata na 350 nm (OD350). OD350 PEG precipi-
tata obolele teladi je iznosila 0,577±0,206 i bila je statisti~ki zna~ajno
vi{a (p<0,001) u odnosu na vrednosti dobijene kod zdrave teladi
(OD350 = 0,286±0,080). U �-globulinskoj frakciji seruma i PEG precipi-
tata i zdrave i obolele teladi bili su prisutni i spori, katjonski, i brzi, anjon-
ski �-globulini, ali je koncentracija brzih �-globulina bila zna~ajno ni`a
kod obolele teladi. Nivo ukupnih �-globulina i �-globulinskih frakcija
nije statisti~ki zna~ajno korelirao sa nivoom PEG precipitabilnih imun-
skih kompleksa. Na osnovu dobijenih razultata mo`e se zaklju~iti da se
u serumima tri meseca starih teladi obolelih od bolesti respiratornog
trakta detektuje pove}an nivo PEG precipitabilnih imunskih komplek-
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sa, a rezultati dobijeni ovim relativno jednostavnim testom mogu se
koristiti kao dodatni parametar za dijagnozu i pra}enje toka bolesti.

Klju~ne re~i: telad, bolesti respiratornog trakta, PEG esej, imunski
kompleksi, �-globulini

Oboljenja respiratornog trakta goveda su naj~e{}i uzrok morbiditeta i
mortaliteta u intenzivnom govedarsvu. Fibroza i gubitak funkcionalnog kapaciteta
plu}a kod `ivotinja sa prele`anom pneumonijom imaju negativan uticaj na prirast,
a kod priplodnih grla koja se koriste za obnovu stada produ`ava 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 mo`e da
dostigne nivo i od 25% i zajedno sa cenom tretmana obolelih `ivotinja pove}ava
tro{kove proizvodnje za vi{e od 8%.

Pneumonija teladi je bolest kompleksne etiologije i posledica je in-
terakcije izme|u 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: gove|i 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
izme|u virusnih i bakterijskih patogena i njihova obostrana interakcija sa leukoci-
tima i endotelnim i epitelnim }elijama doma}ina uzrokuje sna`nu zapaljensku
reakciju (fibrinoznu pleuropneumoniju) karakteristi~nu za oboljenja respiratornog
trakta goveda (Czuprynski, 2009). Razli~iti faktori mogu uticati na prijem~ivost 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 mogu}nost efikas-
nog imunskog odgovora. Me{anje teladi razli~ite starosti i razli~itog porekla u is-
tom prostoru, kao i sme{taj teladi u slabo ventilirane, prenaseljene i vla`ne uslove
potencira nastajanje respiratornih bolesti. Iako pneumonija kod teladi mo`e da se
javi u bilo koje doba godine, naj~e{}e se javlja zimi i u prole}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 na~in na koji se imuni sistem teladi (ne)bori
protiv ovih patogena. Kod ljudi imunski kompleksi su povi{eni u bakterijskim
pneumonijama (Korppi i sar., 2008; Holloway i sar., 1993; Mellencamp i sar., 1987)
i oni imaju udela u o{te}enju tkiva plu}a 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-
tra`ivanja 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 dijagnosti~kog kriterijuma kod ove bolesti.
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Za ocenjivanje stanja respiratornog sistema kori{}en je respiratorni
bodovni (skoring) sistem, sli~an onom koji je ustanovio McGuirk SM (2005). Res-
piratorni skoring sistem se sastoji od klini~kih znakova koji se ocenjuju (kriteri-
juma): pojava i koli~ina iscetka iz nosa, iscedak iz oka, polo`aj u{iju, rektalna tem-
peratura, ka{alj (spontani ili indukovani), broj respiracija. Svaki od kriterijuma je
ocenjivan brojevima od 0 do 3, gde je ve}a vrednost ukazivala na ve}u te`inu 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 pra}enje `ivotinje, a vrednost vi{a od 4 zahteva tretman (anti-
bioticima). U studiju je bilo uklju~eno 14 teladi uzrasta od tri meseca, sa znacima
oboljenja respiratornog trakta, pre po~etka 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 odre|i-
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 odre|ivan je merenjem opit~ke gustine PEG precipitata na
350 nm (OD350).

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

Elektroforeza u gelu agaroze je izvo|ena u gelu 1% agaroze po me-
todi koju je opisao Johansson (1972), a procenat i koncentracija �-globulina
odre|ivana 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 odre|ivani na automatskom
broja~u }elija pode{enom za brojanje `ivotinjskih }elija (Hematology Analyzer,
901062, Diatron, Arcus, GmbH, Wien, Austria).

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

Rezultati ispitivanja obra|eni su standardnim statisti~kim metodama i
izra~unata je srednja vrednost i standardna devijacija. Za ocenu statisti~ke
zna~ajnosti razlika srednjih vrednosti primenjen je Studentov t-test gde je vred-
nost verovatno}e (p) manja od 0,05 ozna~ena kao statisti~ki zna~ajna. Linearnom
regresionom analizom ispitivana je korelacija nivoa imunskih kompleksa sa kon-
centracijom serumskih proteinskih frakcija.
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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 klini~kim simptomima,
izra`en kao opti~ka gustina PEG precipitata na 350 nm (OD350) iznosio je 0,577 ±
0,206 i bio statisti~ki zna~ajno vi{i (p = 2x10-4) 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 /
OD350 of PEG precipitate

Bolesna telad /
Diseased calves

Zdrava telad /
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 = 2 x 10 -4

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 uo~avaju se
~etiri glavne elektroforetske frakcije: �, � i �-globulini i albumini (slika 1). Elektro-
foretske karakteristike (elektroforetska 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 �-globulinskoj frakciji seruma i
PEG precipitata i zdrave i obolele teladi bili su prisutni spori, katjonski, i brzi, an-
jonski, �-globulini.

Na osnovu denzitometrijske analize elektroforezograma i ukupne kon-
centracije proteina u serumima i PEG precipitatima odre|ena je koncentracija
proteina u svakoj elektroforetskoj frakciji (tabela 2). U serumima obolele teladi je
izmereno statisti~ki zna~ajno smanjenje koncentracije brzih �-globulina. U seru-
mima i u PEG precipitatima obolele teladi nivo �-globuina bio je povi{en dok je
nivo albumina bio zna~ajno ni`i.

Nivo ukupnih �-globulina i �-globulinskih frakcija nije statisti~ki zna~aj-
no korelirao sa nivoom PEG precipitabilnih imunskih kompleksa.
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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
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Osnovni hematolo{ki 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 statisti~ki zna~ajno razlikovali u odnosu na zdravu telad. Parametri crvene
krvne slike (broj eritrocita, koncentracija hemoglobina, hematokritska vrednost)
su imali statisti~ki zna~ajno ni`e vrednosti kod obolelih u odnosu na zdravu telad.
Me|utim, ove ni`e 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 hematolo{ki 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 /
Diseased calves

Zdrava telad /
Healthy calves

Verovatno}a /
Probability

(p)

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) 29,9 ± 5,5 28,9 ± 3,0 0,636

MCH (pg) 9,5 ± 3,8 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.

Iako oboljenja respiratornog sistema goveda danas predstavljaju naj-
ve}i zdravstveni problem u govedarstvu, kompletan mehanizam koji obja{njava
nastanak ove bolesti, tj na~in na koji virusni i bakterijski agensi probijaju imunsku
odbranu doma}ina nisu u potpunosti poznati. Smatra se da su virusi primarni
uzro~nici bolesti i da aktivna virusna infekcija u bronhijalnim epitelnim }elijama
dovodi do osloba|anja hemokina i citokina koji privla~e, aktiviraju i pove}avaju
adhezivnost neutrofila, {to sve dovodi do primarne zapaljenske reakcije. Osim
pove}ane adherence neutrofila, primarna virusna infekcija stvara uslove za se-
kundarnu bakterijsku infekciju jer dovodi do pove}anja adhezivnosti bakterija za
bronhijalne epitelne }elije u uslovima kada je sna`an inflamatorni odgovor ve}
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zapo~et. Bakterije se razmno`avaju u plu}ima i osloba|aju egzotoksine. Oni u ni-
skoj koncentraciji aktiviraju neutrofile i mononuklearne fagocite koji nakon toga
osloba|aju citokone i slobodne radikale, {to dodatno pogor{ava stanje inflama-
cije. U ve}im koncentracijama egzotoksini indukuju i apoptozu leukocita (Czu-
prynski, 2009).

Uloga imunskih kompleksa, sna`nih 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-
re|ivan PEG precipitacionom metodom koja omogu}ava i kvantitativnu (Fratri} i
sar, 2006) i (barem delimi~nu) kvalitativnu analizu (Fratri} i sar, 2010b) cirkuli{u}ih
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 statisti{ki zna~ajno povi{en. Iako je po-
kazano da je i kod obolele teladi stare samo mesec dana nivo PEG precipitabilnih
imunskih kompleksa povi{en (Fratri} i sar., 2010a), kod ovako mlade teladi za for-
miranje imunskih kompleksa su predominantno odgovorni maj~ini, kolostralni
IgG. Tek kod tri meseca, kada maj~ini IgG bivaju potpuno katabolisani, (Virtala i
sar., 1999) mo`emo govoriti o 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 zna~aj ovih velikih
imunskih kompleksa kod obolele teladi, nije poznato. Veliki cirkuli{u}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 te`ine (8-19S) (Mellencamp i
sar., 1987). Ovakav rezultat ukazuje na to da bi, barem kod humane populacije u
slu~ajevima pneumonije, veliki imunski kompleksi mogli imati protektivni zna~aj.

U serumima obolele teladi detektovan je statisti~ki zna~ajan pad kon-
centracije brzih �-globulina, koji predominantno sadr`e IgG1 molekule. [ta je pri-
marni uzrok smanjenja koncentracije IgG1 kod ovih `ivotinja nije poznato, ali
imaju}i u vidu da su sve `ivotinje sa pneumonijom imale sni`en broj eritrocita,
koncentraciju hemoglobina i hematokritsku vrednost, vrlo je mogu}e da deficit
gvo`|a 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
mogu}nost da je ova promena u koncentraciji brzih �-globulina indukovana
poreme}ajima u citokinskoj mre`i kod obolelih `ivotinja.

Elektroforetska frakcija �-zone, koja u sebi sadr`i proteine akutne faze
(Putnam, 1975) je bila zna~ajno vi{a u serumima i PEG precipitatima kod obolele
teladi. Mikrobiolo{ka analiza brisa nosa pokazala je prisustvo, ina~e normalne,
komensalne bakterije gornjeg respiratornog trakta Pasteurella multocida kod sve
obolele teladi. Visoka povezanost prisustva ovih bakterija u uzorcima traheobron-
hijalne lava`e sa klini~kim znacima bolesti i sa pove}anom koncentracijom prote-
ina akutne faze (Nikunen i sar., 2007) ukazuje na sna`nu 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 op{te simptome bolesti i pove}anje koncentracije prote-
ina akutne faze (Dowling i sar., 2002). Prisustvo antitela na viruse, koji su mogu}i
pokreta~i respiratorne bolesti goveda, nije ispitivano u na{oj studiji. Me|utim, s
obzirom na to da nije na|ena korelacija izme|u 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 predisponiraju}i faktor za sekundarnu bakterijsku in-
fekciju (Nikunen i sar., 2007). Tako|e, u istoj studiji nije pokazano da postoji ko-
relacija izme|u nalaza prisustva Mycoplasma sp. i klini~kih znakova bolesti, {to
po mi{ljenju autora tako|e govori da ovi mikroorganizmi nemaju predominantnu
ulogu u nastanku bolesti.

Dalja istra`ivanja }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 IgG u
sastavu imunskih kompleksa kao pokreta~a efektorne grane imunskog odgovora
kod ove teladi.

Na osnovu dobijenih rezultata mo`e se zaklju~iti da se pove}anje
nivoa imunskih kompleksa u serumima teladi uzrasta od tri meseca obolelih od
bolesti respiratornog trakta mo`e detektovati relativno jednostravnim PEG pre-
cipitacijskim testom, a dobijeni rezultati se mogu koristiti kao dodatni dijagnosti~ki
parametar. Kakav je biolo{ki zna~aj ovih PEG precipitabilnih imunskih kompleksa
kod teladi obolelih od pneumonije (protektivan ili proinflamatorni) ostaje da bude
utvr|eno.

NAPOMENA / ACKNOWLEDGEMENT:
Rad je finansiran sredstvima projekta br. III46002 i projekta br. IO175062 Ministarstva za nauku i teh-
nolo{ki razvoj, Republike Srbije./
This research was supported by Project No. III46002 and Project No. IO175062 of the Ministry of Science and
Technology of the Republic of Serbia.

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 klini~kim simptomima bronhopneumonije

Literatura / References



5. Fratri} N, Milo{evi}-Jov~i} N, Ili} 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, Ili} V, Gvozdi} D, Stoji} V, Manojlovi} M. Nivo PEG precipitabilnih imunskih
kompleksa u serumu mesec dana stare teladi obolele od pneumonije. Zbor-
nik kratkih sadr`aja 15. godi{njeg savetovanje veterinara Republike Srpske
(Bosna i Hercegovina) (sa me|unarodnim u~e{}em), 09. 06. – 12. 06. 2010a.
Tesli}, Republika Srpska, strana 93.

7. Fratri} N, Ili} V, Milo{evi}-Jov~i} N, Stoiji} V. Electrophoretic an immunoelectrophoretic
characteristics of IgG as a constituents of PEG precipitable immune com-
plexes in preruminant calves` 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.

9. 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.
124), 7-9.

11. 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, Härtel H, Orro T, Neuvonen E, Tanskanen R, Kivelä SL, Sankari S, Aho P,
Pyörälä 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 pneumonia in 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 klini~kim 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.

IMMUNE COMPLEXES IN BLOOD SERUM OF CALVES WITH CLINICAL SYMPTOMS

OF BRONCHOPNEUMONIA

Natalija Fratri}, D. Gvozdi}, Olivera Savi}, Ivana Jagli~i}, Vesna Ili}

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 �-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 (OD350) of redissolved precipitates was measured to determine the circulating im-
mune complexes level. The OD350 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 OD350 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 �-globulins are found
among serum and immune-complexes' �-globulins, but the concentration of fast �-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,
�-globulins

IMMUNNÀE KOMPLEKSI V KROVÂNOM SERUME TELÂT S KLINI^ESKIMI
SIMPTOMAMI BRONHOPNEVMONII

NataliÔ Fratri~, D. Gvozdi~, Olivera Savi~, Ivana Âgli~i~, Vesna Ili~

ZabolevaniÔ respiratornogo trakta krupnogo rogatogo skota sutÝ kom-
pleksnìe Ìtiologii, a ÔvlÔÓtsÔ kak posledstvie interakcii immunnoy sistemì
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edini~nogo `ivotnogo, strssogennìh deÔteley prisutstvuÓçih vo vne{ney srede i
patogennìh mikroorganizmov. UrovenÝ i rolÝ cirkuliruÓçih immunnìh komplek-
sov v serumah telÔt zabolev{ih Ìtoy boleznÝÓ do sih por ne izu~ivanì. Õta rabota
sdelana s celÝÓ utverditÝ bolezni respiratornogo trakta u telÔt v vozraste tri
mesÔca sle`enì li izmeneniem urovnÔ immunnìh kompleksov v serume i izme-
neniem urovnÔ serumnìh proteinov, pre`de vsego � globulinov, kak osnovnìh kom-
ponentov immunnìh kompleksov. Immunnìe kompleksì iz seruma telÔt izoli-
rovanì precipitaciey poliÌtilen glikolom (PÕG-om). UrovenÝ PÕG precitabilÝ-
nìh immunnìh kompleksov opredelìvan izmereniem opti~eskoy gustotì PÕG osad-
kov na 350 nm (OD350). OD350 PÕG osadkov zabolev{ih telÔt sostavlÔla (v summe)
0,577�0,206 i bìla statisti~eski zna~etlÝno bôlÝ{e (r<0,001) v otno{enii stoi-
mosti, polu~ennoy u zdorovìh telÔt (OD350=2,286�0,080). V � globulinovoy frak-
cii seruma i PÕG osadkov i zdorovìh i zabolev{ih telÔ bìli prisutstvuÓçie i
medlennìe, kationnìe i bìstrìe anionìe � globulinì, no koncentraciÔ bìstrìh �

globulinov bìla zna~itelÝno ni`e u zabolev{ih telÔt. UrovenÝ sovokupnìh �

globulinov i � globulinovìh frakciy ne statisti~eski zna~itelÝno korreliroval
s urovnem PÕG precipitabilÝnìh immunnìh kompleksov. Na osnove polu~ennìh re-
zulÝtatov mo`no sdelatÝ vìvod, ~to v serumah telÔt im tri mesÔca zabolev{ih bo-
leznÝÓ respiratornogo trakta detektiruetsÔ uveli~ennìy urovenÝ PÕG preci-
pitabilÝnìh immunnìh kompleksov, a rezulÝtatì, polu~ennìe Ìtim relÔtivno
prostìm testom mogut polÝzovatÝsÔ kak dopolnitelÝnìy parametr dlÔ diagnoza i
sle`ki te~eniÔ bolezni.

KlÓ~evìe slova: telÔta, bolezni respiratornogo trakta, PÕG Ìse, immunnìe
kompleksì, � globulinì
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NONSPECIFIC DEFENSE MECHANISMS IN DOGS DURING
EXPERIMENTAL STAPHYLOCOCCAL INFECTION*

NESPECIFI^NI 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 2-nd and 24-th 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-th h). Its con-
centrations remain high till the end of the study. The changes in the
blood protein profiles show that the �2-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
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are frequently used and to ensure more rapid information about the in-
fectious process.

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

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 - �(TNF-�), 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-�, 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 1012. 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

26

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

Introduction / Uvod



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.

Experimental animals / Eksperimentalne `ivotinje

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 21oC, 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 = 0 h) and at 2, 4, 24, 48 and 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, 20oC).

Red blood cell parameters / Parametri crvenih krvnih zrnaca

Red Blood Cells (RBC) were determined in a Bürker 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 /
]elijski faktori i mehanizmi prirodnog imuniteta

White Blood Cell (WBC) count was determined in a Bürker chamber
�(Transmedimpex), Vienna, Austria�. Differential white blood cell counts were per-
formed on blood smears stained with May-Grünwald 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 obele`avanje bakterija

The culture of Staphylococcus aureus (strain 209) was washed once in
saline, resuspended in PBS and adjusted to a final concentration of 109 CFU/ mL.
A volume of 1 mL of the bacterial suspension in 0.1 M Na2C03 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 �g/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 (�1), alpha-2 globulin (�2), beta-globulin (�)
and gamma (�) globulin. Protein fractions were registered by densitometer.

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

Statistical analysis / Statisti~ka 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.

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 48-th 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-th h, when it is 1.93±0.31. This parameter at the 72-nd 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-nd hour after the staphylococ-
cal infection to 6.63±1.44.109/L vs. 9.14±2.10.109/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±2.73.109/L by hour 48
(p<0.001) of the experimental infection. The value remained high at the 72-nd 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 48-th h
reaches its maximum 10.0±2.38 109/L (P<0.001) vs. at baseline 5.33±
1.26.109/L, vs. 2 h - 4.26±1.38.109/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-th h from the infection (Table 1), whereas I/M reaches
high levels in the period between the 4-th and – 48-th h.
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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 inokulacije
bujon kulturom Staphylococcus aureus

Figure 2. Phagocytic indices in dogs with experimental infection induced by
Staphylococcus aureus /

Slika 2. Indeksi fagocita kod pasa sa eksperimentalnom infekcijom izazvanom bakterijom
Staphylococcus aureus

Time / Vreme (h)



Table 1. Haematological tests in dogs with experimental infection induced by
Staphylococcus aureus - field strain (1 x108 CFU/mL), (mean ± SD) /

Tabela 1. Hematolo{ki testovi na psima sa eksperimentalnom infekcijom izazvanom terenskim sojem
Staphylococcus aureus (1x108CFU/mL) (srednja±SD)

Dynamics
(hour) /
Tempo
(sati)

n WBC
(109/L)

Haematological indices / Hematolo{ki indeksi

ANC
(109/L)

ABC
(109/L) BNR

Neu –
segment
(109/L)

I/M

0 9 9.14
(2.10)

5.33
(1.26)

0.31
(0.25)

0.05 2.90
(0.73) 0.10

2 9
6.63

(1.44)
a

4.26
(1.38)

0.30
(0.17)

0.07 1.94
(0.54)

a1

0.15

4 9
8.83

(2.55)
7.12

(2.36)
b1

1.20
(0.79)

a,b

0.17 1.26
(0.68)
a2,b

0.95

24 9
11.60
(2.96)
a,b2,c

9.36
(2.90)
a1,b2,c

1.50
(0.64)

a1

0.16 1.85
(0.45)
a1,b

0.81

48 9
15.42
(2.73)

a2,b2,c2,d1

10.0
(2.38)
a2,b2,c

1.88
(0.97)
a2,b2

0.19 2.53
(0.89)

c1

0.74

72 9
11.77
(2.21)

a b2,c,e

8.05
(2.14)
a1,b2,c

1.21
(0.69)
a1,b1

0.15 2.52
(0.83)

c1

0.48

Reference ranges /
Referentni rasponi

#; *
6-17

3.5-12 #; *
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; BNR – od-
nos raspon-neutrofil; Neu-segment – zreli neutrofil; I/M – odnos nezreli do zreli (segment) neutrofila

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

a (p<0.05); a1 (p<0.01); a2 (p<0.001) Significantly different from values at 0 h; b (p<0.05); b1
(p<0.01); b2 (p<0.001) Significantly different from values at 2 h; c (p<0.05); c1 (p<0.01); c2
(p<0.001) Significantly different from values at 4 h; d (p<0.05); d1 (p<0.01); d2 (p<0.001) Signifi-
cantly different from values at 24 h; e (p<0.05); e1 (p<0.01); e2 (p<0.001) Significantly different from
values at 48 h; f (p<0.05); f1 (p<0.01); f2 (p<0.001) Significantly different from values at 72 h /
a (p<0,05); a1 (p<0,01); a2 (p<0,001) Zna~ajno razli~ite od vrednosti kod 0h; b (p<0,05); b1 (p<0,01; b2
(p<0,001) Zna~ajno razli~ite od vrednosti kod 2h; c (p<0,05); c1 (p<0,01); c2 (p<0,001) Zna~ajno razli~ite od
vrednosti kod 4h; d (p<0,05); d1 (p<0,01); d2 (p<0,001) Zna~ajno razli~ite od vrednosti kod 24 h; e (p<0,05); e1
(p<0,01); e2 (p<0,001) Zna~ajno razli~ite od vrednosti kod 48h; f (p<0,05); f1 (p<0,01); f2 (p<0,001) Zna~ajno
razli~ite od vrednosti kod 72 h

In Table 2 are presented the changes registered till the 72-nd 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 1012/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 72-nd 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-th and the 72-nd 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 }elija, eritrociti i indeksi crvenih krvnih zrnaca kod pasa sa eksperi-
mentalnom infekcijom izazvanom terenskim sojem Staphylococcus aureus (1x108CFU/mL) (srednja ± SD)

Dynamics
(hour) /
Tempo
(sati)

Hb
(G/L)

PCV
(L/L)

RBC
(1012/L)

Redblood cell indices /
Indeksi crvenih krvnih zrnaca

MCH
(pg)

MCHC
(g/dL)

MCV
(fl)

ESR
mm/h

0 132
(23)

0.33
(0.02)

5.73
(0.38)

23.4
(4.99)

40
(8.2)

58
(4.7)

4
(2.2)

2 134
(18)

0.35
(0.07)

5.63
(0.55)

27.6
(5.30)

39
(8.4)

67
(12.9)

7
(6.6)

4 132
(24)

0.30
(0.04)

b

5.69
(0.56)

26.2
(7.12)

44
(6.7)

60
(7.6)

6
(5.4)

24 133
(26)

0.32
(0.01)

5.90
(0.19)

25.1
(4.97)

42
(7.9)

60
(6.1)

8
(6.6)

48
126
(18)

0.29
(0.05)

b1

5.60
(0.50)

22.7
(3.40)

b

42
(12.5)

57
(15.4)

13
(11.3)

a

72
122
(15)

0.28
(0.05)
a,b2,d

5.61
(0.80)

31.3
(8.67)

a,e

46
(9.6)

70
(20.9)

15
(15)

a

Reference
ranges /
Referentni
rasponi

#;*
120-180

#;*
0.37-0.55

#;*
5.5-8.5

•;*
19,5-24.5

•;*
32-36

•;*
60-77 0-5

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 }elija 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); a2 (p<0.001) Significantly different from values at 0 h; b (p<0.05); b1
(p<0.01); b2 (p<0.001) Significantly different from values at 2 h; c (p<0.05); c1 (p<0.01); c2
(p<0.001) Significantly different from values at 4 h; d (p<0.05); d1 (p<0.01); d2 (p<0.001) Signifi-
cantly different from values at 24h; e (p<0.05); e1 (p<0.01); e2 (p<0.001) Significantly different from
values at 48h; f (p<0.05); f1(p<0.01); f2 (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 infekcijom izazvanom terenskim sojem
Staphylococcus aureus (1x108CFU/mL) (srednja±SD)

Parameters 0 h 2 h 4 h 24 h 48 h 72 h

Reference
ranges /
Referentni
rasponi

Total protein/
Ukupni protein (g/L)

67.0
(9.29)

64.8
(13.75)

56.9
(12.5)

56.8
(7.93)

66.7
(12.60)

62.8
(15.32)

#
56-76

Albumin /
Albumin (g/L)

19.8
(7.02)

18.8
(4.98)

15.8
(4.38)

17.8
(3.29)

14.9
(6.23)

14.6
(4.85)

à

#
26-39

�1 globulins /
�1 globulini (g/L)

6.3
(2.72)

5.4
(2.54)

6.0
(1.86)

6.6
(1.64)

6.5
(2.16)

6.0
(1.55)

#
2-11

�2 globulins /
�2 globulini (g/L)

9.2
(1.89)

9.1
(2.30)

7.5
(2.08)

8.4
(2.08)

11.1
(2.72)
c1,d

11.2
(4.32)
c1,d

#
4-9

� globulins /
� globulini (g/L)

16.6
(4.12)

16.0
(6.10)

14.6
(6.00)

13.7
(5.84)

17.0
(4.50)

13.9
(3.81)

#
9-19

� globulins /
� globulini

(g/L)

15.2
(6.99)

15.3
(7.10)

12.8
(5.36)

12.8
(4.60)

17.0
(4.46)

17.0
(6.70)

#
15-30

Fibrinogen /
Fibrinogen (g/L)

2.48
(0.66)

2.62
(0.60)

2.42
(0.59)

3.89
(0.56)

a2,b2,c2

3.81
(1.11)

a2,b2,c2

3.79
(0.76)
a2,b,c2

#
1.0-3.0

Sialic acid /
Siali~na kiselina

(mmol/L)

2.41
(0.10)

2.46
(0.60)

2.11
(1.11)

2.13
(0.23)

2.23
(0.58)

2.65
(0.66)

#
1.9-2.5

A/G ratio /
Odnos A/G 0.42 0.41 0.38 0.43 0.29 0.30

#
0.53-1.10

A/G – albumin/globilin ratio / A/G – odnos albumin/globulin; #– Kristensen F. & Barsanti J., 1977;
a (p<0.05); a1(p<0.01); a2 (p<0.001) Significantly different from values at 0 h; b(p<0.05); b1
(p<0.01); b2 (p<0.001) Significantly different from values at 2 h; c (p<0.05); c1 (p<0.01); c2
(p<0.001) Significantly different from values at 4 h; d (p<0.05); d1 (p< 0.01); d2 (p<0.001) Signifi-
cantly different from values at 24 h; e (p<0.05); e1 (p<0.01); e2 (p<0.001) Significantly different from
values at 48 h; f (p<0.05); f1(p<0.01); f2 (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
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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 �2-
globulins at the 48-th and the 72-nd h (Table 3). At the 72-nd 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 24th 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.

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. Its 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 48-th 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-th 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 72nd 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 �-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 �2-globulins at the 48-th h and the 72nd h (Table
3). This electrophoretic change is a result of a rise in the levels of APPs, because
many of them migrate to the �1- and �2-globulin zone. The structure of the latter in-
cludes a number of acute phase proteins – ceruloplasmin, heptaglobulin �2-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 72-nd 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 (�) 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 2-nd h (p<0.01) (Table 1), followed by changes in ABC –
registered at the 4-th h, and by similar ones in WBC and ANC, but registered in the
period between the 24-th and the 72-nd 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-th 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).

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-
stitute 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.
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NESPECIFI^NI ODBRAMBENI MEHANIZMI KOD PASA U TOKU

EKSPERIMENTALNE INFEKCIJE STAFILOKOKAMA

Maria Andonova, Dimitritchka Dimitrova, I. Borissov

Cilj na{ih istra`ivanja bio je da izvr{imo procenu nespecifi~nih 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 istra`ivanja. Promene u profilima krvnih proteina pokazuju da
se frakcija �2-globulina pove}ava na 48h i 72h. Albumin je bio zna~ajno ni`i na 72h u pored-
jenju sa bazi~nim vrednostima. Nismo ustanovili statisti~ki zna~ajne promene u ukupnim
proteinima, odnosu A/G i siali~noj 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.

Zaklju~ili smo da je uvek bolje kombinovati imunolo{ke, hematolo{ke i bio-
hemijske indekse. Klju~no je odabrati testove koji se ~esto koriste i obezbediti br`e infor-
macije o procesu infekcije.

Klju~ne re~i: nespecifi~ni odbrambeni mehanizmi, psi, infekcija, Staphylococcus aureus

NESPECIFI^ESKIE OBORONITELÃNÀE MEHANIZMÀ U SOBAK V TE^ENIE
ÕKSPERIMENTALÃNOY INFEKCII STAFILOKOKKAMI

M. Andonova, D. Dimitrova, I. Borisov

CelÝ na{ego issledovaniÔ bìla, sover{itÝ nami ocenku nespecifi~e-
skih oboronitelÝnìh mehanizmov (fagocitoz i otvet v ostroy faze) u sobak v
te~enie ÌksperimentalÝnoy infekcii subkutannoy applikaciey Staphylococcus
aureus (1h108 CFU/mL). NeytrofilÝnìy fagocitoz (putÒm Staphylococcus aureus
markirovannìm fluorescein izocianatom) aktiviruetsÔ u 48 ~ i ~islo fagocitov
ostalossÝ vìsokoe u 72 ~ infekcii. V te~enie ranney fazì processa infekcii
(me`du 2~ i 24~) absolÓtnoe ~islo segmentirovannìh neytrofilov, absolÓtnoe
~islo lent, otno{enie lenta-neytrofil imeÓt tendenciÓ k vìsokoy sensitiv-
nosti, poka nenormalÝnoe ~islo leykocitov registrirovano na 48~.

Rost fibrinogenov registrirovan ranÝ{e vsego (u 24 ~). Ego koncentra-
ciÔ ostaÒtsÔ visokaÔ do samogo konca issledovaniÔ. IzmeneniÔ v profilÔh krovÔ-
nìh proteinov pokazìvaÓt, ~to frakciÔ �2-globulina uveli~ivaetsÔ na 48~ i 72~.
AlÝbumin bìl zna~itelÝno ni`e na 72~ v sravnenii s bazisnìmi stoimostÔmi.
Nami ne ustanovlenì statisti~eski zna~itelÝnìe izmeneniÔ v sovokupnìh prote-
inah, otno{eniÓ A/G i slÓnoy kislotì.

Polu~ennìe dannìe o parametrah krasnìh krovÔnìh telec pokazì-
vaÓt, ~to Staphylococcus aureus primenÒn u sobak vìzìvaet umerennuÓ anemiÓ. U
srednego korpuskulÔrnogo gemoglobina registrirovanì deviacii, poka drugie in-
deksì krasnìh krovÔnìh telec - srednÔÔ koncentraciÔ korpuskulÔrnogo gemo-
globina i sreniy obÍÒm korpuskul - nahodÔtsÔ vnutri normalÝnìh referentnìh
rasstoÔniy.

Nami odelan vìvod, ~to vsegda lu~{e kombinirovatÝ immunologi~es-
kie i biohimi~eskie indeksì. KlÓ~evoe otobratÝ testì, ~asto polÝzuemìe i obe-
spe~itÝ bolee bìstrìe informacii o processe infekcii.

KlÓ~evìe slova: nespecifi~eskie oboronitelÝnìe mehanizmì, sobaki, infekciÔ
Staphylococcus aureus
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UDK 636.592.09:616.831-002.828:616-076

PRIMENA RAZLI^ITIH HISTOHEMIJSKIH METODA U
DIJAGNOSTICI ASPERGILOZE MOZGA KOD ]URI]A*

IMPLEMENTATION OF DIFFERENT HISTOCHEMICAL METHODS IN

DIAGNOSTICS OF BRAIN ASPERGILLOSIS IN TURKEY CHICKS

B. Kurelju{i}, B. Savi}, R. Prodanovi}, J. \eki}, V. Adamov,
Dobrila Jaki}-Dimi}, Biljana Miljkovi}, O. Radanovi}, V. Iveti}**

Aspergiloza je ~esto gljivi~no oboljenje razli~itih vrsta ptica i
sisara, izazvano gljivicama roda Aspergillus. Karakteri{e se inflamator-
nim promenama, pre svega, u respiratornom sistemu, mada ponekad
proti~e i u generalizovanoj formi kada je afektirano vi{e organskih
sistema. Kod }uraka, pataka i gusaka opisan je mikoti~ni granuloma-
tozni meningoencefalitis sa prete`nom lokalizacijom u malom mozgu.

U radu je ispitano jato tovnih }uri}a starosti 12 dana, kod kojih su
se pojavile neurolo{ke smetnje u vidu ataksije, tortikolisa, pareze i
paralize zadnjih ekstermiteta i krila.

Kod tri od deset obdukovanih }uri}a makroskopski nalaz je uka-
zao na granulomatozni 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. Mikolo{kim ispitivanjem lezije iz
malog mozga izolovana je gljivica Aspergillus fumigatus. Za procenu
histopatolo{kih promena i dokaz hifa Aspergillus fumigatusa kori{}ene
su hematoksilin-eozin (HE), Grocott i PAS metode. Mikroskopskim pre-
gledom ise~aka tkiva mozga bojenih HE metodom zapa`eno je posto-
janje granuloma sa centralno postavljenim nekroti~nim poljem. Polja
nekroze su infiltrovana heterofilnim granulocitima i okolo okru`ena mak-
rofagima, d`inovskim }elijama i limfocitima. Na periferiji granuloma se
nalazi vezivno-tkivna kapsula. Hife gljivica, kao sastavni delovi granu-
loma, bile su te{ko uo~ljive, a u nekim uzorcima bojenim HE metodom
nisu se ni videle. Nasuprot ovome, u preparatima bojenim Grocott i
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PAS metodom jasno su se isticale septirane i razgranate hife u
razli~itim delovima granuloma.

U cilju postavljanja etiolo{ke dijagnoze mikoti~nih oboljenja neo-
phodno je pored izolacije primeniti i vi{e histohemijskih metoda.

Klju~ne re~i: }uri}i, histohemijske metode, meningoencefalitis,
Aspergillus fumigatus

Aspergiloza je ~esto gljivi~no oboljenje razli~itih vrsta ptica i sisara,
izazvana gljivicama roda Aspergillus. Oboljenje se karakteri{e inflamatornim
promenama, pre svega, u respiratornom sistemu, a ponekad proti~e i u generali-
zovanoj formi. Patomorfolo{ki supstrat ovog oboljenja je mikoti~ni granulom ~ija
je naj~e{}a lokalizacija u plu}ima i vazdu{nim kesama. Kod }uraka, pataka i gu-
saka je zapa`en i mikoti~ni-granulomatozni meningoencefalitis sa prete`nom lo-
kalizacijom na malom mozgu (Kne`evi}, 1996; Iveti} i sar., 2003; Ozmen i Dorres-
tein, 2004; Singh i sar., 2009). Uporedna eksperimentalna ispitivanja osetljivosti
razli~itih vrsta `ivine na Aspergillus fumigatus su pokazala da su }urke osetljivije
od pili}a. Kod mla|ih kategorija infekcija Aspergillus fumigatus je obi~no akutnog
toka sa visokim procentom morbiditeta i mortaliteta, dok se kod starijih kategorija
re|e javlja i obi~no je hroni~nog toka. Stopa mortaliteta se mo`e kretati od 70 do
90%. Klini~kim pregledom je vrlo te{ko utvrditi da se radi o gljivi~noj infekciji pa u
mnogim slu~ajevima ovo oboljenje ostaje nedijagnostikovano. Iz litarature je
poznato da dijagnoza gljivi~ne infekcije kod `ivine vrlo ~esto bude postavljena tek
posle histopatolo{kog pregleda organa obolele `ivine (Richard i sar., 1984; Saif,
2008). Zbog toga za otkrivanje ovog oboljenja treba primeniti razli~ite metode di-
jagnostike, po~ev od klini~kog 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 specifi~no bojenje za gljivice Grocott me-
thenamine silver metod (GMS) (Ozmen i Dorrestein, 2004). Postoji mogu}nost i
upotrebe imunohistohemijske metode u kojoj se koriste monoklonska antitela
protiv galaktomanana iz zida A. fumigatus, pri ~emu ova metoda slu`i za istovre-
meno otkrivanje lezije i uzro~nika (Jensen i sar., 1997).

Kao materijal za ispitivanje kori{}eni su le{evi 10 }uri}a starih 12 dana
koji su poticali sa jedne farme sa severa Srbije. Od ukupnog broja }uri}a na farmi
(7950 jedinki) uginulo je 405 jedinki (5,1%). Klini~kim 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 histopatolo{ko i mikolo{ko ispitivanje uzeti su
uzorci mo`danog tkiva. Uzorci mo`danog tkiva za histopatolo{ki pregled su fik-
sirani u 10% puferizovanom formalinu, procesovani standardnim postupkom i uk-
lopljeni u parafinske blokove. Parafinski ise~ci tkiva debljine oko 5 �m bojeni su
hematoksilin-eozin (HE), Grocott i PAS metodom. Uzorci mo`danog tkiva za mik-
olo{ko ispitivanje su inokulisani na Sabouraud dekstrozni agar i inkubisani na
temperaturi od 25oC 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 µg/ml streptomicin sulfata. Makroskopska i mikroskopska ispitivanja izraslih
kolonija su izvr{ena prema Quinn-u (2002).

Spolja{njim pregledom le{eva }uri}a ustanovljena je slabija operja-
lost ko`e, naro~ito u podru~ju grudi, kao i kaheksija. Pri unutra{njem pregledu,
na mozgu su ustanovljene makroskopske lezije u vidu hiperemije krvnih sudova
mo`danih 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) naj~e{}e 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 re|e jav-
ljaju istovremeno na oba lokaliteta
(Saif, 2008). Osim toga, kod svih ugi-
nulih }uri}a su ustanovljeni hiperemija
i edem plu}a, dok na drugim orga-
nima nije bilo makroskopski vidljivih
promena.

Mikolo{kim ispitivanjem
izolovana je gljivica Aspergillus fumi-
gatus. Rast na podlozi je bio uo~en
posle 24 sata, a nakon ~etiri dana izra-
sle su kolonije bele boje pre~nika oko
2 cm. Do sedmog dana dijametar ko-
lonije se pove}ao na 3,5 cm, a poste-
peno je do{lo do promene boje u cen-
tralnom delu kolonije, prvo u plavo-
zelenu, a potom u sivo-zelenu, dok su
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Slika 1. Granulom u malom mozgu }ureta
Figure 1. Cerebellar granuloma in turkey chick



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 zapa`eno postojanje granuloma u malom mozgu sa centralno postav-
ljenim nekroti~nim poljem. Polja nekroze su infiltrovana heterofilnim granulocitima
i okolo okru`ena makrofagima, d`inovskim }elijama i limfocitima. Na periferiji
granuloma se nalazi vezivno-tkivna kapsula. Kra}e i du`e forme septiranih hifa su
bile uo~ljive u nekroti~nim podru~jima (slika 2). Hife su se naro~ito isticale u
ise~cima mo`danog tkiva bojenih PAS i Grocott metodom (slika 3 i 4).
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Slika 2. Mali mozak }ureta – Polje nekroze infiltrovano heterofilnim
granulocitima okru`eno 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

Slika 3. Mali mozak }ureta – Kra}e i du`e forme
septiranih hifa u nekroti~nom podru~ju, PAS, X400 /

Figure 3. Turkey chick cerebellum – Shorter and longer forms of
septed hyphae in necrotic area, PAS, X400



U pet slu~ajeva u ise~cima tkiva mozga bojenih HE metodom nisu
uo~ene granulomatozne promene, ve} samo prisustvo manjeg ili ve}eg broja
nekroti~nih ognji{ta koja su istovremeno infiltrovana limfocitima, manjim brojem
makrofaga, d`inovskih }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 patohistolo{ke 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 patohistolo{kih promena nije bilo, mada se
u ovim slu~ajevima ne mogu isklju~iti 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).

Mikroskopski nalaz tipi~nih mikoti~nih granuloma u malom mozgu sa
centralno postavljenom nekrozom i hifama okru`enim makrofagama, d`inovskim
}elijama, limfocitima i vezivno-tkivnom kapsulom ukazivao je na aspergilozu, tim
pre {to su kod ispitivanih }uri}a klini~ki postojali nervni simptomi. Uz ovo, prime-
nom Grocott i PAS metode u granulomu su ustanovljeni razvojni oblici gljivice As-
pergillus fumigatus, {to neosporno potvr|uje etiolo{ku dijagnozu.

1. Iveti} V, Valter D, Pavlovi} I, Miljkovi} B, Masli}-Stri`ak D, Ili} @, Savi} B, Stanojevi} S,
Spalevi} LJ. Atlas bolesti `ivine, Nau~ni institut za veterinarstvo Srbije, Beo-
grad, 2003.
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Slika 4. Mali mozak }ureta – Septirane i dihotomo razgranate hife, Grocott, X400 /
Figure 4. Turkey chick cerebellum – Septed and dichotomously branched hyphae, Grocott, X400

Zaklju~ak / Conclusion
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IMPLEMENTATION OF DIFFERENT HISTOCHEMICAL METHODS IN DIAGNOSTICS

OF BRAIN ASPERGILLOSIS IN TURKEY CHICKS

B. Kurelju{i}, B. Savi}, R. Prodanovi}, J. \eki}, V. Adamov, Dobrila Jaki}-Dimi},

Biljana Miljkovi}, O. Radanovi}, 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

PRIMENENIE RAZLI^NÀH GISTOHIMI^ESKIH METODOV V DIAGNOSTIKE
ASPERGILLËZA MOZGA U INDÁ[AT

B. KurelÓ{i~, B. Savi~, R. Prodanovi~, Y. D`eki~, V. Adamov,
Dobrila Âki~-Dimi~, BilÔna MilÝkovi~, O. Radovanovi~, V. Iveti~

AspergillÒz - ~astoe gribkovoe zabolevanie razli~nìh vidov ptic i
mlekopitaÓçih, vìzvannoe gribkami roda Aspergillus. HarakterizuetsÔ inflamma-
tornìmi izmeneniÔmi, pre`de vsego, v respiratornoy sisteme, hotÔ inogda pro-
tekaet i v obobçÒnnoy forme, kogda affektirovano bólÝ{e organi~eskih sistem.
U indeek, utok i gusey opisan mikoti~eskiy-granulomatoznìy meningoÌncefalit s
preimuçestvennoy lokalizaciey v moz`e~ke.

V rabote ispìtana staÔ otkormlennìh indÓ{at starosti 12 dney, u ko-
torìh poÔvilisÝ nevrologi~eskie pomehi v vide ataksii, krivo{eynosti, pareza i
parali~a zadnih kone~nostey i krìlÝev.

U trëh iz desÔti vskrìtìh indÓ{at makroskopi~eskiy rezulÝtat uka-
zal na granulomatoznìy Ìncefalit moz`e~ka. Granuloy belogo cveta, diametra
okolo 3 mm bìl pomeçen ~erepno`ivotno i Ôsno zame~alsÔ na sagitalÝnom razreze
moz`e~ka. Mikologi~eskim ispìtaniem povre`deniÔ iz moz`e~ka izolirovan gri-
bok Aspergillus fumigatus. DlÔ ocenki gistopatologi~eskih izmeneniy i doka-
zatelÝstvo gif Aspergillus fumigatus polÝzovanì gematoksilin-Ìozin (GÕ), Grocott i
PAS metodì.

Mikroskopi~eskim osmotrom vìrezok tkaney mozga, kra{ennìh GH me-
todom zame~eno suçestvovanie granulëm s centralÝno postavlennìm nekroti~es-
kim polem. PolÔ nekroza infilÝtrirovanì geterofilÝnìmi granulocitami i oko-
lo okru`enì makrofagami, gigantskimi kletkami i limfocitami. Na periferii
granulÒm nahoditsÔ soedinitelÝno-tkanevaÔ kapsula. Gifì gribok, v ka~estve so-
stavnìh ~astey granulÒm, bìli trudno zametnìmi, a v nekotorìh obraz~ikah,
kra{ennìh GH metodom ne ni videlisÝ. Naprotiv Ìtomu, v preparatah, kra{ennìh
Groccot i PAS metodom Ôsno vìdelÔlisÝ septirovannìe i razvetvlennìe gifì v
razli~nìh ~astÔh granulÒm.

S celÝÓ postavleniÔ Ìtiologi~eskogo diagnoza mikoti~eskih zabole-
vaniy neobhodimo vozle izolÔcii primenitÝ i bólÝ{e gistohimi~eskih metodov.

KlÓ~evìe slova: indÓ{ata, gistohimi~eskie metodì, meninogoÌncefalit,
Aspergillus fumigatus
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UDK 636.5.09:577.175:8

IDENTIFICATION OF SEROTONERGIC (5H1A-TYPE)
RECEPTORS IN BROILER SMALL INTESTINE BY

APPLICATION OF SEROTONIN AND ITS AGONISTS
AND ANTAGONISTS*

UTVR\IVANJE SEROTONERGI^NIH RECEPTORA 5HT1A TIPA U

TANKOM CRIJEVU BROJLERA PRIMJENOM SEROTONINA I

NJEGOVIH AGONISTA I ANTAGONISTA

Indira Mujezinovi}, V. ]upi}, 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-HT1A agonist) and spiroxatrin (selec-
tive 5-HT1A antagonist). The sensitivity of the tissues to acetylcholine
was tested before starting the experiments. Using the obtained results,
it can be concluded that 5HT1A 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 (10-6), but not in the jejunum.

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

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 GI 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, GI
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-HT1, 5-HT2, 5-HT3,
5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 and 5-HT7. The last three receptors (5-HT5, 5-HT6 and 5-HT7)
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-HT1
receptors mediate relaxation in guinea-pig proximal stomach in vitro. 5-HT7 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-HT1 receptors mediate relaxation, since sumatriptan (a
5-HT1 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-HT1 receptors. Takemura et al. (1999) demonstrated that
the 5-HT-induced contraction of guinea-pig fundus strips were antagonized by
ketanserin, suggesting 5-HT2A receptor involvement. 5-HT2A 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-HT2B receptors
(Baxter et al., 1994). 5-HT3 receptors mediate stomach contraction in the guinea-
pig in vitro (Buchheit and Buhl, 1994). In conscious dogs, m-chlorophenyl-
biguanide (a selective 5-HT3 receptor agonist) stimulates antral motility (Nagakura
et al., 1997). 5-HT4 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-HT2C-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.

During the experiment the following drugs were used: acetylcholine,
5-hydroxytriptamine creatinine sulphate (non selective 5-HT agonist), 8-OH-DPAT
hydrobromide (selective 5-HT1A agonist) and spiroxatrin (selective 5-HT1A 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; KCl 4,7; CaCl2 2,5; MgSO4 1,2; NaHCO3 25; KH2PO4 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% O2 and 5% CO2 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, 7003, Italy) 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 (10-5 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 5HT1A 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.

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 10-5 M.

Serotonin (at a concentration of 10-7 to 10-3 M) and its analogue 8-OH-
DPAT, (at a concentracion of 10-7 to 10-4 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 (10-5 M)



In the experiment designed to investigate effects of antagonists of 5-
HT receptors, spiroxatrin (selective 5-HT1 antagonist) was added in a concentra-
tion of 10-7 M to 10-4 M) to antagonized 8-OH-DPAT-induced contraction at a con-
centration of 10-3 M (Fig. 3 and 4).
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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 (10-5 M)

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 10-6 M (1) and 10-5 M (2)



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-HT1 receptors subtypes in isolated smooth musclse of or-
gans from the gastrointestinal tract, such as the bovine rumen (Muminovi} 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 10-7 to 10-3 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.
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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 10-6 M (1) and 10-5 M (2)

Discussion and conclusion / Diskusija i zaklju~ak



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 5HT1 type receptor in intestinal smooth muscles of broilers. We used 8-OH-
DPAT (selective 5HT1A agonist) in concentrations from 10-7 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 10-3 M) on the longitudi-
nal layer of the duodenum and ileum was blocked by spiroxatrin (selective 5HT1
antagonist) in concentrations of 10-6 and 10-5 M. Considering the obtained results,
it can be concluded that a 5HT1A 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
5HT1A 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 (10-6). 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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UTVR\IVANJE SEROTONERGI^NIH RECEPTORA 5H1A TIPA U TANKOM CREVU

BROJLERA PRIMENOM SEROTONINA I NJEGOVIH AGONISTA I ANTAGONISTA

Indira Mujezinovi}, V. ^upi}, A. Amajlovi}, M. Muminovi}

Serotonin ili 5-hidroksitriptamin (5-HT) je monoaminski neurotransmiter kojeg
iz L-triptofana sinteti{u serotonergi~ni neuroni i enterohrmofine }elije gastrointestinalnog
trakta. Ovaj neurotransmiter se nalazi kod velikog broja `ivotinja i biljaka i reguli{e neke
centralne i periferne funkcije posredsvom nekoliko tipova specifi~nih serotonergi~nih (5-
HT) receptora. Po{to je poznato da je efekat serotonina,posebno u patolo{kim uslovima,
veoma zna~ajan, mi mislimo da odre|ivanje tipa receptora za ovu supstancu mo`e u~initi
mogu}om upotrebu njenih agonista ili antagonista, {to bi nedvosmisleno pove}alo far-
makoterapiju poreme}aja funkcije tankog creva kod brojlera.
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Istra`ivanja su izvr{ena na izolovanim trakama glatkih mi{i}a kru`nog i
uzdu`nog sloja tankog creva brojlera (dimenzije trake 3-4 mm x 2 cm). Trake mi{i}a su bile
stavljane u kupatila za izolovane organe. Mehani~ka aktivnost preparata je registrovana
pomo}u izotoni~nog transdjusera povezanog sa {tampa~em. Registrovanje je vr{eno po-
sle dodavanja serotonina (neselektivni 5-HT agonist), 8-OH-DPAT (selektivni agonist) i spi-
roksatrina (selektivni 5-HT1A antagonist). Osetljivost tkiva na acetilholin testirana je pre
po~etka eksperimenta. Imaju}i u vidu dobijene rezultate mo`e se zaklju~iti da su receptori
5HT1A tipa prisutni u glatkim mi{i}ima tankog creva brojlera, duodenumu i ileumu,
posebno u uzdu`nom sloju glatkih mi{i}a koji je reagovao kontrakcijama ~ak i na niske
koncentracije serotonina (10-6), ali ne i u jejunumu.

Klju~ne re~i: brojler, serotonin, serotonergi~ki receptori, izolovni glatki mi{i}, tanko crevo

UTVER@DENIE SEROTONÕRGI^NÀH RECEPTOROV 5N1A TIP V TONKOY
KI[KE BROYLEROV PRIMENENIEM SEROTONINA I EGO AGONISTOV

I ANTAGONISTOV

Indira Muezinovi~, V. ^upi~, A. Smaylovi~, M. Muminovi~

Serotonin ili 5-gidroksitriptamin (5GT) monaminskiy neyrotransmi-
ter, kotorogo iz L-triptofana sinteziruÓtsÔ serotonÌrgi~nìe neyronì i Ìntero-
hromatonkie kletki gastrointestinalÝnogo trakta. Õtot neyrotransmitter naho-
ditsÔ u bolÝ{ogo ~isla `ivotnìh i rasteniy i reguliruet nekotorìe centralÝnìe
i periferi~eskie funkcii posredstvom neskolÝko tipov specifi~eskih sero-
tonÌrgi~nìh (5-GT) receptorov. Tak kak izvestno, ~to Ìffekt serotonina, ot-
delÝno v patologi~eskih usloviÔh, o~enÝ zna~itelÝnìy, mì dumaem, ~to opredele-
nie tipa receptora dlÔ Ìtoy substancii mo`et sdelatÝ vozmo`noy upotreblenie
eë agonistov ili antagonistov, ~to bì nedvusmìslenno uveli~ivalo farmakotera-
piÓ rasstroystv funkcii tonkoy ki{ki u broylerov.

IssledovaniÔ sover{enì na izolirovannìh lentah gladkih mì{c
kru`nogo i prodolÝnogo sloÔ tonkoy ki{ki broylerov (razmerì lentì 3-4 mm h
2 cm). Lentì mì{c bìli kladìvanì v vannìe dlÔ izolirovannìh organov. Me-
hani~eskaÔ aktivnostÝ preparata registrirovana s pomoçÝÓ izotoni~eskogo
trasdÓsera, svÔzannogo s pe~atatelem. RegistraciÔ sover{ena posle dobavleniÔ
serotonina (neselektivnìy 5-GT agonist), 8-ON-DPAT (selektivnìy agonist) i spi-
roksatrin (selektivnìy 5-GT1A antagonist). ^uvstvitelÝnostÝ tkani na acetilho-
lin testirovana do na~ala Ìksperimenta. ImeÔ v vidu, polu~ennìe rezulÝtatì
mo`no sdelatÝ vìvod, ~to receptorì 5GT1A tipa prisutstvuÓçie v gladkih mìçah
tonkoy ki{ki broylerov, dvenadcatiperstnoy ki{ke podvzdo{noy ki{ke, ot-
delÝno v prodolÝnom sloe gladkih mì{c, reagirovannìy kontrakciÔmi da`e i na
nizkie koncentracii serotonina (10-6), no ne v toçey ki{ke.

KlÓ~evìe slova: broylerì, serotonin, serotonÌrgi~eskie receptorì,
izolirovannaÔ gladkaÔ mì{ca, tonkaÔ ki{ka
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ISPITIVANJA VARIJABILNOSTI MORFOMETRIJSKIH
KARAKTERISTIKA BU[E I GATA^KOG GOVEDA U CILJU

O^UVANJA AUTOHTONOG GENOMA*

INVESTIGATIONS OF VARIABILITY OF MORPHOMETRIC

CHARACTERISTICS IN BUSA AND GATACKO CATTLE IN

ORDER TO PRESERVE AUTOCHTHONOUS GENOME

Biljana Rogi}, B. Va`i}, S. Jovanovi}, Marina Stamenkovi}-Radak,
Mila Savi}, I. Ravi}**

U cilju prou~avanja i za{tite genoma autohtonih rasa goveda,
izvr{ena su ispitivanja varijabilnosti morfometrijskih karakteristika bu{e
i gata~kog gove~eta, kao i retrospektivna analiza razvoja ispitivanih
populacija. Istra`ivanjem je obuhva}eno 97 krava i to 22 grla zapadno-
hercegova~ke bu{e, 24 grla isto~nohercegova~ke bu{e i 51 grlo
gata~kog goveda. Ispitivane su morfometrijske mere: visina do vrha
grebena, du`ina trupa, obim cevanice i obim grudi. Dobijeni podaci su
statisti~ki obra|eni, a utvr|ivanje varijabilnosti je vr{eno prostom anali-
zom varijance sa nejednakim brojem ponavljanja. Zna~ajnost dobije-
nih razlika sa tri istra`ivana lokaliteta je testirana F i t-testom. Utvr|en je
zna~ajan stepen varijabilnosti morfolo{kih karakteristika unutar ispitiva-
nih populacija, kao i izme|u populacija. Utvr|ene razlike pre svega su
rezultat uticaja razli~itih prirodnih uslova i uslova gajenja kao i udela ge-
noma alpskih goveda, sa kojima je bu{a ukr{tana.

Klju~ne rije~i: bu{a, gata~ko govedo, morfometrijske karakteristike,
biodiverzitet
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U Evropi je po~ev od 18. veka, do{lo do zna~ajnog pove}anja broja
rasa goveda, ve}inom kombinovanih proizvodnih svojstava, naj~e{}e 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 direktno dovelo do
redukcije biodiverziteta. Sobzirom na to da se veliki broj rasa goveda gaji u malom
broju, mnoge rase nalaze se na listi ugro`enih ili ~ak nestalih rasa. Imaju}i u vidu
zna~aj lokalnih i regionalnih rasa goveda za razvoj ruralnih sredina kao i za soci-
jalno i kulturno nasle|e jedne regije, zapo~et je proces o~uvanja rasa (Interna-
tional agreements Convention on Biological Diversity CBD, 1992, FAO). Za{titi
autohtonih rasa goveda u Evropi poklanja se velika pa`nja, s obzirom na to da
predstavljaju va`ne elemente agro-biodiverziteta i agro-ekosistema, pri ~emu se
programi ve}inom baziraju na racionalnom kori{}enju autohtonih rasa u samo-
odr`ivim sistemima (Hiemstra, 2010; Martin–Colado, 2010; EURECA Consortium
2010).

Bu{a (Bos brahyceros Adametz) je rasa koja se tradicionalno gaji na
podru~ju Balkana. Pre uvo|enja savremenih, egzoti~nih rasa, govedarska proiz-
vodnja u Hercegovini bazirala se na uzgoju bu{e i gata~kog gove~eta.

Gata~ko gove~e je lokalna rasa koja je nastala krajem 19. veka ople-
menjivanjem populacija bu{e, na razli~itim lokalitetima u cilju pobolj{anja proiz-
vodnih osobina. Kao melioratori kori{}ena su siva alpska goveda, pincgavska
rasa i sme|a-alpska goveda, koja poti~u 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 gove~eta i
autohtone bu{e. Dobijeno je gata~ko gove~e, lokalna rasa ne{to ve}eg formata
od bu{e, 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 ve}e upotrebe visokoproduktivnih rasa, popula-
cije autohtonih rasa i sojeva drasti~no smanjene. Na prostorima Hercegovine gaji
se mali broj grla koja po svom fenotipu odgovaraju bu{i. 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 ugro`enim statusom. Preporuke koje se odnose na za{titu
autohtonih rasa goveda ("The art in the management of animal genetic re-
sources", FAO 2007) posebnu pa`nju posve}uju karakterizaciji autohtonih rasa i
utvr|ivanju 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-geneti~ke studije koje pru`aju objektivnu procenu diverziteta unutar i iz-
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me|u rasa, kao i podatke o specifi~nim geneti~kim odlikama, podatke o ge-
neti~koj izolaciji u pro{losti, kao i podatke o kulturnom i istorijskom zna~aju rase.

U cilju karakterizacije autohtonih rasa goveda, izvr{ena je procena ek-
sterijera na osnovu telesnih merenja, koja omogu}avaju objektivnu ocenu razvije-
nosti pojedinih regija i procenu harmoni~nosti gra|e `ivotinja. Tako|e, podaci o
morfolo{kim odlikama omogu}avaju da se kroz du`i vremenski period prate
karakteristike telesne gra|e populacija, uticaj priplodnjaka na potomstvo, kao i
uticaj uslova dr`anja na telesnu gra|u jedinki u populaciji.

Za karakterizaciju morfolo{kih odlika bu{e i gata~kog gove~eta od ve-
likog zna~aja su ranije vr{ena ispitivanja (Rako, 1955; Ilan~i}, 1952; Popovi},
1979; Telalba{i}, 1979; Ivankovi}, 1997), koja pru`aju dobru osnovu za procenu
razvoja rase, varijabilnosti morfolo{kih osobina u okviru razli~itih populacija, kao i
predlaganje strategije uzgoja autohtonog genoma goveda.

Istra`ivanje je obavljeno na 97 krava, tipa bu{e i gata~kog goveda,
podeljenih u tri grupe. Prvu grupu ~ini 51 grlo rase gata~ko gove~e (poljopriv-
redno dobro u Gackom). Drugu grupu ~ine 24 grla rase bu{e sa podru~ja isto~ne
Hercegovine. Tre}u grupu ~ine 22 grla rase bu{a sa podru~ja zapadne Hercego-
vine (Udruga za za{titu i o~uvanje izvornih pasmina doma}ih `ivotinja [iroki
Brijeg). Kod grla su merene ~etiri morfometrijske karakteristike i to: visina do vrha
grebena, du`ina trupa, obim grudi i obim cevanice. Visina i du`ina grla merene su
Lydtinovim {tapom, a mere obima su merene pantljikom.

Za svaku uzetu morfometrijsku karakteristiku ura|ena je statisti~ka
obrada podataka. Modelom proste analize varijance sa nejednakim brojem po-
navljanja upore|ene su grupe goveda na osnovu dobijenih eksterijernih mera
gdje su postoje}e razlike unutar i izme|u grupa testiranih pomo}u F i t-testa.

Statisti~ka obrada podataka visine do vrha grebena prikazana je u ta-
beli 1. Utvr|ena prose~na vrednost visine do vrha grebena za grupu I je 123,67
cm, za grupu II je 114,21 cm, a za grupu III je 106,11 cm. Rezultati analize vari-
jance su pokazali da postoji statisti~ki zna~ajna razlika u prose~noj visini do vrha
grebena unutar istra`ivane grupe goveda.

Statisti~ka obrada podataka du`ine trupova prikazana je u tabeli 2.
Utvr|ena prose~na vrednost du`ine trupa za grupu I je 136,86 cm, za grupu II je
126,71 cm, a za grupu III je 117,82 cm. Rezultati analize varijance su pokazali sta-
tisti~ki visoku razliku u du`ini trupa unutar posmatrane grupe.
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Statisti~ka obrada podataka obima grudi prikazana je u tabeli 3. Do-
bijena prose~na vrednost obima grudi za grupu I je 174,22 cm, za grupu II 167,00
cm a za grupu III 148,55 cm. Rezultati analize varijance za mere obim grudi, kao i u
prethodnim merenjima, pokazali su velike varijacije unutar posmatrane grupe.

Statisti~ka obrada podataka obima cevanica prikazana je u tabeli 4.
Utvr|ena prose~na vrednost obima cevanice za grupu I je 18,76 cm, za grupu II je
15,71 cm, a za grupu III je 14,09 cm. Rezultat F-testa ukazuje na to da postoje sta-
tisti~ki zna~ajne razlike vrednosti ove morfometrijske karakteristike unutar posma-
trane grupe.

S obzirom na to da je analiza varijance za sve ~etiri eksterijerne mere
pokazala da postoji statisti~ki zna~ajna razlika unutar posmatrane grupe goveda,
ura|en je t-test s ciljem da se utvrdi koja se od tri ispitivane populacije razlikuje u
posmatranim eksterijernim merama. T-test je u sva ~etiri slu~aja pokazao da pos-
toji visoka zna~ajnost razlika srednjih vrednosti izme|u svih kombinacija.

Ispitivanja varijabilnosti rase bu{a sa razli~itih lokaliteta i gata~kog
gove~eta na osnovu spoljnih odlika ukazala su na zna~ajne razlike u morfolo{kim
odlikama. Tako|e su utvr|ene morfolo{ke promene koje su nastale sa razvojem
rase na razli~itim lokalitetima.

Morfometrijskom analizom je utvr|eno da je bu{a sa lokaliteta za-
padne Hercegovine, malog telesnog okvira i da je po morfolo{kim karakteristi-
kama najsli~nija bu{i sa podru~ja [ar-planine (Memi{i, 2009). Na osnovu retro-
spektivne analize razvoja rase mo`e se videti da je kao posledica neadekvanih
uslova ishrane, do{lo do zakr`ljavanja rase i da je u proteklih 30 godina (Popovi} i
sar., 1979) visina do vrha grebena smanjena za 6,85 cm. Pore|enjem dobijenih re-
zultata sa istra`ivanjima koja su sprovedena 50-tih godina pro{log veka (Ilan~i},
1952; Rako, 1955) mo`e se zaklju~iti da savremeni tip bu{e ovog lokaliteta najvi{e
li~i na bu{u koja se gajila pre 60 godina u ovoj oblasti.

Bu{a sa podru~ja isto~ne Hercegovine ima ve}i obim tela u odnosu na
bu{u zapadne Hercegovine, odnosno u pogledu obima tela se nalazi u sredini u
odnosu na bu{u zapadne Hercegovine i gata~kog gove~eta. Porede}i rezultate
Ilan~i}a i sar. (1952) koji su analizirali morfometrijske karakteristike bu{e sa po-
dru~ja isto~ne Hercegovine, vidi se da je tokom proteklih 60 godina gajenja do{lo
do pobolj{anja telesne gra|e populacije bu{e u celini (tabela 5).

Gata~ko gove~e karakteri{u ve}i obim tela i bolja proizvodna svojstva
u odnosu na bu{u. Pore|enjem rezultata Pejanovi}a i sar.(1961) sa dobijenim re-
zultatima, mo`e se videti da je tokom prethodnih 50 godina do{lo do razvoja rase i
pove}anja obima tela, {to je potvr|eno i ispitivanjima Va`i}a i sar. (2007). Pore|e-
njem morfometrijskih karakteristika sive tirolske rase goveda, koja je kori{}ena za
stvaranje gata~kog gove~eta (Rako i sar., 1955; Ivankovi} 1977; Telalba{i} i sar.,
1979) mo`e se videti da je format savremenog gata~kog goveda isti ili ve}i u od-
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nosu na sivo tirolsko govedo. Pove}anje formata gata~kog gove~eta nastalo je
kao rezultat primene zootehni~kih mera i pobolj{anih uslova dr`anja i nege na po-
dru~ju isto~ne Hercegovine.

Zna~ajnost razlike posmatranih eksterijernih mera (t- testa) izme|u
svih kombinacija ispitivanih populacija goveda mo`e se objasniti razli~itom ge-
neti~kom strukturom (bu{a i gata~ko gove~e) i velikim uticajem paragentskih fak-
tora, koji su naro~ito uticali na pojavu varijabilnostu u eksterijernim odlikama
populacija bu{e sa razli~itih lokaliteta.

Bu{a zapadne Hercegovine, koja ima najni`e vrednosti posmatranih
eksterijernih mjera, gaji se u najoskudnijim uslovima sme{taja i ishrane, reljef je
kr{evit, sa malo pa{nja~kih povr{ina. Na~in ishrane je ekstremno ekstenzivan,
zasniva se na slobodnoj ispa{i i kabastoj hrani u zimskom periodu. Bu{a isto~ne
Hercegovine, gaji se u ne{to povoljnijim uslovima smje{taja i ishrane. Ovaj lo-
kalitet karakteri{e prete`no kr{evit reljef, ali sa vi{e pa{nja~kih povr{ina. Gata~ka
goveda, koja su najkrupnija po svojim eksterijernim merama, gaje se na "PD
Gacko", u povoljnijim uslovima dr`anja.

Utvr|en je visok stepen varijabilnosti morfolo{kih karakteristika unutar
ispitivanih rasa, kao i razllike izme|u rasa. Utvr|ene razlike su pre svega rezultat
uticaja razli~itih prirodnih uslova i uslova gajenja kao i udela genoma alpskih
goveda, sa kojima je bu{a ukr{tana. Rezultati predstavljaju zna~ajan doprinos
karakterizaciji postoje}ih populacija bu{e u odnosu na populacije bu{e u pro{lo-
sti. Dalja ispitivanja genomskih karakteristika bu{e, zasnovana na molekularnim
markerima pokaza}e u kojoj meri je populacija bu{e danas o~uvana u svom izvor-
nom obliku.
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INVESTIGATIONS OF VARIABILITY OF MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS

IN BUSA AND GATACKO CATTLE IN ORDER TO PRESERVE AUTOCHTHONOUS

GENOME

Biljana Rogi}, B. Va`i}, S. Jovanovi}, Marina Stamenkovi}-Radak, Mila Savi},

I. Ravi}

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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ISPÀTANIÂ IZMEN^IVOSTI MORFOMETRI^ESKIH HARAKTERISTIK
BU[I I GATA^KOY GOLOVÀ KRUPNOGO ROGATOGO SKOTA S CELÃÁ

SOHRANENIÂ AVTOHTONNOGO GENOMA

BilÔna Rogi~, B. Va`i~, S. Yovanovi~, Marina Stamenkovi~-Radak,
Mila Savi~, I. Ravi~

S celÝÓ izu~eniÔ i ohranì genoma avtohtnonnìh porod krupnogo roga-
togo skota, sover{enì ispìtaniÔ izmen~ivosti morfometri~eskih harakteristik
bu{i i gata~koy golovì krupnogo rogatogo skota, slovno i retrospektivnogo anal-
iza razvitiÔ ispìtìvannìh populÔciy. Issledovaniem ohva~eno 97 korov a imen-
no 22 golovì zapadnogercegovinskoy bu{i, 24 golovì vosto~nogercegovinskoy
bu{i i 51 golova gata~koy golovì krupnogo rogatogo skota. Ispìtìvanì morfome-
tri~eskie merì: vìsota do verha grebeni, dlina tuloviça, obÍëm goleni i obÍëm
grudey. Polu~ennìe dannìe statisti~eski obrabotanì, a utver`denie izmen~i-
vosti sover{eno prostìm analizom varianta s neodinakovìm ~islom povtoreniÔ.
Zna~itelÝnostÝ polu~ennìh raznic s trëh issledovannìh mest testirovana s f i t
testom. Utver`dena zna~itelÝnaÔ stepenÝ izmen~ivosti morfologi~eskih harak-
teristik vnutri ispìtìvannìh populÔciy, slovno i sredi populÔciy. Utver`denì
raznicì pre`de vsego rezulÝtat vozdeystviÔ razli~nìh prirodnìh usloviy raz-
vedeniÔ slovno i doli genoma alÝpiyskogo krupnogo rogatogo skota, s kotorìm
bu{a skreçivana.

KlÓ~evìe slova: bu{a, gata~kaÔ golova krupnogo rogatogo skota,
morfometri~eskie harakteristiki, bioraznorodnostÝ
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UDK 615.03:453.6

PREDVI\ANJE RESORPCIJE I FARMAKOKINETI^KOG
PROFILA KARBAMAZEPINA IZ TABLETA SA

KONTROLISANIM OSLOBA\ANJEM KOD LJUDI
KORI[]ENJEM MODELA KUNI]A*

PREDICTING ABSORPTION AND PHARMACOKINETIC PROFILE OF

CARBAMAZEPINE FROM CONTROLLED-RELEASE TABLET

FORMULATION IN HUMANS USING RABBIT MODEL

Irena Hom{ek, Dragica Popadi}, Slobodanka Simi}, Slavica Risti},
Katarina Vu~i}evi}, Branislava Miljkovi}**

Farmaceutske formulacije sa kontrolisanim osloba|anjem imaju
nekoliko prednosti u odnosu na konvencionalne dozirane oblike sa tre-
nutnim osloba|anjem iste lekovite supstance. To se pre svega ogleda
u redukovanoj u~estalosti doziranja, smanjenoj pojavi i/ili intenzitetu
ne`eljenih efekata, ve}oj farmakolo{koj selektivnosti, redukovanoj fluk-
tuaciji lekovite supstance u plazmi i boljoj podno{ljivosti. Kada se po-
sle zavr{ene registracije preparat na|e na tr`i{tu, mo`e se javiti po-
treba za manjim izmenama u formulaciji. U isto vreme on treba da
ostane efikasan i bezbedan za pacijente, {to mo`e biti potvr|eno na
osnovu koncentracije lekovite supstance u plazmi i farmakokineti~kih
podataka. Poseban izazov predstavlja predvi|anje resorpcije i farma-
kokineti~kih osobina lekovite supstance kod ljudi na osnovu odre|i-
vanja in vitro brzine rastvaranja i farmakokineti~kih podataka dobijenih
ispitivanjem na `ivotinjskom modelu. Zbog toga je cilj ovog ispitivanja
bio da se uspostavi korelacija farmakokineti~kih parametara izme|u
modela kuni}a i humanog modela za formulacije tableta sa kontroli-
sanim osloba|anjem karbamazepina (KBZ) kao i in vitro in vivo korela-
cija zasnovana na predvi|enoj frakciji resorbovanog leka. I pored
uo~enih razlika u srednjim profilima plazma koncentracija, rezultati koji
se odnose na predvi|enu frakciju resorbovane lekovite supstance bili
su gotovo identi~ni. Na osnovu toga se mo`e zaklju~iti da se kuni}
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mo`e koristiti kao reprezentativan in vivo model za predvi|anje far-
makokineti~kih karakteristika formulacije sa kontrolisanim osloba|a-
njem KBZ kod ljudi.

Klju~ne re~i: karbamazepin, tablete sa kontrolisanim osloba|anjem,
ljudi, in vitro in vivo korelacija, farmakokinetika, kuni}i

Karbamazepin (KBZ) (5H-dibenzo Šb, f¹ 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 tako|e koristi u le~enju sindroma hroni~ne
boli i trigeminalne neuralgije, kao i kod razli~itih psihijatrijskih bolesti (McNamara,
1996). Karbamazepin se relativno sporo apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta, a
apsorbovan se veoma brzo distribuira u sva tkiva. Njegova bioraspolo`ivost
nakon oralnog uzimanja procenjuje se na vi{e od 70%, dok je 75% vezano za pro-
teine plazme (Martindale, 2009).

Strukture sa kontrolisanim otpu{tanjem (CR-controlled release) daju
nekoliko prednosti nad oblicima sa trenutnim osloba|anjem (IR-immediate re-
lease), uklju~uju}i smanjenje u~estalosti doziranja, smanjene pojava i/ili inteziteta
ne`eljenih efekata, ve}u farmakolo{ku selektivnost, redukovanu fluktuaciju leko-
vite supstance u plazmi, produ`en terapijski u~inak i bolju podno{ljivost (Mali-
nowski i Marroum,1999).

Struktura karbamazepina sa kontrolisanim osloba|anjem obezbe|uje
stalnu koncentraciju (steady-state) karbamazepina u krvi (Stivens i sar.,1998) i
omogu}uje pacijentima bolju terapijsku podno{ljivost i redukuje sporedne efekte
izazvane promenama koncentracije leka, ~ine}i antiepilepti~nu terapiju efikasni-
jom (Bialer i sar., 1998; Wilding i sar.,1991).

Kad se posle registracije proizvod na|e na tr`i{tu, mo`e 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, pode{avanje 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 potvr|uje na osnovu odre|i-
vanja koncentracije leka u plazmi i drugih farmakokineti~kih parametara. Odgo-
varaju}i animalni modeli tako|e mogu biti veoma zna~ajni za predvi|anje far-
makokineti~kog profila strukturnih varijacija leka. Kada postoje izmene u strukturi
leka ili tehnolo{koj proceduri neophodno ih je ispitati kroz studije bioekvivalencije.
Poseban izazov jo{ uvek je predvi|anje resorpcije leka kod ljudi na osnovu poda-
taka dobijenih ispitivanjima na `ivotinjama (Cao i sar., 2006).
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Zbog toga je cilj ovoga rada bio da se uspostavi korelacija farmakoki-
neti~kih paramatera izme|u humanog modela i modela kuni}a za formulaciju sa
kontrolisanim osloba|anjem karbamazepina kao i in vitro in vivo korelacija (IVIVC)
zasnovana na predvi|enoj frakciji resorbovanog leka.

Formulacije leka
Tablete sa dvoslojnim matriksom (proizvod A, Galenika a.d.) pri-

premljene su postupkom vla`ne granulacije. Granule za sloj sa kontrolisanim
osloba|anjem dobijene su kva{enjem sme{e karbamazepina, mikrokristalne ce-
luloze, skroba i hidroksi-propil-metil celuloze sa povidonom. Osu{ene granule
me{ane su sa talkom i magnezijum-stearatom. Sloj sa brzim rastvaranjem pri-
premljen je i osu{en na sli~an na~in. Sloj sa kontrolisanim osloda|anjen kompre-
sovan je u tabletu i prekriven brzo rastvorljivim slojem.

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

Standard karbamazepina je nabavljen od firme Mikromol GmbH (Ne-
ma~ka), dok su acetonitril i metanol (HPLC stepena ~isto}e) nabavljeni od
MERCK (Darmstadt, Nema~ka).

Model kuni}a / Rabbit model

U ovoj studiji kori{}eno je {esnaest albino kuni}a, starosti 8 meseci i
te`ine 3,5-4,2 kg. Eksperiment je dizajniran tako da je svaka `ivotinja dobijala po-
jedina~nu oralnu dozu oba proizvoda karbamazepina sa kontrolisanim otpu{tan-
jem sa 400 mg aktivne supstance. Proizvodi A i B davani su u intervalu od 21 dana.
Uzorci krvi uzimani su iz u{ne vene u slede}im intervalima: pre davanja leka i pola
sata 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 i 72 h nakon davanja leka. Osam sati nakon davanja
leka `ivotinje su vra}ane u kaveze i dobijale su vodu i hranu ad libitum. @ivotinje su
hranjene standardnom briketiranom hranom (Veterinarski zavod, Subotica,
Srbija). @ivotinje su negovane prema principima objavljenjim u Vodi~u za negu i
kori{}enje laboratorijskih `ivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals, NIH Publication, 1996).

Volonteri / Volunteers

Ova studija ura|ena je na 24 zdrava ispitanika oba pola (12 `ena i 12
mu{karaca), starosti 20-52 godine, te`ine 50-96 kg. Studija je odobrena od strane
Nezavisnog eti~kog komiteta (Medicinski fakultet, Novi Sad, Srbija), a saglasnost
za u~e{}e u studiji potvrdili su potpisom svi ispitanici. Svaki ispitanik dobijao je
pojedina~nu oralnu dozu oba proizvoda sa kontrolisanim otpu{tanjem aktivne
supstance (proizvod A i B). Proizvodi su testirani u intervalu od 21 dana, tako {to
su ispitanici uzimali lek na prazan `eludac sa 150 ml ~esmenske vode. Nakon 4 i 7

73

Vet. glasnik 65 (1-2) 71 - 81 (2011) Irena Hom{ek i sar.: Predvi|anje resorpcije i
farmakokineti~kog profila karbamazepina iz tableta sa kontrolisanim osloba|anjem ...

Materijal i metode rada / Material and methods



sati od uzimanja leka ispitanici su dobijali uobi~ajeni obrok. Krv za analizu uzi-
mana je pre davanja leka i pola sata, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24, 48, 72, 120 i 144 h
nakon davanja leka.

HPLC metoda za odre|ivanje karbamazepina u plazmi kuni}a
i u uzorcima humane plazme

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

Koncentracije KBZ u uzorcima humane plazme odre|ivane su po-
mo}u HPLC aparata (Hewlett Packard, tip 1090M) sa UV detekcijom (245 nm)
(Veng-Pederson i sar., 2000). Separacija pika KBZ od drugih pikova postignuta je
kori{}enjem kolone Agilent ODS 2 C18 (100x2,1 mm, 5 �m) sa pred kolonom
(20x2,1 mm) ispunjenom sa Hypersil ODS2, 5 �m. Mobilna faza je filtrirana kroz
0,45 �m filter. KBZ je iz uzoraka plazme ekstrahovan na slede}i na~in: 1 ml natri-
jum-fosfatnog pufera (0,3 mol/l, pH 4,3) i 5 ml hloroforma sa 50 �g ciheptamida
(interni standard) dodato je u 1 ml plazme u 15 ml staklene konusne epruvete i
me{ano na vorteksu 1 minut. Uzorci su potom centrifugirani na 3000 rpm tokom
10 minuta. Hloroformski sloj je preba~en u staklene epruvete i potom mu je do-
dato 1 ml fosfatnog pufera (0,2 mol/l, pH 11). Nakon me{anja i centrifugiranja na
3000 rpm tokom 10 minuta vodena faza je odba~ena, a hloroformski sloj je uparen
u struji azota na 50oC. Ostatak je rastvoren u 50 �l metanola i 10 �l rastvora je in-
jektovano u aparat. Dobijeni rezultati pokazali su da je odre|ivanje osetljivo do
0,2 �g/ml. Linearnost metode je potvr|ena u opsegu 0,2-15 �g/ml sa koeficijen-
tom korelacije 0,992. Limt detekcije i limit kvantifikacije iznosili su 0,1 i 0,2 µg/ml.
Na|ene 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.

Farmakokineti~ka i statisti~ka analiza / Pharmacokinetic and statistical analysis

Za farmakokineti~ka izra~unavanja kori{}ena je nekompartmentalna
analiza. Maksimalne koncentracije KBZ u plazmi (Cmax) i koncentracije KBZ u ispi-
tivanim vremenima kao i tmax direktno su o~itavani za svaki pojedina~ni uzorak.
Izra~unavani su: vreme eliminacije (�z), vreme polu`ivota (t1/2), povr{ina ispod
krive koncentracija–vreme kori{}enjem pravila trapezoida (AUC0�t, i AUC0��),
oralni klirens (CL/F), prividni volumen distribucije izra~unat iz terminalne faze
(Vz/F) i maksimalno vreme zadr`avanja (MRT).

Svi farmakokineti~ki parametri ra~unati su za svaku pojedina~nu `ivo-
tinju i svakog pojedinog ispitanika, a rezultati su predstavljeni kao aritmeti~ka
sredina ± st.devijacija.

Neparamaterijski Wilcoxon-ov test kori{}en je za izra~unavanje razlika
u tmax. Razlike izme|u glavnih farmakokineti~kih parametara ra~unate su kori{}e-
njem Studentovog t-testa, pri ~emu su zna~ajnosti p<0,05 uzimane u obzir.
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Uspostavljanje korelacije izme|u predvi|ene 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 (Hom{ek i sar., 2008). Uspostavljena je korela-
cija izme|u in vivo rezultata koji predstavljaju frakciju resorbovanog leka kod
kuni}a i ~oveka. Odgovaraju}i in vivo profili su interpolirani sa ciljem da se
dostignu ekvidistantni vremenski intervali. Prilikom uspostavljanja korelacije,
zbog razlike u brzinama osloba|anja lekovite supstance kod kuni}a i ~oveka, u
obzir je uzet i vremenski faktor srazmere (Veng-Pedersen i sar., 2009). Predvi|ene
frakcije resorbovanog karbamazepina kod kuni}a predstavljaju nezavisno pro-
menljivu, dok predvi|ene frakcije resorbovanog leka kod ~oveka predstavljaju
zavisno promenljivu. Profili resorpcije leka pore|eni su primenom linearne regre-
sione analize u okviru koje su izra~unati i statisti~ki parametri – nagib dobijene
prave i koeficijent korelacije koji je merilo stepena (nivoa) korelacije.

Prose~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
predvi|ena frakcija leka resorbovanog in vivo iz testiranih tableta karbamazepina

Farmakokineti~ki parametri za KBZ nakon oralne administarcije oba
proizvoda KBZ sa kontrolisanim osloba|anjem prikazani su u tabeli 1. Statisti~ka
analiza nije pokazala zna~ajne razlike u bilo kojem farmakokineti~kom parametru
izme|u formulacija, ni kod kuni}a niti kod ljudi.

Nakon minimalnih izmena u formulaciji leka, pore|enje njegovih re-
sorpcionih karakteristika je veoma va`no. Prose~ne vrednosti za Cmax proizvod A
(Galenika a.d.) i za proizvod B (referentni lek-Tegretol) kod kuni}a bile su 4,77 i
4,42 �g/ml, pri ~emu nisu opa`ene zna~ajne razlike. Bitne razlike nisu uo~ene ni u
vrednostima Cmax za prizvod A izme|u dve ispitivane vrste. Evidentirana je samo
veoma mala razlika u tmax izme|u vrsta, dok je prose~na Cmax kod kuni}a dostig-
nuta 11 h, a kod ljudi 14 h nakon uzimanja leka. Br`a resorpcija leka nakon uzi-
manja oba proizvoda kod kuni}a je u saglasnosti sa ispitivanjima drugih autora
koji su pokazali da se KBZ br`e resorbuje iz duodenuma i kolona kod kuni}a, te se
tako mo`e objasniti produ`ena resorpcija proizvoda kod ljudi (Riad i Sawchuk,
1991). Vrednosti za AUC su pode{ene prema telesnoj masi i tako|e nisu pri-
me}ene bitne razlike ni kod kuni}a ni ljudi. Nisu na|ene statisti~ki zna~ajne razlike
za AUC0�t, i AUC0�� izme|u ispitivanih vrsta. U radovima drugih autora naila-
zimo na sli~ne farmakokineti~ke podatke o eliminaciji proizvoda kod kuni}a (Ruk-
hadze i sar., 2000). Razlike u vremenu eliminacije leka kod kuni}a i ljudi (tabela 1)
o~ekivane su zbog razlike u anatomskoj strukturi i funkciji izme|u vrsta.
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Primer najbolje IVIV korelacije predstavljen je na slici 3. Za proizvod A i
B najve}i stepen korelacije sa korelacionim koeficijentom od 0,986 i 0,990, nagi-
bom i regresionom pravom 1,039 i 1,093, dobijen je preko odnosa resorpcije leka
kod ljudi slede}i in vivo resorpciju kod kuni}a na istoj skali. Relativno visok koefi-
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Slika 1. (a) Prose~ne vrednosti koncentracije karbamazepina u plazmi kuni}a nakon po-
jedina~ne oralne administracije; (b) Predvi|ena frakcija resorbovanog leka oba in vivo
testirana proizvoda /
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cijent korelacije (0,986) za zbirne podatke ukazuje na visoku korelaciju izme|u
podataka dobijenih ispitivanjima na ljudima sa podacima koji su dobijeni ispitiva-
njima na `ivotinjima.
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Slika 2. (a) Prose~ne koncentracije karbamazepina u plazmi ispitanika nakon uzimanja po-
jedina~ne oralne doze (b) Predvi|ena frakcija resorbovanog leka oba in vivo tesirana
proizvoda
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Tabela 1. Farmakokineti~ki parametri (srednja vrednost � st. devijacija) za karbamazepin
(KBZ) kod kuni}a i ispitanika nakon uzimanja oba proizvoda sa kontrolisanim
otpu{tanjem aktivne supstance /

�

Proizvod /
Uzorci plazme kuni}a / Uzorci humane plazme /

A B A B

Cmax Š�g/ml¹ 4.77±1.50 4.42±1.08 3.88±0.90 3.65±1.42

tmax Šh¹ 11.5±2.39 11±2.87 14.7±2.19 14.3±4.28

�z Šh-1¹ 0.1491±0.0405* 0.1551±0.0681 0.020±0.005 0.018±0.006

t1/2 Šh¹ 4.88±1.18* 4.97±1.52 37.42±6.73 42.01±10.41

AUC0�t Š�gh/mlkg¹ 20.85±4.13 21.51±3.88 3.48±1.13 3.40±1.70

AUC0?8 Š�gh/mlkg¹ 21.12±4.33 23.64±4.99 3.48±1.13 3.40±1.70

CL/F ŠL/h¹ 6.69±1.25* 6.47±1.95 1.68±0.27 1.89±0.71

Vz/F ŠL¹ 41.41±11.71 50.17±7.08 86.81±14.68 95.32±23.42

MRT Šh¹ 12.84±3.96* 13.38±2.54 57.48±10.94 57.87±11.95

Cmax – maksimalna koncentracija u plazmi; tmax – vreme potrebno za postizanje Cmax; �z – terminalna
konstanta eliminacije; t1/2 – vreme polu`ivota bazirano na �z; AUC0�� , AUC0�t – povr{ina ispod
krive koncentracije-vreme; CL/F -oralni klirens; Vz/F – prividni volumen distribucije; MRT – maksimalno
vreme zadr`avanja /

– ; – ; �z –
; – �z; 0��, 0�t – ;

– ; Vz/F – –

* Statisti~ka zna~ajnost (p<005) izme|u uzoraka plazme kuni}a i uzoraka humane plazme /
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U ovoj studiji ispitivana je korelacija vrednosti resorbovane frakcije
KBZ kod kuni}a i ljudi, u cilju predvi|anja resorpcionih karakteristika tableta sa
kontrolisanim osloba|anjem, formulisanim u Galenici a.d., baziranim na poda-
cima dobijenim na `ivotinjskom modelu. U skladu sa dobijenim vrednostima,
mogu}e je zaklju~iti da kuni} mo`e biti model za pra}enje faramakokinetike KBZ u
tabletama sa kontrolisanim osloba|anjem. Ovo je veoma va`no kad imamo
veoma male izmene u formulaciji proizvoda koji je ve} na tr`i{tu i kad treba po-
desiti farmakokineti~ke karakteristike i bioekvivalenciju prema referentnom proiz-
vodu. Stoga su u ovoj studiji kori{}eni podaci i za kuni}e i za ljude i pore|enjem
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 potvr|uju korelaciju predvi|ene frakcije resorbovanog KBZ iz
oba ispitivana proizvoda sa kontrolisanim osloba|anjem izme|u humanog mod-
ela i modela kuni}a.
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PREDICTING ABSORPTION AND PHARMACOKINETIC PROFILE OF

CARBAMAZEPINE FROM CONTROLLED-RELEASE TABLET FORMULATION

IN HUMANS USING RABBIT MODEL

Irena Hom{ek, Dragica Popadi}, Slobodanka Simi}, Slavica Risti},

Katarina Vu~i}evi}, Branislava Miljkovi}

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

PREDVIDENIE REZORBCII FARMAKOKINETI^ESKOGO PROFILÂ
KARBAMEZAPINA IZ TABLETOK S KONTROLIROVANNÀM

OSVOBO@DENIEM U LÁDEY POLÃZOVANIEM MODELI KROLIKOV

Irena Hom{ek, Dragica Popadi~, Slobodanka Simi~, Slavica Risti~,
Katarina Vu~i~evi~, Branislava MilÝkovi~

Farmacevti~eskie formulirovki s kontrolirovannìm osvobo`deni-
em imeÓt neskolÝko preimuçestv v otno{enii konvencionalÝnìh dozirovannìh
form s mgnogovennìm osvobo`deniem toy `e lekarstvennoy substancii, ~to pre`-
de vsego otra`aetsÔ v reducirovannoy ~astote dozirovaniÔ, umenÝ{ennom Ôvle-
nii i/ili intensivnosti ne`elatelÝnìh Ìffektov, bólÝ{ey farmakologi~eskoy
selektivnosti, reducirovannoy fluktuacii lekarstvennoy substancii v plazme i
lu~{ey terpimosti. Kogda posle zakon~ennoy registracii preparat naydëtsÔ na
rìnke mo`et ÔvitsÔ nu`da dlÔ mînÝ{ih izmeneniy v forulirovke. V takoe `e
vremÔ on nu`en ostatÝ Ìffektivnìy i bezopasnìy dlÔ pacientov, ~to mo`et bìtÝ
podtver`denie na osnove koncentracii lekarstvennoy substancii v plazme i far-
makologi~eskih dannìh. OtdelÝnìy vìzov predstavlÔet soboy predvidenie re-
zorbcii farmakokineti~eskih svoystv lekarstvennoy substancii u lÓdey na os-
nove opredeleniÔ in vitro skorosti rastvoreniÔ i farmakokineti~eskih dannìh,
polu~ennìh ispìtaniem na `ivotnoy modeli. Vsledstvie Ìtogo celÝ Ìtoy rabotì
bìla ustanovitÝ korrelÔciÓ farmakokineti~eskih parametrov sredi modeley
krolikov i gumannoy modeli dlÔ formulirovki tabletok s kontrolirovannìm os-
vobo`deniem karbamazepina (KBZ) slovno i in vitro i in vivo korrelÔciÔ obosnovana
na predvidennoy frakcii vpitìvannogo lekarstva. I vozle zame~ennìh raznic v
srednih profilÔh plazma koncentraciy, rezulÝtatì otnosÔçiesÔ na predviden-
nuÓ frakciÓ vpitìvannoy lekarstvennoy sustancii bìli po~ti identi~nì. Na os-
nove togo mo`no sdelatÝ vìvod, ~to krolik mo`et polÝzovatÝsÔ kak reprezenta-
tivnaÔ in vivo modelÝ dlÔ predvideniÔ farmakokineti~eskih harakteristik for-
mulirovki s kontrolirovannìm osvobo`deniem KBZ u lÓdey.

KlÓ~evìe slova: karbamazepin, formulirovki s kontrolirovannìm
osvobo`deniem, lÓdi, in vitro, in vivo, korrelÔciÔ, farmakokinetika, kroliki
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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} Mora~anin, L. Turubatovi}, M. Ra{eta, S. Stefanovi},
S. Jankovi}, Marija [krinjar**

Ispitivanja sprovedena u okviru Projekta "Tehnolo{ke i protektivne
osobine autohtonih sojeva bakterija mle~ne kiseline izolovanih iz tradi-
cionalnih fermentisanih kobasica i mogu}nosti njihove primene u in-
dustriji mesa" (Evidencioni broj: 20127), finansiranog od strane Min-
istarstva za nauku i tehnolo{ki razvoj Republike Srbije, dala su odgovor
o karakteristikama kvaliteta ulaznih sirovina namenjenih za proizvodnju
sremske kobasice – jedne od na{ih najpoznatijih tradicionalno fermen-
tisanih kobasica (izbor mesa, masnog tkiva, dodataka i za~ina). Regis-
trovani su podaci vezani za postupke njihove obrade, utvr|eni su mik-
roklimatski uslovi (temperatura, relativna vla`nost i cirkulacija vazduha)
tokom ~itavog procesa proizvodnje i fermentacije, kao i prisustvo i
vrsta mikroorganizama, prvenstveno bakterija mle~ne kiseline (BMK)
nosioca mle~ne fermentacije. Utvr|ena su najva`nija svojstva nadeva,
re`imi dimljenja, fermentacije, zrenja, su{enja, kao i parametri kvaliteta
i bezbednosti gotovog proizvoda.

Istovremeno, odre|ene su standardne radne procedure (SRP) za
pripremu mesa, masnog tkiva, formiranje i punjenje nadeva u omo-
ta~e, kao i karakteristike gotovih proizvoda. Navedene SRP-e treba da
poslu`e kao vodi~ industriji mesa u procesu proizvodnje ove tradicion-
alne fermentisane kobasice.

Klju~ne re~i: sremska kobasica, tradicionalne fermentisane kobasice,
prizvodni parametri, standardne radne procedure
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Proizvodnja fermentisanih kobasica je oblast prerade mesa koja je,
poslednjih nekoliko decenija, bila predmet intenzivnih stru~nih i nau~nih is-
tra`ivanja. Do sada su izu~eni najva`niji principi proizvodnje, definisani su uzroci
nekih od naj~e{}ih gre{aka, utvr|eni su odre|eni parametri kvaliteta, ali je ostalo
jo{ mnogo toga da se ispita i proveri u slo`enim postupcima pretvaranja sirovina u
gotove proizvode pikantno-aromati~nih svojstava, kakvi su tradicionalno fermen-
tisane kobasice (Koza~inski i sar., 2008).

Sremska kobasica je tipi~an predstavnik fermentisanih kobasica.
Me|utim, zbog odre|enih karakteristika to je i specifi~an proizvod u kome se
zrenje (fermentacija) odvija pod posebnim uslovima, pa se zbog toga umnogome
razlikuje od drugih trajnih kobasica (Veskovi} Mora~anin, 2007). Dugogodi{nja
proizvodnja i pojava kvalitetnih proizvoda doprineli su da se ove kobasice pro~uju
po svojim svojstvima i da postanu naro~ito tra`ene. Na izvestan na~in afirmisale
su se kao specifi~an nacionalni proizvod. To su bili glavni razlozi da se poku{a sa
znatnim pove}anjem proizvodnje, prvo u zanatskim uslovima doma}instva, a
danas i u savremenim pogonima industrije mesa (Tadi}, 2000). Ali, industrijaliza-
cija proizvodnje i naglo pove}anje broja proizvo|a~a, sa neizbe`nim rizikom dobi-
janja proizvoda veoma razli~itog kvaliteta, predstavljala je opasnost da se bitno iz-
mene izvorna svojstva ovoga tradicionalnog proizvoda.

Naj~e{}i navodi kori{}eni u opisu sremske kobasice su: "dugogo-
di{nja proizvodnja", "kvalitetan trajni proizvod", "specifi~an nacionalni proizvod",
"standardnost kvaliteta". Me|utim, oni sami po sebi nisu dovoljni da se ovaj proiz-
vod odr`i na tr`i{tu bez pisanih podataka o tehnologiji proizvodnje, osobinama i
parametrima kvaliteta. Dosada{nje iskustvo govori da je takvih zapisa veoma
malo pa se i na~in tradicionalne izrade jo{ uvek prenosi usmeno, sa kolena na
koleno.

U doma}instvima sremska kobasica se proizvodi, obi~no, u periodu
prelaza kasne jeseni u zimu kada je temperatura vazduha po pravilu niska, oko
0oC i ni`e (Ra{eta, 1957), prete`no od svinjskog mesa, slanine (~vrstog masnog
tkiva), uz dodatak soli i za~ina. Tom prilikom, meso i slanina se, u ve}ini slu~ajeva,
posebno ne pripremaju niti odabiraju, jer se kobasice, naj~e{}e, prave onog dana
kada je svinja i zaklana. Nakon usitnjavanja mesa, mesnih obresaka i komada
masnog tkiva dodaje se kuhinjska so, za~ini i uglavnom, male koli~ine te~ne faze
(bujon, hladna voda). Dobijeni nadev se, naj~e{}e, puni ru~nom punilicom u
tanka svinjska creva koja se formiraju u parove uobi~ajene du`ine. Kobasice se
ka~e na drvene {tapove, cede, a zatim se prenose u pu{nicu gde se dime tzv.
hladnim postupkom tokom 6-7 dana, a ne retko i du`e. Posle zavr{enog dimljenja
kobasice se dr`e na suvom, prozra~nom mestu radi su{enja, koje obi~no traje
oko 2 nedelje (u seoskim doma}instvima to su naj~e{}e same pu{nice, tavanski
prostori ili sli~no) (Tojagi}, 1996). U toku ovog perioda po~inje paralelno inten-
zivna faza zrenja i su{enja, pri ~emu ponekad gube veoma velike koli~ine vode. U
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navedenim uslovima, zrenje je zavr{eno otprilike krajem tre}e nedelje, kada srem-
ska kobasica dobija karakteristi~na senzorska i fizi~ko-hemijska svojstva gotovog
proizvoda (Veskovi}, 2009).

Ispitivanja sprovedena u okviru Projekta "Tehnolo{ke i protektivne
osobine autohtonih sojeva bakterija mle~ne kiseline izolovanih iz tradicionalnih
fermentisanih kobasica i mogu}nosti njihove primene u industriji mesa", definisala
su proizvodne parametre i tehnolo{ke postupke izrade sremske kobasice koja je
proizvedena na tradicionalan na~in, veoma blizak onome koji se nekada primenji-
vao u doma}instvima. Me|utim, da bi se postigla {to ve}a standardnost u indus-
trijskoj proizvodnji sremske kobasice, neophodno je kori{}enje osnovnih siro-
vina, dodataka i za~ina, koji ispunjavaju odre|ene zahteve.

Sirovine za proizvodnju sremske kobasice /

Raw materials for production of Sremska sausage

Sremska kobasica je proizvedena u industrijskim uslovima, primenom
osnovnih na~ela tradicionalne proizvodnje, a u skladu sa va`e}im "Pravilnikom o
kvalitetu i drugim zahtevima za proizvode od mesa" (Sl. list SCG br. 33/2004). Sas-
tav osnovne sirovine kobasice ~inilo je smrznuto svinjsko meso ple}ke (-5oC),
ohla|eno meso buta (4oC) i smrznuto ~vrsto masno tkivo (-5oC). Kao dodaci
kori{}eni su nitritna so i dekstroza, a od prirodnih za~ina upotrebljeni su usitnjeni
beli luk i mlevene slatka i ljuta paprika. Nadev je punjen u (svinjska) tanka creva.

Mikrobiolo{ke karakteristike sirovina / Microbiological characteristics of raw materials

Mikrobiolo{ki kriterijumi osnovnih sirovina (svinjsko meso I i II katego-
rije, ~vrsto masno tkivo) dati su u tabeli 1.

Patogeni mikroorganizmi (Salmonella spp., L.monocytogenes.,
Staphylococcus aureus, E.coli i sulfitoredukuju}e klostridije) ne smeju biti prisutni,
dok ukupan broj bakterija ne sme biti ve}i od 105 cfu/g, odnosno 103 cfu/g, za
svinjsko meso I i II kategorije i ~vrsto masno tkivo, respektativno. Enterokoke i
bakterije familije Enterobacteriaceae imaju, pribli`no, iste kriterijume (ne vi{e od 5
x 102 cfu/g), uz ne{to stro`e zahteve za svinjsko meso I 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 vi{e.

Broj bakterija mle~ne kiseline i broj mikrokoka trebalo bi da je ve}i ili
pribli`an vrednostima od 2,3 (log cfu/g), respektativno. Neki od ovih parametara
ispitivanja nisu predvi|eni va`e}im Pravilnikom o mikrobiolo{koj ispravnosti na-
mirnica u prometu (Sl.list SRJ br.26/93), ali sprovedena istra`ivanja za potrebe
ovog projekta name}u potrebu za njihovim ispitivanjem sa predlo`enim grani-
cama.
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Tabela br.1 Mikrobiolo{ki 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 I kat.
(Svinjski but)

Pork cat. I (Sirloin)

Svinjsko meso II kat.
(Svinjska ple}ka) /
Pork cat. I (Sirloin)

^vrsto masno tkivo /
Solid fatty tissue

Ukupan broj bakterija /
Total number of bacteria

(log10 cfu/g)
� 5.00 � 5.00 � 3.00

Enterobacteriaceae spp
(log10 cfu/g) � 2.50 � 2.50 � 2.50

Enterococcaceae spp
(log10 cfu/g) � 2.00 � 2.50 � 2.20

Kvasci i plesni /
Yiests and fungi

(log10 cfu/g)
� 2.00 � 2.00 � 2.90

Bakterije mle~ne kiseline /
Lactic acid bacteria

(log10 cfu/g)
� 2.30 � 2.30 –

Micrococcaceae spp
(log10 cfu/g) � 2.50 � 2.30 –

E.coli
u 1g

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

Staphylococcus aureus
u 1g

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

Sulfitoredukuju}e klostridije /
Sulphite-reducing clostridia

u 1g

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

L.monocytogenes
u 25g

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

Salmonella spp.
u 25g

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

nije dozvoljeno /
not permitted

Parametri kvaliteta sirovina / Parameters of raw material quality

U izvornim uslovima proizvodnje sremske kobasice u doma}instvima,
uslov za nastanak kvalitetnog proizvoda bio je da meso poti~e od starijih svinja
rase mangulica. I u industrijskim uslovima, prednost se daje mesu ne{to starijih
`ivotinja, koje sadr`i vi{e suve materije i ima intenzivniju boju i ~vr{}u teksturu.
Upotreba mesa zrelijih `ivotinja sa vi{e mi{i}nih pigmenata jedan je od pre-
duslova za postizanje zadovoljavaju}e boje (Radeti}, 1997).

Meso treba da je dobro ozrelo, sa otvorenom mikrostrukturom, ~iji pH
ne treba da bude vi{i od 6,5, dok pH vrednosti za svinjsko meso I kategorije treba
da budu oko 6,0; sadr`aj vode treba da je ispod 75% (svinjsko meso II kategorije),
dok za svinjsko meso I kategorije sadr`aj vode treba da je za 2-3 % manji. Sadr`aj
proteina ne sme biti ni`i od 20% (za svinjsko meso I kategorije, obavezan kriteri-
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jum), a sadr`aj masti oko 5% (za svinjsko meso II kategorije) i ispod 5% (za
svinjsko meso I kategorije) (Tabela br. 2). To zna~i, da iz mesa pre usitnjavanja,
mora biti odstranjeno me|umi{i}no masno i grubo vezivno tkivo. Kao {to je
poznato, me|umi{i}no masno tkivo sadr`i molekule nezasi}enih ni`ih masnih
kiselina, koje prilikom usitnjavanja zama{}uju komade mesa, {to dovodi do
ote`anog formiranja boje i odavanja vlage tokom fermentacije, zrenja i su{enja
kobasica. Grubo vezivno tkivo, tokom su{enja, postaje tvrdo, ~ime se umanjuje
kvalitet proizvoda. Za izradu sremske kobasice koristi se potko`no masno tkivo
svinja sa predela vrata (gronik) ili le|a. Me|umi{i}no masno tkivo nije dovoljno
kvalitetno za upotrebu u izradi ovog proizvoda. Vrednost pH u masnom tkivu ne
treba da bude vi{a 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
kvaliteta /

Examined quality
parameters

Svinjsko meso I kat.
(Svinjski but) /

Pork cat. I (Sirloin)

Svinjsko meso II kat.
(Svinjska ple}ka) /

Pork cat. II (Shoulder)

^vrsto masno tkivo /
Solid fatty tissue

Sadr`aj vode (%) /
Water content (%)

72,99 + 0,14
72,85 + 0,14
71,97 + 0,13

76,61 + 0,19
74,80 + 0,17
74,08 + 0,19

15,99 + 0,08
13,63 + 0,07
17,93 + 0,08

Sadr`aj masti (%) /
Fat content (%)

4,66 + 0,13
4,99 + 0,15
4,86 + 0,18

5,54 + 0,10
5,34 + 0,14
5,94 + 0,19

87,00 + 0,10
81,60 + 0,15
84,84 + 0,20

Sadr`aj proteina (%) /
Protein content (%)

21,31 + 0,13
21,84 + 0,16
20,61 + 0,18

19,36 + 0,15
19,75 + 0,18
19,56 + 0,19

2,67 + 0,20
4,48 + 0,11
5,65 + 0,16

Sadr`aj pepela (%) /
Ash content (%)

0,99 + 0,01
0,96 + 0,01
0,95 + 0,02

1,07 + 0,01
1,02 + 0,01
0,91 + 0,02

0,12 + 0,01
0,18 + 0,01
0,19 + 0,02

Sadr`aj NaCl (%) /
NaCl content (%)

0,14 + 0,01
0,16 + 0,01
0,12 + 0,01

0,12 + 0,01
0,19 + 0,01
0,15 + 0,01

0,10 + 0,01
0,09 + 0,01
0,15 + 0,01

aw vrednost /
aw value

0,972 + 0,001
0,978 + 0,001
0,973 + 0,001

0,973 + 0,001
0,981 + 0,001
0,973 + 0,001

0,909 + 0,001
0,917 + 0,001
0,912 + 0,001

pH vrednost /
pH value

6,07 + 0,001
6,05 + 0,001
6,02 + 0,001

6,42 + 0,001
6,61 + 0,001
6,56 + 0,001

6,28 + 0,002
6,24 + 0,002
6,30 + 0,002

Meso se mo`e koristiti u ohla|enom stanju, kada temperatura treba
da bude izme|u 0 i 4oC, delimi~no smrznuto, kada je temperatura oko -10oC i pot-
puno smrznuto, kada je temperatura ispod -18oC. Ukoliko se koristi ohla|eno
meso, zbog potpunijeg odvijanja procesa zrenja, najbolji rezultati se posti`u uko-
liko se ono upotrebi 48 sati posle klanja `ivotinja. Delimi~no smrznuto meso mo`e
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se koristiti do 30 dana, a potpuno smrznuto do 90 dana. U ovom periodu nisu
utvr|ene 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 hidroliti~kih aktivnosti lipaza i obezbe|enja kristalizacije masti,
~ime masno tkivo postaje pogodno za usitnjavanje.

Karakteristike dodataka i za~ina / Characteristics of additives and spices

Svojevremeno, u proizvodnji tradicionalno fermentisanih kobasica u
doma}instvima, kori{}ena je samo kuhinjska so i prirodni za~ini (aleva paprika i
beli luk). Sada se radi ve}e sigurnosti i br`eg postizanja po`eljne boje koristi ni-
tritna so, tj. me{avina kuhinjske soli i nitrita u odnosu 99,4:0,6%. Nitritna so, kao i
dekstroza i prirodni za~ini, ne smeju da sadr`e patogene bakterije. Ukupan broj
bakterija kod nitritne soli i dekstroze ne sme da bude ve}i od 103, a kod prirodnih
za~ina (usitnjenog belog luka i mlevene slatke i ljute paprike) ne ve}i od 105. Broj
kvasaca i plesni, kod nitritne soli i dekstroze, ne treba da je ve}i od 102, a kod
za~ina od 103.

U toku skladi{tenja dodataka i za~ina veoma je va`no da ne do|e do
stvaranja grudvica, ve} da se o~uva pra{kasta, odnosno pastozna struktura (u
slu~aju usitnjenog belog luka) radi {to boljeg me{anja sa ostalim komponentama
nadeva. Kuhinjska so ne sme da sadr`i 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 skladi{tenja, ne
dolazi do promena. Mlevena suva, ljuta i slatka, paprika, pri 18oC mo`e da se ~uva
12 meseci, a beli luk u glavicama, pri +4oC, tako|e, 12 meseci.

Karakteristike nadeva / Characteristics of filling

Koli~inski odnosi osnovnih sirovina, dodataka i za~ina za proizvodnju
sremske kobasice prikazani su u tabeli 3. Kao {to se mo`e 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 posti`u ako je temperatura nadeva u granicama od 0 do -5oC, {to za-
visi od toga da li je upotrebljeno ohla|eno, delimi~no smrznuto ili smrznuto meso.
Ako se koristi smrznuto masno tkivo, onda se mora koristiti ohla|eno meso, da bi
se obezbedila temperatura nadeva od oko -5oC. Ni`a temperatura nadeva ote`a-
va punjenje u prirodne omota~e i mo`e uzrokovati pojavu rupa i pukotina u
sadr`aju gotovih proizvoda. pH nadeva ne bi trebalo da bude vi{i od 6,1, a aw ne
ve}i od 0,96. Meso i masno tkivo treba da su homogeno izme{ani, veli~ina ~estica
da se kre}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 te`ina
kobasice /

Dimensions and
weight of sausage

Omota~ /
Wrapper

Sastojci / Contents
Koli~ina /
Quantity
(100 kg)

Du`ina procesa zrenja /
Duration of maturing

process

34-36 mm ø
24 cm du`ina /
24 cm length
300 g te`ina /
300 g weight
(par kobasica) /
(one pair of
sasausages)

prirodan
(svinjsko
tanko
crevo) /
natural
(pork
small
intestine)

– Ohla|eno svinj.meso buta /
– chilled pork, sirloin
– Smrznuto svinj.meso ple}ke /
– frozen pork, shoulder
– Smrznuto ~vrsto masno tkivo /
– frozen solid fatty tissue
– Nitritna so sa 1% {alitre /
– nitrite salt with 1% saltpeter
– [e}er (dekstroza) /
– sugar (dextrose)
– Mlevena ljuta i slatka paprika /
– ground hot and sweet paprika
– Usitnjeni beli luk /
– minced garlic

40.0 kg

35.0 kg

25.0 kg

2.6 kg

0.5 kg

0.6 kg

0.8 kg

Dimljenje – 3 dana na
20oC / Smoking - 3 days
at 20 oC
66% RVV
Zrenje – 21 dan na 12
do 29oC / Maturing - 21
days at 12 to 29 °C
58% - 80% RVV

Pri pripremi nadeva bitan je i redosled komponenti i brzina kretanja
no`a iz zdele kutera. Kada se koristi delimi~no smrznutog ili smrznuto meso, ono
se najpre usitnjava do veli~ine ~estica oko 10 mm, a zatim se dodaje delimi~no
smrznuto masno tkivo. Kada se koristi ohla|eno meso ili delimi~no smrznuto ili
smrznuto masno tkivo, redosled je obrnut. Kuhinjska so, dekstroza i za~ini se do-
daju u usitnjeno meso i masno tkivo na kraju procesa pripreme nadeva, uz nasta-
vak me{anja naredna 2-3 minuta. Pripremljen nadev se, pre punjenja u tanka
creva, usitnjava do veli~ine ~estica oko 3-5 mm, ~ime se dobija kona~ni mozaik
nadeva sa komadi}ima ujedna~ene veli~ine.

Formirani nadev za sremsku kobasicu puni se pod vakumom u pri-
rodne omota~e – svinjska tanka creva, pre~nika 34-36 mm. Omota~i moraju biti
~vrsto napunjeni nadevom da bi se izbegla pojava pukotina ili rupa u sadr`aju ko-
basica. Kobasice se, tokom punjenja, automatski uparuju, pri ~emu se
obezbe|uje du`ina 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 su{enje povr{ine omota~a kobasica, posle
punjenja, obavlja se u klima-komori, u trajanju od 4 sata, pri temperaturi od 18oC,
relativnoj vla`nosti vazduha od 85% i cirkulaciji vazduha od 0,5 m/sec. Dimljenje
sremskih kobasica, tako|e, traje 4 sata, s tim da je vla`nost vazduha 94%, tem-
peratura od 18oC, a cirkulacija od 0,1 m/sec. Fermentacija sremskih kobasica, u
industrijskim uslovima, traje 3 dana, pri temperaturi od 16oC, relativnoj vlazi
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vazduha od 92 do 90% i cirkulaciji vazduha od 0,5 m/sec. Dalje zrenje i su{enje u
trajanju od 18 dana obavlja se pri temperaturi od 14 do 15oC, programiranoj opa-
daju}oj relativnoj vla`nosti vazduha od 90 do 78% i cirkulaciji vazduha od 0,3 do
0,1 m/sec. U industriji se gotove sremske kobasice, neupakovane, najdu`e
skladi{te do 3 dana, pri ~emu se obezbe|uje temperatura od 10oC i relativna
vla`nost vazduha od 85%, da bi se smanjilo dalje isu{ivanje 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 proizvodnji, neophodno je definisati i tokom proizvodnje
zadovoljiti odre|ene kriterijume, po~ev od kvaliteta osnovnih sirovina, postupka
izrade, pa do kvaliteta, samog, gotovog proizvoda. Drugim re~ima, neophodno je
postaviti minimalne, ali obavezne, tehnolo{ke zahteve radi dobijanja proizvoda
po`eljnih i ujedna~enih fizi~ko-hemijskih i senzorskih svojstava.

Sremska kobasica, kao fermentisani proizvod od mesa, mo`e na kraju
procesa zrenja sadr`avati 25-30% vode, mada su utvr|ene koli~ine i ispod 20%,
pri ~emu je proizvod i dalje imao prose~no dobra svojstva. Ovakav, relativno nizak
procenat vode uslovljen je uskim promerom creva (28-36 mm) kao i du`inom
zrenja koje mo`e trajati 2-3 nedelje i vi{e (Turubatovi} i Tadi}, 2004).

Sa stepenom gubitka vode, pove}ava se sadr`aj natrijum-hlorida, pa
je preporu~eni sadr`aj soli kod gotovog proizvoda ispod 4,5%. Promena aw vred-
nosti je u direktnoj korelaciji sa procesom gubitka vlage i treba da je ispod 0,84.
Kada je re~ o kvarljivosti ovakve aw vrednosti ukazuju na mikrobiolo{ku stabilnost
proizvoda, pa je i njihovo ~uvanje na temperaturama ambijenta mogu}e (Coretti,
1971).

Vrednosti pH nadeva gotovog proizvoda je u funkciji procesa zrenja
kobasica i ne treba da bude ni`a od 5,30. Vrednosti pH rezultat su uticaja ve}eg
broja faktora od kojih, svakako, najve}i zna~aj predstavlja koli~ina i vrsta dodatih
{e}era, vrsta mi{i}nog tkiva i sastav nadeva, doma}a, 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 106.

Senzorska svojstva gotovih proizvoda /
Sensory characteristics of finished products

Gotov proizvod se, naj~e{}e, nalazi u parovima koji imaju pravilno for-
mirane krajeve. Prirodni omota~ treba da nale`e ravnomerno uz nadev. Nadev,
koji se sastoji od ujedna~enih usitnjenih komadi}a mesa crvene boje i komadi}a
~vrstog masnog tkiva bele boje, treba da ima svojstvo narezivanja. Na presecima
kobasica ne sme da ima rub su{enja, kao ni {upljina niti pukotina (slika 1). Konzis-
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tencija kobasica mora biti ~vrsta, ali ne i tvrda. Miris treba da je karakteristi~an za
fermentisane proizvode, sa blagom nijansom na dim.
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Slika 1. Sremska kobasica proizvedena na tradicioalan na~in
Figure 1. Sremska sausage produced in traditional way
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STANDARD WORKING PROCEDURES IN PRODUCTION OF TRADITIONALLY

FERMENTED SREMSKA SAUSAGE

Slavica Veskovi} Mora~anin, L. Turubatovi}, M. Ra{eta, S. Stefanovi}, S. Jankovi},

Marija [krinjar

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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STANDARTNÀE RABO^IE PROCEDURÀ V PROIZVODSTVE "SREMSKOY"
TRADICIONNO FERMENTIROVANNOY KOLBASÀ

Slavica Veskovi~ Mora~anin, L. Turubatovi~, M. Ra{eta, S. Stefanovi~,
S. Ânkovi~, MariÔ [krinÔr

IspìtaniÔ provedenì v ramkah Proekta "Tehnologi~eskie i protek-
tivnìe svoystva avtohtnnì {tammov baketeriy molo~noy kislotì, izolirovannìh
iz tradicionnìh fermentirovannìh kolbas i vozmnosti ih primeneniÔ v mÔsnoy
promì{lennosti" (U~Òtnìy nomer:20127), finansirovannogo so storonì Minis-
terstva nauki i tehnologi~eskogo razvitiÔ Respubliki Serbii, dali otvet o hara-
kteristikah ka~estva vhodnogo sìrÝÔ, nazna~ennogo dlÔ proizvodstva "sremskoy"
kolbasì-odnoy iz na{ih samìh znakomìh tradicionno fermentirovannìh kolbas
(vìbor mÔsa, `irovoy tkani, dobavok i priprav), registrirovanì dannìe, svÔ-
zannìe dlÔ postupkov ih obrabotki, utver`denì mikroklimati~eskie usloviÔ
(temperatura, relÔtivnaÔ vla`nostÝ i cirkulÔciÔ vozduha) v te~enie celogo
processa proizvodstva i fermentacii, slovno i prisutstvie i vid mikroorganiz-
mov, v pervuÓ o~eredÝ bakteriy molo~noy kislotì (BMK) nositeley molo~noy fer-
mentacii. Utver`denì va`ney{ie svoystva na~inki, re`imì kop~eniÔ, fermen-
tacii, sozrevaniÔ, su{ki, slovno i parametrì ka~estva i bezopasnosti gotovogo
produkta.

Odnovremenno, opredelenì standartnìe rabo~ie procedurì (SRP)
dlÔ podgotovki mÔsa, `irovoy tkani, formirovanie i napolnenie far{a v obo-
lo~ki, slovno i harakteristiki gotovìh produktov. PrivedÒnnìe SRP-ì nu`nì po-
slu`itÝ kak provodnik mÔsnoy promì{lennosti v processe proizvodstva Ìtoy tra-
dicionnoy fermentirovannoy kolbasì.

KlÓ~evìe slova: sremskaÔ kolbasa, tradicionnìe fermentirovannìe kolbasì,
proizvodstvennìe parametrì, standartnìe rabo~ie procedurì
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UDK 612:54.024

FIZIOLOGIJA SLOBODNIH RADIKALA*

PHYSIOLOGY OF FREE RADICALS

Jelka Stevanovi}, Sun~ica Borozan, S. Jovi}, I. Ignjatovi}**

Slobodni radikali podrazumevaju svaki atom, molekul, jon, grupu
atoma ili molekula sa jednim ili vi{e nesparenih elektrona u spolja{njoj
orbtali. U njih spadaju: azot-oksid (NO•), superoksid anjon radikal
(O2

•–), hidroksilni radikal (OH•), peroksilni radikal (ROO•), alkoksilni ra-
dikal (RO•) i hidroperoksilni radikal (HO2

•–). Me|utim, u reaktivne
kiseoni~ne vrste ubrajamo i komponente bez nesparenih elektrona u
spolja{njoj orbitali (tzv. reaktivni neradikalski agensi), kao {to su: sin-
glet kiseonik (1O2), peroksinitrit (ONOO–), vodonik-peroksid (H2O2), hi-
pohlorasta kiselina (npr. HOCl) i ozon (O3).

Visoke koncentracije slobodnih radikala izazivaju oksidativni stres
koji je preduslov mnogobrojnih patolo{kih efekata. Me|utim, niske i
umerene koncentracije ovih materija, koje nastaju sasvim normalno
tokom metaboli~ke aktivnosti }elije, igraju vi{estuke zna~ajne uloge u
mnogim reakcijama. Neke od njih su: regulacija signalnih puteva unu-
tar }elije i me|u }elijama, uloga hemoatraktanata i aktivatora leukocita,
uloga u fagocitozi, u~e{}e u odr`avanju, promeni polo`aja i oblika
}elije, pomo} }eliji tokom adaptacije i oporavka od o{te}enja (npr. izaz-
vanih fizi~kim radom), uloga u normalnom }elijskom rastu, programira-
noj }elijskoj smrti (apoptozi) i }elijskom starenju, u sintezi esencijalnih
biolo{kih jedinjenja i proizvodnji energije, kao i doprinos regulaciji
vaskularnog tonusa, odnosno vaskularizacije tkiva.

Klju~ne re~i: slobodni radikali, izvori, uloge

Molekulski kiseonik, koji je su{tinski va`an za proizvodnju energije,
jednovalentnom redukcijom, mo`e proizvesti reaktivne me|uproizvode, koji na
kraju daju kratko`ive}e ali hemijski vrlo aktivne slobodne radikale (SR). Pod tim se
podrazumeva svaki atom, molekul, jon, grupa atoma ili molekul sa jednim ili vi{e
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nesparenih elektrona u spolja{njoj orbtali. Premda su im koncentracije relativno
niske (npr. superoksid anjon radikala ima svega 30-300 femtograma/g tkiva) i
imaju vrlo kratak polu`ivot (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. Polu`ivot reaktivnih metabolita (Halliwell i Gutteridge, 1999) /
Table 1. Half-life of reactive metabolites (Halliwell and Gutteridge, 1999)

Simbol /
Symbol

Naziv / Name
Polu`ivot /
Half-life

Radikali /
Radicals

O2•–

HO2•

OH•

RO•

ROO•

NO•

Superoksid anjon radikal /
Superoxide anion radical
Hidroperoksidni radikal /
Hydroperoxide radical
Hidroksilni radikal /
Hydroxyl radical
Alkoksil radikal /
Alcoxyl radical
Peroksil radikal /
Peroxyl radical
Azot-oksid radikal /
Nitrogen-oxide radical

10-20 s

7 s

10-9 s

10-6 s

7 s

5 s

Neradikali /
Non-radicals

H2O2

ROOH

HOCl

RNHCl

Vodonik peroksid /
Hydrogen peroxide
Hidroperoksid /
Hydroperoxide
Hipohlorasta kiselina /
Hypochloric acid
N-hloramin /
N-chloramine

stabilan / stable

minutima stabilan /
minutes-stable

stabilan / stable

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 (O2

•–), hidroksilni radikal (OH•), peroksilni radikal (ROO•), alkoksilni
radikal (RO•) i hidroperoksilni radikal (HO2

•). Osim njih, u reaktivne kiseoni~ne
vrste spadaju i reaktivne komponente bez nesparenih elektrona u spolja{njoj orbi-
tali, tzv. reaktivni neradikalski agenasi (tabela 1), kao {to su: singlet kiseonik (1O2),
peroksinitrit (ONOO–), vodonik-peroksid (H2O2), hipohlorasta kiselina (HOCl) i
ozon – O3 (Halliwell i sar., 1991; Halliwell i Gutteridge, 1999).

Iako 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 spolja{njoj orbitali te`i 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 ~itavog niza radikala koji su tako|e veoma toksi~ni, {to zna~i da "ra-
dikali ra|aju radikale" (Cheeseman i Slater, 1993; Close i sar., 2005). Primarni
}elijski slobodni radikali, superoksid anjon radikal (O2

•–) i azot-oksid (NO•), vrlo
su reaktivni i brzo mogu da proizvedu seriju novih slobodnih radikala. Tako, na
primer, superoksid-dismutaza (SOD) omogu}ava brzo razlaganje superoksid an-
jon radikala i nastanak vodonik-peroksida (H2O2), koji je neradikalski agens, ali
koji reaguju}i sa Fe2+ (shema 1) prelazi u vrlo mo}an hidroksilni radikal (OH•).
Osim toga, superoksid anjon radikal i azot-oksid me|usobno brzo reaguju, formi-
raju}i peroksinitrit a potom i ostale reaktivne azotne vrste.

Iako je ve}ina slobodnih radikala nestabilna, ne mo`e se re}i da su
ba{ svi nestabilni: tako su superoksid anjon radikal (O2

•–) i hidroksi lradikal (OH•)
sposobni da postoje i nezavisno (Halliwell i Gutteridge, 1999; Halliwell i sar.,
1991). Zato se mo`e re}i da stepen reaktivnosti SR zavisi od vrste prisutnih
radikala i onoga sa ~im on mo`e da reaguje. Me|utim, ako radikal nai|e na drugi
radikal, reakcija ulazi u zavr{nu fazu, tj. oni gube svojstva radikala. To ne zna~i da
vi{e ne predstavljaju opasnost po }eliju, jer u prisustvu metala sa promenljivom
valencom (gvo`|e i bakar), kao {to je ve} izneto, stvaraju nove, vrlo mo}ne radi-
kale ili jone koji uti~u na strukturu njenih biomakromolekula i o{te}uju }eliju.

Proizvodnja slobodnih radikala / Production of free radicals

Proizvodnju slobodnih radikala podsti~u egzogeni i endogeni oksi-
dansi kojima je organizam konstantno izlo`en. Egzogeni oksidansi su: ozon,
smog, jonizuju}e zra~enje (Borozan i sar., 2004), vi{ak jona prelaznih metala (Hal-
liwell i Gutteridge, 1999; Bo`i} i sar., 2003; 2003a; Ga|anski-Omerovi} i sar., 2003;
Aleksi} i sar., 2004; 2004a; Bo`i} i sar., 2004; Stevanovi} i sar., 2005; Jovi} i sar.,
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Diagram 1. Inactivation of certain free radicals



2009), metabolizam toksi~nih jedinjenja i lekova, ksenobiotici, vi{ak kiseonika,
odnosno njegova pove}ana koncentracija i sl. (Ivanovi} 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; Stevanovi} i sar., 2010). Tako, na
primer, ozon izaziva plu}ni oksidativni stres kod konja (Deaton i sar., 2005).

Endogeni izvori RONS su }elije razli~itih tkiva (Halliwell i Gutteridge,
1999; Bo`i} i sar., 2003; 2003a; Radovanovi} i sar., 2004). Prete`no nastaju u nji-
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, kataliti~ke reakcije odgovaraju}ih enzima (npr. endotelne
ksantin-oksidaze i NO-sintaza) i pove}ana fagocitna aktivnost na mestu o{te}enja
tkiva. Me|utim, slobodni radikali nastaju i tokom metabolizma arahidonske kise-
line, odnosno sinteze eikosanoida u peroksizomima (delovanjem ciklooksige-
naze, lipoksigenaze i citohroma P-450), prilikom osloba|anja hem proteina (ugla-
vnom iz hemoglobina i mioglobina), usled smanjenja za{titnog 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 gvo`|e 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 mo`e prevesti u superoksid-anjonradikal (O2

•–). Ovaj na~in proizvodnje
ROS je posebno va`an tokom fizi~ke aktivnosti, jer se tada koristi preko 40 puta
vi{e 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 fiziolo{ki
proizvode oksidanse (npr. ksantin-oksidaze endotelnih }elija, membranske oksi-
daze i NO-sintaze). Tre}i po zna~aju 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; Bo`i} 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 potro{nje kiseonika osloba|a singlet kiseonika – 1O2 (Kehrer, 1993).

Uloge reaktivnih kiseoni~nih vrsta / Roles of reactive oxygen types

Kada su otkriveni, slobodni radikali su smatrani vrlo {tetnim, ali se
poslednjih dvadesetak godina sve vi{e govori i o 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 patolo{kih efekata, niske i
umerene koncentracije ovih materija, koje nastaju sasvim normalno tokom meta-
boli~ke aktivnosti }elije, igraju vi{estruke zna~ajne uloge u mnogim reakcijama.
Neke od njih su: regulacija signalnih puteva unutar }elije i me|u }elijama, uloga
hemoatraktanata i aktivatora leukocita, uloga u fagocitozi, zatim u~e{}e u
odr`avanju, promeni polo`aja i oblika }elije, pomo} }eliji tokom adaptacije i opo-
ravka od o{te}enja (npr. izazvanih fizi~kim radom), uloga u normalnom }elijskom
rastu, programiranoj }elijskoj smrti (apoptozi) i }elijskom starenju, u sintezi esen-
cijalnih biolo{kih jedinjenja i proizvodnji energije, kao i doprinos regulaciji vasku-
larnog tonusa, odnosno vaskularizacije tkiva.

Uloga u regulaciji signalnih puteva unutar }elije podrazumeva, na
primer, oksidaciju rianodinskih receptora, kojom superoksid-anjonradikal pod-
sti~e osloba|anje Ca2+ iz depoa u sarkoplazmatskom retikulumu skeletno-
mi{i}nih }elija i na taj na~in modulira snagu voljnih mi{i}nih kontrakcija (Stamler i
Meissner, 2001). Osim toga, i azot-oksid (NO), koga proizvode skeletni mi{i}i, ima
ulogu endogenog modulatora njihove kontraktilnosti. Naime, interakcijom sa ri-
anodinskim receptorima ili posredstvom cGM, ovaj slobodni radikal tako|e
modulira osloba|anje Ca2+ iz sarkoplazmati~nog retikuluma (Eu i sar., 2000),
tako da i on menja razdra`ljivost i kontraktilnost skeletnih mi{i}a (Stamler i Meiss-
ner, 2001; Reid i Durham, 2002). Uz to, azot-oksid u~estvuje u me|u}elijskoj sig-
nalizaciji i na druge na~ine. 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).
U~estvuje i u regulaciji angiogeneze (Ziche i Morbidelli, 2000), kontroli peristaltike
(Burnett, 1995), regulaciji reproduktivnih funkcija (Thaler i Epel, 2003), zarastanju
povr{inskih 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 osloba|anjem ili aktiva-
cijom sekundarnih inflamatornih medijatora. Dosada{nje studije pokazuju da re-
ceptori za vezivanje brojnih peptidnih faktora rasta stimuli{u produkciju ROS, kao
i da je oksidativni prasak fagocita potreban za odre|eni aspekt signalizacije
(Finkel i Halbrook, 2000; Droge, 2002). U tom smislu je potvr|ena 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 - TNF� i interleukin 1ß - IL-1ß (Finkel, 2003). Dalji do-
kaz veze izme|u nastanka ROS i prenosa signala pru`a podatak da TRAF4, koji je
sastavni deo TNF, prenosi signal tako {to se vezuje direktno za komponentu kom-
pleksa NADPH-oksidaza (Finkel, 2003).
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Budu}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; Bo`i} i
sar., 2003; 2003a; 2004; Radivojevi} i sar., 2004). Razarenje tkiva pomo}u slobod-
nih radikala, posebno sa hidroksilnim radikalom (OH•), stimuli{e antimikrobnu
aktivnost fagocitnih }elija za vreme respiratornog praska (Movat, 1985; Kehrer,
1993; Bo`i} i sar., 2003; 2003a; 2004). Za odbranu doma}ina je posebno va`na
sposobnost neutrofilnih granulocita za produkciju ROS i njihovu specifi~nu upo-
trebu u borbi protiv mikroorganizama (Smith, 1997; Close i sar., 2005). Naime, leu-
kociti proizvode slobodne kiseoni~ne radikale tokom fagocitoze. Respiratorni
prasak otpo~inje 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 generi{e 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 (O2

•–), hidroksilni radikal (OH–), hipohlorastu kiselinu
(HOCl), vodonik-peroksid (H2O2) i singletni kiseonik (1O2). 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) omogu}ava nastanak hipohloraste kiseline –
HOCl, i hidroksilnog radikala – OH• (Halliwell i Gutteridge, 1999; Yanaka i sar.,
1997; Bo`i} i sar., 2003). Njihova proizvodnja je neophodna, zato {to omogu}a-
vaju uni{tavanje materije unete u fagozome. Ovo posti`u tako {to oksidaciom
inaktivi{u membranske lipide, najrazli~itije 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-
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Shema 2. Proizvodnja superoksid anjon radikala (O2
•-), vodonik peroksida (H2O2), singlet-

nog kiseonika (1O2), hidroksilnog radikala (OH.) i hipohloraste kiseline (HOCl) u neu-
trofilnim granulocitima tokom oksidativnog praska /

Diagram 2. Production of superoxide-anion radicals (O2
.-), hydrogen peroxide (H2O2), singlet oxygen (1O2), hy-

droxyl radical (OH.) and hypochloric acid (HOCl) in neutrophil ganulocytes during oxidative burst



gu}avaju destrukciju i uklanjanje na primer bakterijskih membranskih lipida (Mon-
cado i Higgs, 1993; Close i sar., 2005). Kona~no, proizvedeni slobodni radikali,
svaki na svoj na~in, doprinesu liziranju bakterijskih }elija u roku od 30 do 60 mi-
nuta, naravno, uz veliki utro{ak kiseonika. Zato se kiseoni~ni radikali i druge
toksi~ne vrste, proizvedene od strane NADPH-oksidaze i MPO, smatraju direktno
odgovornim za uni{tavanje mikroorganizama. Me|utim, moramo da istaknemo
da oni nisu dovoljni za uni{tavanje bakterija, ve} je za to najva`nije osloba|anje
neutrofilnih proteaza (Reeves i sar., 2002; Finkel, 2003).

Osim slobodnih radikala koje dobijaju zahvaljuju}u aktivnosti NADPH-
oksidaza i mijeloperoksidaza, makrofagi proizvode i citoliti~ni azot-oksid koga
koriste za uni{tavanje, ne samo bakterija, nego i malignih i tumorskih }elija
sopstvenog organizma. Iako sam nije jako toksi~an, fagocitni azot-oksid je jako
va`an jer reaguje sa vodonik-peroksidom ili superoksidnim anjonom i tako omo-
gu}ava proizvodnju jako toksi~nog peroksinitritnog radikala (ONOO-) i azot(IV)-
oksid radikala (NO2

•) koji ubijaju bakterije, gljivice, helminte i tumorske }elije.
Doprinos ROS koji nastaju u fagocitima nije samo u degradacija pato-

gena i o{te}enih }elija sopstvenih tkiva, nego i u tome {to aktivirani fagociti
osloba|aju 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; Stevanovi}. i sar., 2010; Jovi} i sar., 2010), i kako bi razvili inflama-
torni odgovor, kojim otpo~inje osloba|anje 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 fiziolo{kih uloga slobodnih radikala treba ista}i u~e{}e u in-
tegrinima posredovanom, odr`avanju, promeni polo`aja i oblika }elija. Osim toga,
stimulacijom transkripcionih faktora (HSP1, NFnB i dr.), slobodni radikali kon-
troli{u gensku ekspresiju i tako podsti~u sintezu proteina i normalan rast }elija.

Neosporno je da slobodni radikali poma`u adaptaciju i oporavak tkiva
posle o{te}enja na vi{e na~ina. Naime, podsti~u o{te}ene }elije da u|u u pro-
gramiranu }elijsku smrt – apoptozu (Kim i sar., 2001; Stevanovi} i sar., 2002; Ra-
dovanovi} i sar., 2004), a tako|e indukuju privla~enje leukocita u o{te}eno tkivo,
aktiviraju ih i, kao {to je ve} opisano, zna~ajno u~estvuju u njihovoj fagocitnoj
ulozi. Na taj na~in, slobodni radikali potpoma`u uklanjanje o{te}enih }elija iz tkiva
i tako ubrzavaju njihov oporavak. Ako tome dodamo i ulogu slobodnih radikala u
podsticaju sinteze nekih biolo{ki 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 o{te}enih }elija do nji-
hove zamene novim. Me|utim, ovde se mora ista}i da, osim u uklanjanju o{te}e-
nih }elija, slobodni radikali u~estvuju i u }elijskom starenju.

Slobodni radikali su uklju~eni i u proizvodnji 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 mno{tvo navedenih, potpuno fiziolo{kih i veoma
korisnih delovanja najrazli~itijih slobodnih radikala, jasno je da su oni neophodni
za `ivot i opstanak, ali naravno, samo kada se sinteti{u u normalnim koli~ina, jer
~im njihova sinteza prevazi|e kapacitet tzv. antioksidativne odbrane organizma
dolazi do oksidativnog stresa. On se manifestuje najrazli~itijim o{te}enjima bio-
molekula (proteina, DNK, lipida i ugljenih hidrata) i, shodno tome, vodi u seriju
poreme}aja funkcija razli~itih }elija, tkiva, pa i kompletnog organizma (Borozan i
sar., 2002; 2009).

Doskora{nja shvatanja da su slobodni radikali {tetni agensi, zato {to
izazivaju oksidativni stres, koji je preduslov mnogobrojnih patolo{kih 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 vi{estruki zna~aj u mnogim reakcijama. Naime, dokazano
je da slobodni radikali u~estvuju u regulaciji signalnih puteva unutar }elije i me|u
}elijama, indukciji hemotakse, aktiviranju leukocita, u fagocitozi, u odr`avanju,
promeni polo`aja i oblika }elije, poma`u }eliji tokom adaptacije i oporavka od
o{te}enja, doprinose normalnom }elijskom rastu, u~estvuju u programiranoj
}elijskoj smrti (apoptozi) i }elijskom starenju, u sintezi esencijalnih biolo{kih jedi-
njenja i proizvodnji energije, doprinose regulaciji vaskularnog tonusa, odnosno
vaskularizacije tkiva i dr.
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Rezultati rada su deo nau~no istra`iva~kog projekta u oblasti osnovnih istra`ivanja, evidencioni broj
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PHYSIOLOGY OF FREE RADICALS

Jelka Stevanovi}, Sun~ica Borozan, S Jovi}, I 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 (O2

•–), hydroxyl radical (OH•), peroxyl radical
(ROO•), alcoxyl radical (RO•) and hydroperoxyl radical (HO2

•). However, reactive oxygen
species also include components without non-paired electrons in outer orbital (so-called
reactive non-radical agents), such as: singlet oxygen (1O2), peroxynitrite (ONOO–),
hydrogen-peroxide (H2O2), hypochloric acid (eg. HOCl) and ozone (O3).

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

FIZIOLOGIÂ SVOBODNÀH RADIKALOV

Elka Stevanovi~, Sun~ica Borozan, S. Yovi~, I. IgnÔtovi~

Svobodnìe radikalì podrazumevaÓt ka`dìy atom, molekul, ion, grup-
pu atomov ili molekul s odnim ili bôlÝ{e nesparennìh Ìelektronov vo vne{nem
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kruge. K nim otnosÔtsÔ: azot-oksid (NO�), superoksid-anion-radikal (O2
� –), gidrok-

silÝnìy radikal (ON�), peroksilÝnìy radikal (ROO�), alÝkoksilÝnìy radikal
(RO�) i gidroperoksilÝnìy radikal (NO2

�). Me`du tem, v reaktivnìe kislorodnìe
vidì vklÓ~aem v ~islo i komponentì bez nesparennìh Ìlektronov vo vne{ney
sfere deystviÔ (tak nazìvaemìe reaktivnìe neradikalÝnìe agentì), kak sutÝ:
singlet (odino~nìy) kislorod (1O2), peroksinitrit (ONOO�), vodorod-peroksid
(N2O2), gipohloristaÔ kislota (naprimer HOCl) i ozon (O3).

Vìsokie koncentracii svobodnìh radikalov vedut v razvitie okis-
litelÝnogo stressa, kotorìy predvaritelÝnoe uslovie mnogo~islennìh patolo-
gi~eskih Ìffektov. Me`du tem, nizkie i umerennìe koncentracii Ìtih veçestv,
voznikaÓçie sovsem normalÝno v te~enie metaboli~eskoy aktivnosti kletki,
igraÓt mnogoslo`nìe zna~itelÝnìe roli v mnogih reakciÔh. Nekotorìe iz nih
sutÝ: regulirovka signalÝnìh putey vnutri kletki i me`du kletkami, rolÝ gemoat-
traktantov i aktivatorov leykocitov, rolÝ v fagocitoze, u~astie v uder`anii, iz-
menenii polo`eniÔ i formì kletki, pomoçÝ kletke v te~enie adaptacii i po-
pravki ot povre`deniÔ (naprimer vìzvannìh fizi~eskim trudom), rolÝ v nor-
malÝnom kleto~nom roste,programmirovannoy kleto~noy smerti (apoptoze) i kle-
to~nom starenii, v sinteze ÌssencialÝnìh biologi~eskih soedineniy i proizvod-
stve Ìnergii, slovno i vklad regulirovke sosudistogo tonusa, to estÝ sosudistosi
tkani.

KlÓ~evìe slova: svobodnìe radikalì, isto~niki, roli
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POVREDE I POREME]AJI ZDRAVLJA VETERINARA
NEINFEKTIVNE ETIOLOGIJE*

INJURIES AND NONINFECTIVE HEALTH DISORDERS

OF VETERINARIANS

Marijana Vu~ini}**

U stru~noj i nau~noj literaturi nalazi se dosta publikovanih rezul-
tata koji se odnose na razli~itu u~estalost, vrstu i faktore rizika profesio-
nalnih povreda i zdravstvenih poreme}aja veterinara. Veterinarska de-
latnost je rizi~na. Veterinari obavljaju svoju delatnost pod neudobnim i
nesigurnim okolnostima ne samo u sme{tajnim objektima za `ivotinje
ve} i u svojim klinikama, ambulantama i operacionim salama vla`nih i
klizavih podova. Dolaze u najbli`i kontakt sa `ivotinjama usled ~ega
postoji visok rizik da ih `ivotinje povrede. Veterinari ~esto obavljaju za-
hvate koji su za `ivotinju bolni i stresogeni i koji kod `ivotinja pro-
uzrokuju odbrambene reakcije razli~itih oblika kao {to su ugrizi, ritanje,
grebanje i sl. U svom radu, veterinari su izlo`eni uticaju rizi~nih materi-
jala i opreme i mnogim drugim rizicim kao {to su jonizuju}e zra~enje,
onkogeni virusi, o{tri instrumenti, inhalacioni anestetici, pesticidi (in-
sekticidi), prekovremeni rad i profesionalni stresori. Veterinari ~esto
rade sa nepoznatim `ivotinjama, nepoznatim ljudima i zahtevnim klijen-
tima. Sve su to razlozi zbog kojih veterinari nisu samo izlo`eni po-
ve}anom riziku od profesionalnih povreda i bolesti ve} i pove}anom
riziku od smrti usled povreda na radu, saobra}ajnih udesa, malignih
oboljenja i suicida.

Klju~ne re~i: veterinari, povrede, zdravstveni poreme}aji

Kao i kod svih drugih profesija, tako je i kod veterinara prisutan rizik od
pojave odre|enih profesionalnih bolesti1, bolesti u vezi sa radom i povreda na
radu2. Za razliku od zaposlenih u srodnim profesijama, veterinari ~e{}e rade u
neadekvatnim uslovima u prostorijama i sme{tajnim objektima (klizavih podova
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usled nakupljene ne~isto}e u vidu fecesa, urina i drugih izlu~evina `ivotinja,
neravnih podova, u nekomfornim sme{tajnim objekatima za `ivotinje, nedovoljno
osvetljenim, nedovoljno prostranim, uz prisustvo ne~isto}a koje smanjuju trans-
parentnost vazduha i vidljivost, neadekvatnog ve{ta~kog osvetljenja) ili na terenu,
na otvorenom prostoru gde ~esto ne postoje uslovi da se `ivotinja na pravilan
na~in obuzda, imobili{e i pripremi za odre|enu intervenciju. Veterinari su ~esto
prinu|eni da zauzimaju vrlo neudobne i nebezbedne stavove i polo`aje tela pri
klini~kom pregledu ili tretmanu `ivotinja, da podi`u `ivotinje radi obavljanja pre-
gleda kao i da obavljaju preglede i stru~ne zahvate na `ivotinjama koje su usled
poreme}aja zdravstvenog stanja, prisutnog bola i straha sklone ispoljavanju
razli~itih odbrambenih oblika pona{anja (Mosedale, 2009). Pored posebno nepo-
voljnih radnih okolnosti i uslova rada, `elja za socijalnom i profesionalnom afirma-
cijom, veliki broj pacijenata u toku radnog vremena, prekovremeni rad, zahtevi i
o~ekivanja klijenata, motivisanost na zaradu i nedovoljno odmora i sna pred-
stavljaju glavne ~inioce koji doprinose nastanku povreda i mnogih zdravstvenih
poreme}aja veterinara. U svetu su aktuelna istra`ivanja profesionalnih bolesti i
povreda veterinara o ~emu svedo~i 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 pronala`enja najboljih re{enja
radi unapre|enja bezbednosti, zdravlja i op{te dobrobiti veterinara i smanjenja
zdravstvenih rizika pri obavljanju delatnosti vezanih za veterinarsku profesiju.

Povrede veterinara / Injuries of veterinarians

Riziku od povreda posebno su izlo`eni mladi i neiskusni veterinari, ve-
terinari koji rade sa velikim `ivotinjama, "radoholi~ari", stariji veterinari sa uznapre-
dovalim hroni~nim degenerativnim i inflamatornim poreme}ajima mi{i}a, zglobo-
va i kostiju, veterinari skloni da ne koriste posebne kutije za no{enje o{trih instru-
menata i igala kao i veterinari koji rade bez posebne opreme za obuzdavanje i po-
dizanje `ivotinja i oni veterinari koji rade stalno u stati~nom polo`aju. Nedovoljan
odmor i san predstavlja posebnu opasnost jer smanjuje stepen pa`nje. Povrede
usled nedovoljno odmora i sna su ~este kod terenskih veterinara u me{ovitoj
praksi. Poseban rizik od povreda postoji kod veterinara u privatnoj praksi koji su
sami sebi ujedno i poslodavci jer manje pa`nje posve}uju za{titi na radu kao {to
odvajaju i manje sredstava za za{titu od povreda pri radu i uop{te za sopstvenu
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zdravstvenu za{titu i osiguranje (Gabel i Gerberich, 2002; Reijula i sar., 2003). Ve-
terinari koji rade sami izlo`ni su posebnom riziku ne samo usled zamora, ve} i u
slu~ajevima posete nepoznatim klijentima i intervencija na `ivotinjama koje ta-
ko|e ne poznaju (Mosedale, 2009). Posebnu potrebu za uspehom i samodokazi-
vanjem imaju mladi i neiskusni veterinari. Mladi veterinari imaju potrebu da rade
vi{e i br`e, a na ra~un sopstvenog rizika i nepa`nje zarad li~ne promocije, bolje
zarade i samodokazivanja (Smith i sar., 2009a).

Jeyaretnam i Jones (2000) su ustanovili da naj~e{}e povrede veteri-
nara nastaju usled ujeda pasa i ma~aka, grebanja ma~aka i udara ili nagnje~enja
od strane velikih `ivotinja. Istegnu}a, i{~a{enja i povrede ki~menih pr{ljenova
predstavljaju povrede koje se kod veterinara najdu`e le~e, a nastaju ili pri podi-
zanju te{kih `ivotinja ili pri padovima usled klizanja i saplitanja. Gabel i Gerberich
(2002) su prou~avale faktore rizika za nastanak povreda veterinara. Kao glavne
faktore rizika za nastanak povreda veterinara ustanovile su slede}e: postojanje
prethodnih povreda, bavljenje sportom, aktivno pu{enje i prekovremeni rad, od-
nosno no}ni san kra}i od 6 ~asova. Rizik od povreda usled podizanja te{kih `ivoti-
nja raste sa telesnom masom `ivotinja. Du`ina radnog sta`a, odnosno du`e
radno iskustvo smanjuje rizik od nastanka povreda kod veterinara. Nimbarte i
Aghazadeh (2004) su prou~avali povrede veterinara ~ija je klini~ka praksa vezana
za konje, velike `ivotinje, ku}ne ljubimce i onih sa me{ovitom klini~kom praksom.
Ustanovili su da su veterinari koji rade sa malim `ivotinjama, odnosno ku}nim lju-
bimcima, mnogo vi{e izlo`eni opasnosti od povreda nego veterinari koji rade sa
ostalim `ivotinjama. Kod sve ~etiri klase veterinara povrede nastaju usled klizanja,
saplitanja, padova i pri podizanju `ivotinja. I drugi istra`iva~i su potvrdili da pre-
kovremeni rad mo`e biti jedan od glavnih uzroka nastanka povreda kod veteri-
nara (Dembe i sar., 2005). Istra`ivanja profesionalnih povreda kod australijskih
veterinara otkrila su da se 51% veterinara lak{e ili te`e povredi u toku radnog sta`a
kao i da se najmanje 26% veterinara povredi u toku jedne godine (Fritschi i sar.,
2006). U prvoj godini radnog sta`a posle diplomiranja, ~ak 42% veterinara zado-
bilo je povrede od `ivotinja. Najve}i broj veterinara pati od povreda mi{i}a, zglo-
bova i kostiju, a naj~e{}e su povrede koje nanose ku}ni ljubimci ujedanjem i gre-
banjem. Ve}i broj povreda nanetih od ku}nih ljubimaca nastaje kod mladih veteri-
nara mu{kog pola u prvoj godini klini~ke prakse. Ina~e su kolege (57% od 2679
ukupnog broja veterinara sa povredama) vi{e izlo`ene povredama od koleginica
(43% od 2679 ukupnog broja veterinara sa povredama) zaposlenih u klini~koj
praksi, dok su veterinari koji rade sa velikim `ivotinjama (69% povreda) i u klini~koj
praksi me{ovitog tipa (59% povreda) vi{e izlo`ni riziku od nastanka te{kih telesnih
povreda koje }e imati hroni~an karakter od veterinara zaposlenih u klini~koj praksi
sa malim `ivotinjama kod kojih u~estalost povreda iznosi 42%. ^ak je 82% diplo-
miranih veterinara prikazalo povrede zadobijene od ujeda i grebanja ma~aka u
prvoj godini radnog sta`a, dok je 62% veterinara prikazalo povrede nastale uje-
dima i grebanjem pasa u prvoj godini radnog sta`a posle diplomiranja (Fritschi i
sar., 2006). Rezultate obimnijih istra`ivanja profesionalnih telesnih povreda veteri-
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nara u Australiji publikovali su Lucas i sar. (2009a). Prema njihovim istra`ivanjima
najve}i broj telesnih povreda veterinara nastaje na farmama (55%) u toku samog
rada sa velikim `ivotinjama kao {to su klini~ki pregled ili pomeranje `ivotinja.
Povrede naj~e{}e nastaju na rukama veterinara (33%), a zatim na glavi i licu
(15%). U odnosu na vrste povreda, naj~e{}e su otvorene rane (36%), frakture i
dislokacije (27%), a na poslednjem mestu su lak{e povrede mekih tkiva (12%).
Kod veterinara nisu retka ni intrakranijalna o{te}enja (3%) kao {to su prisutni i
slu~ajevi te{kih povreda ekstremiteta koji se zavr{avaju amputacijom (1%).
Naj~e{}i mehanizam nastanka povreda je ujedanjem, udaranjem, gnje~enjem i
grebanjem. U najve}em broju slu~ajeva, povrede nanose goveda (22%), zatim
konji (21%), psi (20%) i ma~ke (8%). ^ak je 55% od ukupnog broja povre|enih
veterinara koristilo odgovaraju}u za{titnu opremu i primenjivalo mere opreza pri
radu sa `ivotinjama. Posle povre|ivanja najve}em broju veterinara ukazana je
pomo} kod lekara op{te 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 te{kih
telesnih povreda veterinara, vi{e od 72% zadobijeno je od `ivotinja, od ~ega su
453 povrede naneli konji (Lucas i sar., 2009b). Slu~ajevi povre|ivanja vezani su za
u{ivanje rana, obradu rana, sondiranje i peroralnu aplikaciju lekova kod konja.
Glava, lice i donji ekstremiteti su naj~e{}a predilekciona mesta povreda zado-
bijenih od konja, a frakture su naj~e{}i tipovi povreda (Lucas i sar., 2009b). Za sva
navedena istra`ivanja karakteristi~no je da je ve}ina povre|enih veterinara pri-
menjivala mere opreza pri radu sa `ivotinjama. Me|utim, Fairnie (2010) navodi da
ve}ina te{kih telesnih povreda veterinara zadobijenih pri radu sa velikim `ivotinja-
ma nastaje usled neadekvatnih radnih uslova u sme{tajnim objektima za `ivotinje
kao i usled nedostatka opreme za obuzdavanje `ivotinja. Tako|e, Fairnie (2010) je
izvr{ila i tipizaciju te{kih telesnih povreda australijskih veterinara. Od te{kih tele-
snih povreda koje nanose konji naj~e{}e su frakture lobanjskih kostiju. Pri radu sa
govedima, naj~e{}e su frakture kostiju donjih ekstremiteta. Ve}ina povreda re-
petitivnog karaktera nastaje pri manuelnoj dijagnostici graviditeta kod kobila,
krava i junica, dok lak{e ili te`e rane tipa posekotina nastaju pri poro|aju velikih
`ivotinja usled kori{~enja porodiljskih kuka i razli~itih vrsta se~iva. Kod veterinara
koji rade sa velikim `ivotinjama povrede i deformacije ki~menih pr{ljenova su ~es-
ta pojava, dok su kod veterinara u klini~koj praksi sa malim `ivotinjama naj~e}i
ujedi zadobijeni od pasa i ma~aka.

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 naj~e{}e kod veterinarki (82,6%),
u klini~koj praksi me{ovitog tipa (86,6%) i klini~koj praksi sa malim `ivotinjama
(83,6%), kod manje iskusnih kolega, odnosno kod veterinara sa radnim sta`om
kra}im od 5 godina (89,9%), kod prezaposlenih veterinara sa aktivnim radom u
toku jedne nedelje izme|u 30 i 50 ~asova (80,1%) i prekovremenog rada, od-
nosno kod veterinara ~ija je radna nedelja du`a od 50 ~asova (75,8%) i koji imaju
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vi{e od 50 pacijenata u toku radne nedelje (86,6%). Istra`ivanjima sprovedenim u
Australiji (Leggat i sar., 2009) ustanovljeno je da je najve}i broj povreda nanet in-
jekcionim iglama (63,7%), zatim iglama za u{ivanje (50,6%) i o{tricom skalpela
(34,8%). Povrede o{trim medicinskim priborom i instrumentima nisu retke ni kod
veterinara sa radnim sta`om du`im od 20 godina, tako da je njihova u~estalost
66,9%.

Detaljna ispitivanja u~estalosti i razloga uboda iglama veterinara spro-
vedena su me|u kanadskim veterinarima. Ispitivanjima sprovedenim u Kanadi us-
tanovljeno je da se od 226 veterinarskih radnika njih 210 (93%) u toku radnog
sta`a 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 razli~ite vrste izlo`enosti opasnim materijalima (krv `ivotinja, hemo-
terapeutici, prostanglandin, drugi lekovi i biolo{ki preparati). Najve}i broj veteri-
narskih radnika povredio se iglama 2 do 5 puta (47%) u toku radnog sta`a.
Najmanji broj veterinarskih radnika (5,3%) povredio se iglama u toku radnog sta`a
samo jednom. Kao razloge za povrede iglama od 226 veterinara ~ak je 113 (50%)
navelo `urbu pri radu, odnosno preoptere}enost poslom. Neodgovaraju}e ruko-
vanje iglama na{lo se kao razlog na drugom mestu (61 veterinar, 27%). Na tre}em
mestu za ubode veterinara iglama navodi se neodgovaraju}e obuzdavanje `ivoti-
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).

Istra`ivanjima sprovedenim u Nema~koj (Nienhaus i sar., 2005) usta-
novljeno je da najve}i broj povreda veterinara (87,7%) nastaje ipak povre|ivanjem
od strane `ivotinja (66%) kako pri radu sa malim (69,6%), tako i pri radu sa velikim
`ivotinjama (64,4%). U odnosu na mesto nastanka, najve}i broj povreda pri radu
sa velikim `ivotinjama nastaje u sme{tajnim objektima za `ivotinje (90,5%), dok pri
radu sa malim `ivotinjama nastaje u samim ambulantama i klinikama (84,2%). Na
drugom mestu po zastupljenosti kod nema~kih veterinara su povrede koje nas-
taju usled klizanja, saplitanja i padova (49%), a tek na tre}em mestu su povrede
nanete veterinarskom opremom i priborom (26%). Najve}i broj veterinara u Ne-
ma~koj koji rade sa malim `ivotinjama povrede ma~ke (42,9%), dok veterinare koji
rade sa velikim `ivotinjama naj~e{}e povrede konji (35,4%). Nema~ke veterinare
u maloj praksi, psi povrede u 31,3% slu~ajeva, a veterinare koji rade sa velikim `i-
votinjama goveda povrede u 29, 2% slu~ajeva. Najve}i broj povreda veterinara u
Nema~koj predstavljaju posekotine, ugrizne rane i ogrebotine (59,7%). Posle njih
su najvi{e zastupljena neznatna telesna o{te}enja koja su potpuno izle~iva. Za
njima slede distorzije, luksacije i rupture. Re|e su frakture, akceleracione traume
ki~menog stuba, te{ka telesna o{te}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 istra`ivanja iz razli~itih delova sveta potvr|uju da su kod ve-
terinara naj~e{}e povrede koje nanose same `ivotinje (72%) i to goveda (72%),

113

Vet. glasnik 65 (1-2) 109 - 121 (2011) Marijana Vu~ini}: Povrede i poreme}aji zdravlja
veterinara neinfektivne etiologije



ma~ke (25%) i psi (23%), a da zatim slede povrede nanete iglama i o{trim instru-
mentima (15%) i na kraju povrede koje nanose ptice (13%). Okolnost pod kojima
povrede naj~e{}e nastaju predstavlja vakcinacija `ivotinja (25%), a ~esto rizik za
povrede ne predstavlja niti pol, niti starost, niti iskustvo veterinara. Povrede gornjih
ekstremiteta (28%) su naj~e{}e (Kabuusu i sar., 2010). Tako|e, veterinari su
izlo`eni visokom riziku od povreda nastalih u saobra}ajnim 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 `ivotinjama ili praksi
me{ovitog 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 vi{e
od 200 km puta (Fritschi i sar., 2008).

Veterinarska profesija i stres / Veterinary profession and stress

Izvori stresa za veterinare su tako|e mnogobrojni. Istra`ivanjima spro-
vedenim na Novom Zelandu (Gardner i Hini, 2006) do{lo se do podataka koji uka-
zuju na to da su `ene u veterinarskoj praksi sklonije stresu i depresijama od
mu{karaca. Ovim poreme}ajima su vi{e skloni i veterinari koji rade sa malim `ivo-
tinjama i veteranari u me{ovitoj praksi. Tako|e, stresu su vi{e 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 usavr{avanjem i sticanjem novih znanja i
ve{tina, zatim me|uljudski odnosi, finansijski problemi i visoki standardi koje vet-
erinari postavljaju sami sebi (Gardner i Hini, 2006).

Istra`ivanjima sprovedenim u Australiji do{lo 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 godi{nji odmor, veliki broj pacijenata i kratak vremenski
period izme|u prijema pacijenata, nerazumevanje i nedovoljno vrednovanje vete-
rinarske profesije od strane javnosti i nedovoljno vremena za pregled ili tretman
po pacijentu. ^inioci 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
tu`bi klijenata, strah od mogu}nosti da ih `ivotinje povrede i privremeno ili trajno
onesposobe za rad i strah od zoonoza. U ~etvrtoj grupi stresora su kolegijalni od-
nosi, kolegijalna nesloga i nerazumevanje.

Istra`ivanja sprovedena u populaciji veterinara u Nema~koj otkrivaju
da su veterinari koji se bave klini~kom 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 vi{e 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 prou~avali vezu izme|u muskuloskeletnih
poreme}aja 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 poreme}ja u predelu ni`ih delova ki~menog stuba, 57% veterinara od
muskuloskeletnih problema u predelu vratne ki~me, 52% veterinara u predelu ra-
menog pojasa, a 34% veterinara u predelu gornjeg dela ki~menog stuba. Ovi is-
tra`iva~i su utvrdili statisti~ki zna~ajnu vezu izme|u psihosocijalnih stresora i
muskuloskeletnih poreme}aja. Kao najzna~ajnije psihosocijalne stresore koji do-
vode do muskuloskeletnih poreme}aja navode ote`avaju}e okolnosti pod kojima
rade, nedostatak vremena za pru`anje usluga svim klijentima i pacijentima,
zahteve i o~ekivanja klijenata, lo{a reputacija veterinarske profesije u javnosti,
nerazumevanje od strane kolega, porodice, roditelja i nedovoljno vremena za od-
mor.

Suicid je kod veterinara ~etiri puta ~e{}i nego u op{toj populaciji
gra|ana, a dva puta ~e{}i nego kod farmera, farmaceuta, lekara i zubara. Ova
sklonost ka suicidu mo`e da se objasni dostupno{}u lekova, socijalnom i profe-
sionalnom izolacijom, eutanazijom (kao jedinim mogu}im re{enjem za pojedine
neizle~ive klini~ke slu~ajeve kod `ivotinje), rastom zahteva i o~ekivanja klijenata u
odnosu na vreme i kvalitet pru`anja veterinarskih usluga i finansijskim pritiskom
(Bartram i Baldwin, 2008). Da je suicid ~est kod veterinara i da je ~e{}i nego kod
lekara i stomatologa potvrdila su i istra`ivanja 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 slu~aja smrti veterinara, 35 slu~ajeva 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 skon~alo usled suicida. Od ukupno 972 analizirana smrtna slu~aja 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 ~esto obavljaju eutanaziju `ivotinja kao {to su
veterinari koji rade u klini~koj praksi sa ku}nim ljubimcima, u hirur{kim salama, sa
oglednim `ivotinjama i u prihvatili{tima za nezbrinute i napu{tene `ivotinje (Rohlf i
Bennett, 2005). Utvr|eno je da profesionalni pristup eutanaziji `ivotinja nije glavni
razlog traumatskog stresa veterinara, ve} da su to pre socijalni ~inioci kao {to je
negativna kritika i lo{e vrednovanje rada veterinara koji obavljaju eutanaziju `ivoti-
nja, odnosno nerazumevanje gra|ana za potrebu obavljanja eutanazije. Jedan od
uzroka stresa, koji navode veterinari, predstavlja i strah od provala u veterinarske
klinike i ambulante i kra|a lekova kao i iskustva sa ovim situacijama (Phillips i sar.,
2000). Anksioznost i depresija su ~esti poreme}ji 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 mogu}e interakcije razli~itih predisponi-
raju}ih faktora kao {to su: individualne karakteristike, prethodno ste~ena 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 poslu`e samoubistvu i stid od
mentalnih poreme}aja. Prema podacima koje iznosi Mellanby (2005) u populaciji
od 45445 samoubica mu{kog pola, u periodu od 1982. do 1996. godine, u Engle-
skoj i Velsu, 20% je izvr{ilo samoubistvo trovanjem ~vrstim ili te~nim supstan-
cama, 27% trovanjem gasovima i parom, 27% ve{anjem, 6% davljenjem, 5% va-
trenim oru`jem, a 16% na neki drugi na~in. U istom periodu registrovano je 38
smrtnih slu~ajeva veterinara usled suicida, od ~ega se 76% ubilo trovanjem
~vrstim ili te~nim supstancama, 3% gasovima i parom, 5% ve{anjem i 16% va-
trenim oru`jem. U ukupnoj populaciji od 14082 samoubice `enskog pola, u istom
vremenskom periodu, od 1982. do 1996. godine, u Engleskoj i Velsu, 46% `ena se
ubilo trovanjem ~vrstim ili te~nim supstancama, 10% se otrovlo gasovima i parom,
17% ve{anjem, 9% davljenjem i 19% na neki drugi na~in. 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~e{}e izvr{e samoubistvo
trovanjem ili vatrenim oru`jem. U pojedinim studijama prikazano je da se ~ak
100% veterinara ubije trovanjem (Platt i sar., 2010). Zato je veterinarska profesija
na prvom mestu po slu~ajevima samoubistava izvr{enih trovanjem, posle koje
sledi farmacija sa 61% slu~ajeva samoubistava izvr{enih trovanjem i lekarska pro-
fesija sa 50% slu~ajeva samoubistava me|u lekarima mu{kog pola izvr{enih
trovanjem ~vrstim ili te~nim supstancama (Mellanby, 2005).

Maligna oboljenja veterinara / Malignant diseases of veterinarians

U toku svog radnog sta`a veterinari ~esto dolaze u kontakt sa joni-
zuju}im zra~enjem, anesteticima, pesticidima, a posebno insekticidima, odnosno
antiektoparaziticima i onkogenim virusima (Kinlen, 1983; Olsen i sar., 1986;
Fritschi, 2000; Truyen i Löchelt, 2006). Pored veterinara, posebno onih ~ija je u`a
specijalnost dermatologija, riziku od antiektoparazitika posebno su izlo`ene oso-
be koje se bave odr`avanjem higijene dlake ku}nih ljubimaca (Fritschi, 2000). Za
maligna oboljenja ko`e rizik predstavlja i terenski rad veterinara zbog ~este iz-
lo`enosti sun~evim zracima (Travier i sar., 2003). Blair i Hayes (1980) su publiko-
vali rezultate istra`ivanja 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~e{}i uzrok smrti bile leukemije, Hodgkin limfom, kancer mozga i ko`e.
Rezultate do kojih su do{li su potvrdili ne{to obimnijim istra`ivanjima, 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-
fati~nog i hematopoeti~nog sistema, kolona, mozga i ko`e ponovo su se ispoljila
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kao glavni uzrok smrti veterinara. Ovi istra`iva~i 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. Saobra}ajni 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 `drela, 294 veterinara od raka ostalih organa digestiv-
nog sistema, od kojih je ~ak 111 veterinara bolovalo od raka kolona. Od raka
plu}a, bronhija i du{nika 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). Me|utim, Kinlen
(1983) je publikovao rezultate istra`ivanja uzroka smrti veterinara u Engleskoj i
Velsu. Ovim istra`ivanjima je potvr|eno da je suicid jedan od zna~ajnih uzroka
smrti veterinara u Engleskoj i Velsu, ali je opovrgnuto mi{ljenje 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),
saobra}ajnih udesa (53 uzroka smrti) ili drugih uzroka (51 slu~aj). U ispitivanom
uzorku od kancera su umrla 162 veterinara, od kojih najve}i broj od raka plu}a (56
smtnih slu~ajeva) i `eluca (16 smrtnih slu~ajeva). Istovremeno, Kinlen (1983) po-
bija i hipotezu da je ekspozicija veterinara onkogenim virusima glavni uzrok obo-
ljevanja i smrti usled malignih bolesti, kako su to prethodnim istra`ivanjima
poku{ali da doka`u ameri~ki istra`iva~i (Blair i Hayes, 1980; 1982).

Miller i Beaumont (1995) su prou~avali uzroke smrti veterinara u Kali-
forniji umrlih u periodu od 1960. do 1992. godine. Ustanovili su da je zna~ajan
uzrok smrti suicid. Standardizovana proporcionalna smrtnost za maligni mela-
nom ko`e 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 vi{e godina, naj~e{}i
uzrok smrti bio je maligni melanom ko`e i reumatska bolest srca. Rak kolona kao
uzrok smrti ustanovljen je kod veterinara sa radnim sta`om du`im od 30 godina.
Svec i sar. (2005) su doveli u vezu rizik od profesionalnog kontakta sa `ivotinjama
sa oboljevanjem od neoplazija limfohematopoeti~nih organa. Dokazali su da su
non-Hodgkin limfom, Hodgkin limfom, multipli mijelom i leukemije u~estalije kod
osoba ~ija je profesija vezana za direktan kontakt sa `ivotinjama. Travier i sar.
(2003) su u populaciji {vedskih veterinara ustanovili pove}an rizik od melanoma
ko`e (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 istra`iva~i kao faktore rizika za ma-
ligna oboljenja veterinara navode upravo izlo`enost onkogenim virusima,
sun~evom, jonizuju}em zra~enju i anesteticima.

Cilj ovog rada bio je da uka`e na naj~e{}e povrede i zdravstvene
poreme}aje veterinara i da skrene pa`nju na potencijalne faktore rizika za njihov
nastanak. Stoga, nije neophodno iznositi zaklju~ke u vidu rezimea svakog poglav-
lja ovog rada ve} je potrebno ukazati na neophodnost edukacije veterinara u
oblasti bezbednosti na radu, na zna~aj poznavanja i primene mera opreza i za{tite
na radu, na obavezu da prijave uo~ene opasnosti i rizike na radnom mestu ali i
prava da odbiju rad u neodgovaraju}im i nebezbednim uslovima. Kolegijalnost i
razmena iskustava me|u veterinarima u svim oblastima veterinarske profesije
predstavljaju jednu od najboljih mera koje mogu da doprinesu boljoj radnoj
bezbednosti veterinara i radu sa vi{e zadovoljstva, a manje stresa, povreda i
bolesti.
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INJURIES AND NONINFECTIVE HEALTH DISORDERS OF VETERINARIANS

Marijana Vu~ini}

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

POVRE@DENIÂ I ZDRAVOOHRANITELÃNÀE RASSTROYSTVA VETERINAROV
NEINFEKCIONNOY ÕTIOLOGII

MariÔna Vu~ini~

V specialÝnoy i nau~oy literature nahoditsÔ dostato~no publiko-
vannìh rezulÝtatov, otnosÔçiesÔ na razli~nuÓ ~astotnostÝ, vid i faktorì riska
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professionalÝnìh povre`deniy i zdravoohranitelÝnìh rasstroystv veterina-
rov. VeterinarnaÔ deÔtelÝnostÝ riskovannaÔ. Veterianrì vìpolnÔÓt svoÓ deÔ-
telÝnostÝ pod neudobnìmi i nenadë`nìmi obstoÔtelÝstvami ne tolÝko v po-
meçennìh obÍektah dlÔ `ivotnìh u`e i v svoih klinikah, ambulantoriÔh i opera-
cionnìh zalah vla`nìh i skolÝzkih polov. PribìvaÓt v samìy blizkiy kontakt s
`ivotnìmi vsledstvie ~ego su{estvuet vìsokiy risk, ~to ih `ivotnìe povredÔt.
Veterinarì ~asto vìpolnÔÓt vme{atelÝstva, kotorìe dlÔ `ivotnogo bolÝnìe i
stressogennìe i kotorìe u `ivotnìh pri~inÔÓt oboronitelÝnìe reakcii raz-
li~nìh form, kak ukusì, lÔganie, carapanie i t.p. V svoey rabote, veterinarì pod-
vergnutì vliÔniÓ razli~nìh materialov i osnaçeniÔ i mnogim drugim riskam, kak
ioniziruÓçee izlu~enie, onkogennìe virusì, ostrìe instrumentì, ingalÔcio-
nnìe anestetiki, pesticidì (insekticidì),sverhuro~naÔ rabota i professionalÝ-
nìe stressorì. Veterinarì ~asto rabotaÓt s neznakomìmi `ivotnìmi, neznako-
mìmi lÓdÝmi i trebovatelÝnìmi klientami. VsÒ Ìto pri~inì iz-za kotorìh vete-
rinarì ne tolÝko podvergnutì uveli~ennomu risku ot professionalÝnìh pov-
re`deniy i bolezney u`e i uveli~ennomu risku ot smerti vsledstvie povre`de-
niy na rabote, transportnìh udelov, zloka~estvennìh zabolevaniy i samoubiystv.

KlÓ~evìe slova: veterinarì, povre`deniÔ, zdravoohranitelÝnìe rasstroystva

121

Vet. glasnik 65 (1-2) 109 - 121 (2011) Marijana Vu~ini}: Povrede i poreme}aji zdravlja
veterinara neinfektivne etiologije



UDK 636.092.1

ULOGA VETERINARA U PREPOZNAVANJU I PREVENCIJI
SLU^AJEVA ZLOSTAVLJANJA @IVOTINJA*

ROLE OF VETERINARIANS IN RECOGNITION AND PREVENTION

OF ANIMAL ABUSE

Jelena Aleksi}, S. Jovi}, Drinka Mer}ep**

Od dono{enja Krivi~nog zakona Republike Srbije 2005. godine,
kao i Zakona o veterinarstvu, sve je ve}i broj slu~ajeva u na{oj praksi
koji se odnose na utvr|ivanje dokaza za pokretanje krivi~nog postupka
zbog ubijanja `ivotinja ili postupaka sa obele`jima razli~itih vidova
zlostavljanja (mu~enja) `ivotinja. Nije mali broj slu~ajeva ni predmeta
upu}enih u cilju ve{ta~enja radi utvr|ivanja odgovornosti za isto kri-
vi~no delo.

Zlostavljanje `ivotinja je dru{tvena pojava, koja podrazumeva
{irok spektar {tetnog pona{anja ~oveka prema `ivotinjama, po~ev od
nehoti~nog zanemarivanja do namerne surovosti. Vidovi zlostavljanja
su razli~iti i na osnovu Zakona o dobrobiti `ivotinja obuhvataju fizi~ko i
psihi~ko zlostavljanje.

Zlostavljanje i zanemarivanje `ivotinja imaju veliki broj formi i {irok
spektar manifestacija, ali je krajnji rezultat uvek isti, a to je patnja `ivot-
inja.

Veza izme|u zlostavljanja `ivotinja, nasilja u porodici i zlostavlja-
nja dece nala`e {irenje polja aktivnosti veterinara u prekidanju ovog cik-
lusa na podno{enje prijava slu~ajeva zlostavljanja `ivotinja odgovara-
ju}im slu`bama, u~e{}e u prevenciji, otkrivanju i pru`anju pomo}i jav-
nim tu`iocima u pokretanju krivi~nog postupka protiv lica odgovornih
za ~in zlostavljanja i ubijanja `ivotinja.

U ovom radu posebno je ukazano na funkciju veterinara u slu~aje-
vima sumnje na razli~ite vidove zlostavljanja `ivotinja, kao i na zna~aj nji-
hove uloge u procesuiranju takvi predmeta.

Klju~ne re~i: zlostavljanje `ivotinja, prepoznavanje i prevencija
zlostavljanja, uloga veterinara
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Poslednjih godina sve je ve}i broj slu~ajeva upu}enih veterinarima
radi prikupljanja dokaza za pokretanje krivi~nog postupka sa obele`jima razli~itih
vidova zlostavljanja `ivotinja ili u cilju ve{ta~enja radi utvr|ivanja odgovornosti
po~inioca za isto krivi~no delo. Sve ve}a u~estalost takvih predmeta u praksi uka-
zuje na porast agresivnosti u na{em dru{tvu.

Definicije zlostavljanja su razli~ite i variraju zavisno od vremena, mesta
i dru{tva. Na osnovu Zakona o dobrobiti `ivotinja, zlostavljanje `ivotinja se de-
fini{e kao svako postupanje ili nepostupanje sa `ivotinjama kojim se namerno ili iz
nehata izazivaju bol, patnja, strah, stres, povreda, naru{ava genetska celovitost
`ivotinje i izaziva smrt (Zakon o dobrobiti `ivotinja, Sl. glasnik 41/09). Zlostavljanje
je socijalno neprihvatljivo pona{anje, koje podrazumeva {irok spektar {tetnog
opho|enja ~oveka prema `ivotinjama, po~ev od nehoti~nog zanemarivanja do
namerne surovosti. Zlostavljanje i zanemarivanje `ivotinja imaju veliki broj formi i
{irok spektar manifestacija, ali je krajnji rezultat uvek isti, a to je patnja `ivotinja.

Vrste zlostavljanja / Types of animal abuse

Vidovi zlostavljanja su razli~iti i na osnovu Zakona o dobrobiti `ivotinja
obuhvataju fizi~ko i psihi~ko zlostavljanje (Zakon o dobrobiti `ivotinja, Sl. glasnik
41/09).

Fizi~ko zlostavljanje (neakcidentalne povrede, NAI) podrazumeva na-
merno nano{enje povreda ili nepotrebnog bola, uklju~uju}i neodgovaraju}e na~i-
ne i metode treninga (Olson, 1998).

Na osnovu Zakona o dobrobiti `ivotinja, fizi~ko zlostavljanje defini-
sano je kao akt kojim se naru{ava fizi~ka celovitost o{te}enjem tkiva i organa, kao
{to je: batinanje, {utiranje, bi~evanje, seksualno nasilje, prisiljavanje na rad ili
obuku, koji prevazilaze izdr`ljivost `ivotinje, neodgovaraju}i na~ini hvatanja i
obuzdavanja, sprovo|enje intervencija na `ivotinjama suprotno odredbama ovog
zakona i svesno reprodukovanje jedinki koje pate od naslednih bolesti, ako se
ono ne vr{i u ogledne svrhe u skladu sa zakonom (Zakon o dobrobiti `ivotinja, Sl.
glasnik 41/09).

Bilo koji seksualni kontakt sa `ivotinjama, koji mo`e, a ne mora da re-
zultira fizi~kim povre|ivanjem `ivotinje smatra se seksualnim zlostavljanjem
(Vu~ini}, 2006). U slu~ajevima seksualnog zlostavljanja kod `ivotinja se mogu
na}i povrede na polnim organima, rektumu ili anusu, {to naj~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, uklju~uju}i spre~avanje uspostavljanja socijalne interakcije sa drugim `ivot-
injama. Emotivno zlostavljane `ivotinje mogu da ispolje sli~ne znake kao emo-
tivno zlostavljana deca, koji se ogledaju u pla{ljivom pona{anju u prisustvu
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vlasnika, napadima panike, ekstremnoj pasivnosti ili agresivnosti `ivotinje (Anon,
2003).

Zakon o dobrobiti `ivotinja psihi~ko zlostavljanje defini{e kao zlo-
stavljanje kojim se naru{ava psihi~ka celovitost jedinke i koje mo`e izazvati ili iza-
ziva poreme}aje u pona{anju. Ogleda se u onemogu}avanju `ivotinji da zadovolji
svoje osnovne potrebe u pona{anju, da iskoristi prostor za odmor i zaklon,
razjarivanju `ivotinje primenom fizi~ke sile, drugim `ivotinjama ili nadra`ajima koji
joj nisu svojstveni, nano{enju straha, patnje i prouzrokovanju ose}aja dosade i
nesigurnosti, kao i spre~avanju `ivotinja da uspostave socijalnu vezu sa `ivotin-
jama iste vrste (Zakon o dobrobiti `ivotinja, Sl. glasnik 41/09).

Zanemarivanje je ~in neobezbe|ivanja odgovaraju}e koli~ine i kval-
iteta hrane i vode, skloni{ta i veterinarske nege, {to za posledicu ima lo{e fizi~ko i
zdravstveno stanje `ivotinje. Znaci zanemarivanja su izra`ena pothranjenost,
mr{avost ili kaheksija, vidljive ko{tane strukture, obilan iscedak iz o~iju ili nosa,
povrede od okovratnika utisnutog u ko`u vrata, prerastanje kand`i, hroni~ne, ne-
tretirane ili lo{e zarasle rane i lezije po ko`i, rane i dla~ni pokriva~ infestirani
razli~itim razvojnim stadijumima insekata, buvama, krpeljima ili drugim ektopara-
zitima, prekomerno nakupljanje fekalne mase i ulepljena dlaka, zamr{en i neure-
dan dla~ni pokriva~ u predelu anusa i distalnih delova ekstremiteta. Zanema-
rivane `ivotinje su obi~no i u veoma lo{oj fizi~koj kondiciji (Vu~ini}, 2006).

U na{oj zemlji, na osnovu analize podataka, naj~e{}e je prisutno
fizi~ko zlostavljanje (52%), zanemarivanje (32%), psihi~ko zlostavljanje (13%), po-
java horda{enja (2%) i seksualno zlostavljanje `ivotinja (1%) (Stankovi}, 2007).

Na zna~aj i va`nost ove pojave u dru{tvu ukazuje veliki broj radova i
nau~no potkrepljenih ~injenica da je tanka nit izme|u ~ina zlostavljanja `ivotinja i
zlostavljanja ljudi (Arkow, 1992; Lockwood i Ascione 1998; Ascione i Arkow,
1999).

Istorija zlostavljanja `ivotinja ~esto je pokazatelj aktuelnog, ali i bu-
du}eg nasilja nad ljudima, koje je posebno izra`eno prema ~lanovima porodice
(supruga, deca i starije osobe). Ova veza ukazuje na to da je nasilje nad `ivotinja-
ma problem koji ne samo da uti~e na `ivotinje, ve} predstavlja opasnost i za
dru{tvo u celini. Istra`iva~i tako|e povezuju istoriju zlostavljanja `ivotinja sa
budu}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 ozlogla{ene ubice sa biografijom zlostavljanja i ubijanja `ivotinja u
detinjstvu. Procenjeno je da je 88 % ku}nih ljubimaca zlostavljano ili ubijeno u
porodicama u kojima je zabele`eno nasilje me|u njihovim ~lanovima. Od svih
`ena u Americi koje su oti{le u „sigurne ku}e“, da bi izbegle zlostavljanje, 57% je
imalo ku}nog ljubimca koji je ubijen od strane lica koje je i njih zlostavljalo (As-
cione, 1999).

Zlostavljanje `ivotinja je socijalno neprihvatljivo pona{anje koje iza-
ziva bol, patnju, stres, a u nekim slu~ajevim i smrt `ivotinje i tretira se kao krivi~no
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delo, kroz ~ije se sankcionisanje {tite vrednosti savremenog i demokratskog
dru{tva (Stankovi}, 2007).

Veza izme|u zlostavljanja `ivotinja, nasilja u porodici i zlostavljanja
dece ukazuje na ~injenicu da veterinari imaju zna~ajnu ulogu u dru{tvenoj zajed-
nici. Njihova uloga ogleda se u prepoznavanju, prevenciji, istra`ivanju i pokretanju
krivi~nog postupka protiv lica odgovornih za ~in zlostavljanja. Tako|e, veterinari
imaju i eti~ku ulogu u o~uvanju zdravlja, sigurnosti i dobrobiti `ivotinja i javnog
zdravlja. U tom smislu imaju va`nu ulogu u spre~avanju nasilja u porodici, pre-
poznavanjem zlostavljanja `ivotinja i podno{enjem prijava takvih slu~ajeva odgo-
varaju}im slu`bama.

Znaci koji ukazuju veterinarima na zlostavljanje `ivotinja /

Signs that indicate abuse of animals

Prepoznavanje razli~itih vidova zlostavljanja nije u svim slu~ajevima
jednostavno i lako, jer `ivotinje mogu da poka`u boja`ljivost i upla{enost i iz dru-
gih razloga, tj. da uzrok takvog oblika pona{anja nije zlostavljanje.

Sumnja na slu~aj zlostavljanja zasniva se na ve}em broju elemenata,
kao {to su istorija bolesti, pona{anje vlasnika ili drugih ~lanova porodice, kao i na
prisustvu odre|enih vrsta povreda na telu `ivotinje.

Ne postoji objektivan dijagnosti~ki test kada se radi o zlostavljanju `iv-
otinja i u tom slu~aju veterinar treba da se osloni na svoje znanje, iskustvo, profe-
sionalno mi{ljenje i intuiciju (Olfert i sar., 1998).

Najbolji na~in da se utvrdi da li je neka `ivotinja zlostavljana ili nije,
jesu klini~ki pregled `ivotinje i pregled njenog `ivotnog okru`enja (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 mogu}e razlikovati
slu~ajne od namernih i sa predumi{ljajem nanetih povreda su: istorija bolesti koja
ne odgovara ustanovljenim promenama na telu `ivotinje, nedostatak brige vla-
snika zbog povreda na `ivotinji, odlaganje pru`anja pomo}i `ivotinji od strane
stru~nog lica (veterinara), postojanje promena u pona{anju `ivotinje (strah u
prisustvu vlasnika, depresija), kao i neodgovaraju}a telesna gra|a i stanje uhran-
jenosti `ivotinje. Posebno je zna~ano postojanje sve`ih, starih, zale~enih ili netre-
tiranih rana, brojnih fraktura u razli~itim fazama zarastanja, podliva, opekotina,
razderotina, ubodnih rana, otkinutih kand`i, nalaz konjunktivalnih krvavljenja,
krvavljenja iz nosa, nalaz hematoma, hemoragija retine, fraktura, o{te}enja liga-
menata, povreda ki~me udru`enih sa neurolo{kim smetnjama i disfunkcijom, rup-
tura dijafragme, povrede mo`danog tkiva i paraplegija (Munro i Thrusfield, 2001a;
Smith i Walter, 1985; Munro i Thrusfield, 2001b).

U slu~ajevima sumnje na zlostavljanje `ivotinja u razmatranje treba
uzeti i pona{anje vlasnika, koje mo`e biti napadno, neuverljivo ili bez obja{njenja
za prisutne povrede po telu `ivotinje, nezainteresovanost za njeno stanje i opis
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kao zlo}udne (Anon, 2003). Tako|e nam na slu~ajeve zlostavljanja `ivotinja mogu
ukazati i uslovi sme{taja, nege i brige o `ivotinjama (`ivotinje koje su u du`em vre-
menskom periodu dr`ane vezane bez dovoljne koli~ine hrane, vode, u nepovolj-
nim vremenskim prilikama, bez mogu}nosti pristupa skloni{tu, vezane na higijen-
ski neprihvatljivim mestima, na kojima usled prisustva razli~itog otpada mogu da
se povrede i inficiraju, kao i ukoliko se dr`e u {tenarama ili kavezima sa velikim
brojem `ivotinja na malom prostoru, koji im onemogu}ava normalno kretanje).

U slu~ajevima zlostavljanja razlikujemo makro i mikro pristup. Makro
pristup podrazumeva usredsre|ivanje na habitat u kome `ivotinja boravi, a zatim i
na samu jedinku (habitus). Mikro pristup podrazumeva sakupljanje dokazanog
materijala i primenu specijalnih i specifi~nih metoda u cilju njihove analize (PCR,
forenzi~ka entomologija, botanika, polinologija i dr.).

Pa`nja se usredsre|uje na sme{taj `ivotinje (da li postoji, da li je
za{ti}en od ki{e, vode, vlage i zaklonjen od vetra, da li ima dovoljno vazduha, da li
se nalazi na terenu koji je kao deponija – slomljeno staklo, zar|ale `ice, iznutrice),
kakvo je stanje zemlji{ta na kome je objekat (blato doprinosi infekciji {apa i ek-
stremiteta), stanje podloge u objektu (~vrsta i suva – napor za jedinke sa artritisom
i fragilnim ko{tanim skeletom, da li je prekrivena otpadom `ivotinjskg porekla).
Potom se nastavlja procena dostupnosti i kvaliteta izvora hrane i vode (da li je
hrana dostupna u dovoljnoj koli~ini za sve `ivotinje, njen kvalitet, da li je ~ista, slo-
bodna od bu|i i kontaminacije od strane pacova).

Slede}i korak je usredsre|ivanje pa`nje na stanje `ivotinje u momentu
pregleda. Pa`ljivim posmatranjem prvo treba da se ustanovi pona{anje `ivotinje
(ravnodu{na, pokunjena, nervozna, agresivna – usled gladovanja ili postojanja
nekog patolo{kog procesa) (Anon, 2003).

Pa`nju treba obratiti i na kondiciju jedinke (ugojena, mr{ava), 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 fizi~kog/kondicionog stanja i pregledom
telesnih otvora. Treba da ustanove da li je prisutan iscedak iz o~iju, slepilo, kon-
junktivitis, da li u u{nim {koljkama 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 sluzoko`e – bleda (anemi~na `ivo-
tinja), ru`i~asta (zdrava `ivotinja), ili hiperemi~na. U obzir treba uzeti i stanje
dla~nog pokriva~a (neuredno, zamr{eno krzno, prisustvo buva i krpelja), {to
mo`e da uka`e na bolest, malnutriciju, ili hormonski disbalans. Ocenjuje se stanje
{apa, ekstremiteta (prerasli, duga~ki nokti, koji urastuju u jastu~i}e izazivaju infek-
ciju i bol) i reproduktivni status `ivotinje (jalova, sterilisana, kastrirana, pokazuje
znake estrusa, podaci o partusu, laktaciji).

Veterinar treba da dâ ocenu u pogledu uzroka ustanovljenih rana i
povreda na telu `ivotinje 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 unutra{njeg stanja organizma jedin-
ke. Vla`an hroni~ni ka{alj mo`e da uka`e na oboljenja srca i kardiovaskularnog
sistema. Usled gubitka telesne mase mo`e se posumnjati na prisustvo ektopara-
zita i tada treba uzeti uzorak fecesa za analizu. Ne nala`enje jaja parazita ne
isklju~uje postojanje unutra{njih parazitoza, tzv. okultni parazitizam, kada su crvi
ili protozoe (kokcidije) prisutni, ali ne le`u jaja. U slu~aju koprolo{kog nalaza
naj~e{}i intestinalni paraziti su valjkasti crvi i pantlji~are.

U slu~aju uginu}a ~esto je neophodno izvr{iti obdukciju tela `ivotinje
da bi se utvrdilo da li se radi o posledici zlostavljanja, zanemarivanje i izgladnji-
vanja `ivotinje, ili su do uginu}a doveli neki drugi uzroci. Neophodno je na objekti-
van na~in dokumentovati sve vrste mehani~kih 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 unutra{njih organa (fotodokumentacija, radiografija). Neophodna je ra-
diografija celog tela, usled mogu}eg nalaza zale~enih fraktura, kao i procesa u
zale~enju, {to ukazuje na istoriju ponavljane traume.

Utvr|ivanje vremena uginu}a bazira se na proceni vremena potreb-
nog za razvoj odre|enih postmortalnih promena, stepena pra`njenja `eluca i
creva i eventualno forenzi~koj entomologiji (Anderson i Huitson, 2004). Od veteri-
nara mo`e da se zahteva davanje stru~nog mi{ljenja i u slu~ajevima kada su
le{evi stari i kada je od akcidenta pro{ao dug vremenski period. U takvim slu~aje-
vima za davanje stru~nog mi{ljenja su va`ni dokazi sa mesta zlostavljanja `ivoti-
nje, povr{ine i unutra{njosti tela `ivotinje (Melinda, 2007).

Uloga veterinara u krivi~nim predmetima zlostavljanja `ivotinja /

Role of veterinarians in criminal cases of animal abuse

Uspe{na istraga, optu`ni predlog i sudski spor zahtevaju precizno
prikupljene dokaze, njihovo tuma~enje, obradu i prezentovanje na sudu. Ovako
temeljan pristup je odlu~uju}i za ishod sudskog spora, krivi~nog gonjenja, od-
nosno za ka`njavanje po~inioca izvr{enog krivi~nog dela. To mo`e da bude
odlu~uju}e i da uti~e na kvalitet su|enja i ve{ta~enja (predmet mo`e da bude
odba~en zbog nedostatka dokaza ili neadekvatno prikupljenih dokaza). Sistemat-
skim pristupom prikupljanju svih ~injenica pove}ava se i mogu}nost saznanja o
relevantnim dokazima, ~ime se stvaraju uslovi za uspe{an ishod sudskog pro-
cesa i ka`njavanje prestupnika.

U Republici Srbiji je u Krivi~ni zakon koji je stupio na snagu 1. januara
2006. godine uveden ~lan 269. koji se odnosi na sankcije u slu~aju ubijanja i
zlostavljanja `ivotinja. U stavu 1. ~lana 269. Krivi~nog zakonika stoji da }e se
kazniti nov~anom kaznom ili zatvorom do jedne godine ko kr{e}i propise ubije,
povredi, mu~i ili na drugi na~in zlostavlja `ivotinju, a u stavu 2. ovog ~lana da uko-
liko je do{lo do ubijanja, mu~enja ili povre|ivanja ve}eg broja `ivotinja ili je delo
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u~injeno u odnosu na `ivotinju koja pripada posebno za{ti}enim `ivotinjskim
vrstama, u~inilac }e se kazniti nov~anom kaznom ili zatvorom do 3 godine
(Krivi~ni zakonik, 2005).

Za ovo krivi~no delo goni se po slu`benoj du`nosti, {to podrazumeva
obavezu preduzimanja slu`benih radnji od strane nadle`nih organa po prijemu
obave{tenja o izvr{enom krivi~nom delu, a potom i naredne faze postupka. ^inje-
nica da se delo zakonski reguli{e, ukazuje i na zainteresovanost dr`ave da se
suzbije ova vrsta nedozvoljenog pona{anja i spre~i budu}e protivpravno postu-
panje.

Svi gra|ani, dr`avni organi, organi teritorijalne autonomije ili organi lo-
kalne samouprave, javna preduze}a i ustanove, du`ni su da prijave krivi~na dela
za koja se goni po slu`benoj du`nosti, o kojima su obave{teni.

Zakon o dobrobiti `ivotinja obavezuje svakog gra|anina Republike
Srbije da spre~i i prijavi sve oblike zlostavljanja `ivotinja i ugro`avanja njihovog
`ivota, zdravlja i dobrobiti, ministarstvu nadle`nom za poslove veterinarstva ili
ministarstvu nadle`nom za unutra{nje poslove (Zakon o dobrobiti `ivotinja, Sl.
glasnik 41/09).

Veterinari, udru`enja za za{titu `ivotinja i centri za socijalni rad deo su
stru~ne javnosti koji je posebno zainteresovan za iniciranje i vo|enje krivi~nog
postupka zbog izvr{enja krivi~nog dela ubijanja i mu~enja `ivotinja. 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 slu`benoj du`nosti (Stankovi}, 2007).

Najzna~ajnija uloga veterinara u slu~ajevima zlostavljanja i ubijanja
`ivotinja je pisanje nalaza i mi{ljenja na savestan i stru~an na~in. Ovaj akt istovre-
meno predstavlja javnu ispravu i osnov za procesuiranje predmeta. Klini~ki nalaz
treba da sadr`i stanje `ivotinje 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 obele`ja dela iz ~lana 269. KZ RS Program
mera zdravstvene za{tite `ivotinja za 2010. godinu obavezuje veterinare da u
slu~aju postojanja sumnje da je `ivotinja mu~ena, odnosno ubijena protivno
propisima, procene stepen ugro`enosti dobrobiti `ivotinja, odnosno utvrde uzrok
uginu}a (Pravilnik o utvr|ivanju programa mera zdravstvene za{tite `ivotinja za
2010. godinu, Sl. glasnik 6/10). Tokom ovog postupka utvr|uje se identitet `rtve,
ukazuje na mere koje su mogle da budu preduzete, a nisu u cilju prevencije obol-
jenja, nastanka povreda ili uginu}a. Dalje, utvr|uje se uzrok koji je doveo do ug-
inu}a, iznosi redosled kojim su nano{ene ustanovljene povrede na telu `ivotinje,
procenjuje se njihova starost i daje mi{ljenje o brzini nastanka egzitusa i stepena
patnje kom je `ivotinja bila izlo`ena.

Sve navedeno pokazuje koliko je va`no da veterinari prilikom svog
svakodnevnog rada na terenu prepoznaju znake zlostavljanja i da slu~aj prijave
nadle`nim slu`bama.
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Prepoznavanje i prijavljivanje slu~ajeva zlostavljanja `ivotinja je va`no
ne samo iz razloga {to su veterinari odgovorni za njihovu dobrobit, ve} i zbog veze
koja postoji izme|u zlostavljanja `ivotinja i nasilja nad ljudima (Cattaneo, 2006).

Zlostavljanim `ivotinjama neophodna je nega i pa`nja, zbog nanetih
fizi~kih povreda i negativnih emotivnih iskustava ste~enih 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 `ivotinja, {to
podrazumeva njihovo fizi~ko, ali i psihi~ko zdravlje. U tom cilju treba da preuzmu
vode}u ulogu u obazovanju vlasnika, odnosno dr`aoca `ivotinja. Zajedno sa poli-
cijom i drugim dr`avnim organima prepoznavanjem i prevencijom slu~ajeva
zlostavljanja `ivotinja poma`u ne samo `ivotinjama, ve} i dru{tu u celini (Arkow,
1994). Na taj na~in se {alje poruka po~iniocu da njegovo postupanje nije dozvol-
jeno i da je dr`ava aktivna na njegovom spre~avanju (Stankovi}, 2007).
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ROLE OF VETERINARIANS IN RECOGNITION AND PREVENTION OF

ANIMAL ABUSE

Jelena Aleksi}, S. Jovi}, Drinka Mer}ep

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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ROLÃ VETERINAROV V UZNAVANII I PREVENCII SLU^AEV ISTÂZANIÂ
@IVOTNÀH

Elena Aleksi~, S. Yovi~, Drinka Mer~ep

Ot prino{eniÔ Ugolovnogo kodeksa Respubliki Serbii 2005 goda, slo-
vno i Zakona o veterinarii, vsë bolÝ{oe ~islo slu~aev v na{ey praktike, otno-
simìe na utver`denie dokazatelÝstv dlÔ vozbu`deniÔ ugolovnogo dela iz-za ubi-
vaniÔ `ivotnìh, ili postupkov s znakami razli~nìh vidov istÔzaniÔ (mu~eniÔ)
`ivotnìh. Ne malenÝkoe ~islo slu~aev ni predmetov, napravlennìh s celÝÓ
provedeniÔ Ìkspertizì radi utver`deniÔ otvetstvennosti dlÔ togo `e uglovnogo
prestupleniÔ.

IstÔzanie `ivotnìh obeçstvennoe Ôvlenie, podrazumevaÓçee {i-
rokiy spektr vrednogo povedeniÔ ~eloveka k `ivotnìm, na~av ot nevolÝnogo
zabrasìvaniÔ do prednamerennoy surovosti. Vidì istÔzaniÔ razli~nìe i na os-
nove Zakona o blagosostoÔnii `ivotnìh ohvatìvaÓt fizi~eskoe i psihi~eskoe
istÔzanie.

IstÔzanie i ostavlenie bez vnimaniÔ `ivotnìh imeÓt bolÝ{oe ~islo
form i {irokiy spektr manifestaciy, no krayniy razulÝtat vsegda tot `e, a Ìto
stradanie `ivotnìh.

SvÔzÝ sredi istÔzaniÔ `ivotnìh, nasiliÔ v semÝe i istÔzaniÔ detey
ukazìvaet na fakt, ~to vetrinarì imeÓt zna~itelÝnuÓ rolÝ v obçestvennom
obÍdinenii v prerìvanii Ìtogo cikla, uznavaniem slu~aev istÔzaniÔ `ivotnìh i
podavaniem zaÔvleniy takih slu~aev sootvetstvuÓçim slu`bam. Ih u~astie v pre-
vencii, otkrìvanii i okazìvanii pomoçi obçestvennìm obvinitelÔm v vozbu`de-
nii ugolovnogo dela protiv lic, otvetstvennìh za postupok istÔzaniÔ `ivotnìh,
no i ubivanie neobhodnoe.

V Ìtoy rabote otdelÝno ukazano na funkciÓ veterinarov v slu~aÔh
someniÔ na razli~nìe vidì istÔzaniÔ `ivotnìh, slovno i na zna~enie ih roli v
processuirovanii takih predmetov.

KlÓ~evìe slova: istÔzanie `ivotnìh, uznavanie i prevenciÔ istÔzaniÔ,
rolÝ veterinarov
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UDK 502.2:631.85:546.791

RADIOAKTIVNOST FOSFATNIH MINERALNIH PROIZVODA*

RADIOACTIVITY OF PHOSPHATE MINERAL PRODUCTS

Branislava Mitrovi}, Gordana Vitorovi}, Mirjana Stojanovi}, D. Vitorovi}**

Fosfatna industrija predstavlja jedan od najve}ih zaga|iva~a `ivo-
tne sredine uranijumom. Preradom fosforne rude dobija se veliki broj
razli~itih proizvoda, od kojih su posebno zna~ajni fosfatna mineralna
|ubriva i fosfatni mineralni dodaci (di- i monokalcijum fosfat). Fosfatni
mineralni dodaci koji se koriste u sme{ama za ishranu `ivotinja mogu
sadr`ati visoke aktivnosti uranijuma. Istra`ivanja u ovom radu treba da
pru`e odgovor u kojoj meri fosfatni mineralni proizvodi (fosfatna |u-
briva i fosfatni mineralni dodaci sto~noj hrani) doprinose kontaminaciji
zemlji{ta, biljaka i `ivotinja.

Klju~ne re~i: fosfatni mineralni proizvodi, `ivotna sredine, uranijum,
sto~na hrana

Sva `iva bi}a na Zemlji izlo`ena su dejstvu jonizuju}eg zra~enja. Nivo
prirodne radioaktivnosti na Zemlji zavisi od: sadr`aja prirodnih radioaktivnih ele-
menata u biosferi, od vrste kosmi~kog zra~enja, geolo{kih karakteristika zem-
lji{ta, nadmorske visine kao i od geografske {irine i du`ine. Zato se i nivo prirodne
radioaktivnosti razlikuje {irom zemaljske kugle, od mesta do mesta. Tehnolo{ki
uslovljena povi{ena prirodna radioaktivnost (technologiacally exchanced natural
radioactivity) je pojam relativno novijeg datuma. Uveden je polovinom sedamde-
setih godina i ozna~ava izlaganje prirodnim izvorima zra~enja koja se ne bi po-
javila bez prethodne tehnolo{ke 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 godi{nje prera|uje oko 135
miliona tona fosfornih ruda, procenjuje se da se godi{nje mo`e o~ekivati unos od
21.000 t uranijuma u `ivotnu sredinu, {to predstavlja oko 73% od ukupnog unosa
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(Dangi}, 1995). Ovakvi unosi uranijuma u `ivotnu sredinu mogu predstavljati
zna~ajne lokalne rizike izlaganja stanovni{tva jonizuju}em zra~enju, ali i dovesti
do pove}anja nivoa osnovnog zra~enja (FON) u odre|enim regionima. Iako su
`ivotna sredina i sve biolo{ke zajednice u njoj oduvek bili izlo`eni prirodno ra-
dioaktivnom zra~enju, postavlja se pitanje da li se biolo{ke zajednice prila-
go|avaju proizvedenim radioaktivnim supstancama koje je ~ovek uneo u `ivotnu
sredinu svojom delatno{}u.

Cilj ovog rada je da se istakne zna~aj monitoringa kao i kontrole proz-
vodnje i upotrebe fosfatnih mineralnih proizvoda, u cilju spre~avanja uklju~enja
uranijuma u lanac ishrane (zemlji{te – biljke – `ivotinje – ~ovek).

Prisutnost uranijuma u `ivotnoj sredini / Uranium in environment

238U je rodona~elnik porodice urana (uranovog niza), sa vremenom
poluraspada od 4.47 x 109 godina. Prirodni uranijum se smatra slabo radioaktiv-
nim elementom, ali hemijski toksi~nim, jer se radi o te{kom metalu.

U `ivotnoj sredini uranijum je normalno prisutan u zemlji{tu, stenama i
vodi. Prirodni sadr`aj 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 zemlji{tima je uranijum prisutan u obliku oksida, a sadr`aj ura-
nijuma kre}e se u opsegu 1-4 mg/kg i razli~it je u pojedinim delovima sveta.

Jedinjenja uranijuma pripadaju slede}im oksidacionim stanjima: +3,
+4, +5 i +6, pri ~emu oksidaciono trovalentno i petovalentno stanje (+3 i +5) nije
stabilno. Ciklus uranijuma u prirodi obuhvata litosferu i hidrosferu. Osnovni faktori
koji uti~u na kretanje uranijuma kroz litosferu su redoks potencijal i kiselost sre-
dine. Oksidacijom ~etvorovalentnog uranijuma zapo~inje kretanja uranijuma u
prirodi. Sve dok su kompleksi uranijuma u vodenoj fazi stabilni, odvija se proces
{irenja uranijuma kroz prirodu. Proces kontaminacije zemlji{ta uranijumom se
prekida kada se uranijum redukuje ili fiksira. Me|utim, sa izmenom uslova u pri-
rodi, fiksiran uranijum se mo`e ponovo pokrenuti i tako ciklus ponovo otpo~inje
(Veselinovi} i sar., 1995).

Fosfatni proizvodi kao antropogeni izvor uranijuma /

Phosphatic products as anthropogenic source of uranium

Uranijum koji se unese u `ivotnu sredinu iz antropogenih izvora,
u~estvuje u geohemijskim procesima na isti na~in kao i elementi iz prirodnih iz-
vora. Treba nazna~iti da se uranijum koji se u zemlji{tu pojavljuje iz geohemijskih
izvora nalazi u manje pristupa~nim ili sasvim nepristupa~nim oblicima, dok je ura-
nijum koji u zemlji{te dospeva iz antropogenih izvora naj~e{}e u takvim oblicima
da je njegova pristupa~nost za biljke ve}a. Jedna od najzna~ajnijih nenuklearnih
industrija kojom se radionuklidi unose u `ivotnu 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 pribli`na opasnosti koja
postoji u rudnicima uranijuma (Stojanovi} i sar., 2006). Primena ve{ta~kih fosfat-
nih |ubriva predstavlja daleko najve}i antropogeni izvor uno{enja urana i prate}ih
radionuklida (Ra i Th) u `ivotnu sredinu ([atalov i Laskorin, 1989). Osim procena
koliko }e se uranijuma uneti u zemlji{ta tretirana fosfornim |ubrivima, nema
mnogo literaturnih podataka o sudbini tako unetog uranijuma u zemlji{te.

Proizvodnja fosfornih |ubriva se zasniva na rastvaranju prirodnih fos-
fata sumpornom kiselinom, pri ~emu u prvoj fazi nastaje fosforna kiselina, koja
dalje rastvara prirodne fosfate grade}i kao krajnji produkt fosforna |ubriva. 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 |ubrivima. Obja{njenje ove pojave le`i u ~injenici da je uranijum u
afri~kim fosfatima dominatan u {estovalentnom obliku, za razliku od ameri~kih
fosfata, gde se uranijum nalazi dominantno u ~etvorovalentnom obliku i ~ijom pre-
radom 60-80 % uranijuma pre|e u fosfornu kiselinu. Deponovan uranijum u su-
perfosfatu je u obliku uranilsulfata UO2(SO4) i uranosulfata U(SO4)2, oba rast-
vorljiva u vodi (Rothbaun i sar., 1979).

Preradom fosfornih ruda dobijaju se i mono- i dikalcijum fosfat koji se
u ishrani `ivotinja koriste kao izvor kalcijuma, a mogu sadr`ati jako visoke koncen-
tracije uranijuma, ~ak preko 200 ppm (Aruda-Neto i sar., 2004b). Ovakvi mine-
ralno-vitaminski dodaci sto~noj hrani, sa visokim sadr`ajem uranijuma, mogu
predstavljati rizik po zdravlje, kako `ivotinja tako i ljudi, a naro~ito dece.

Kontaminacija zemlji{ta usled primene fosfornih |ubriva /

Phosphorus fertilizers as a source of land contamination

Kao fosfatna |ubriva u na{oj zemlji se naj~e{}e prozvode: prosti su-
perfosfat i dvojni superfosfat, oboga}en superfosfat, koji se me|usobno razlikuju
po sadr`aju aktivne komponente (P2O5). Daljom preradom mogu se dobiti druge
vrste |ubriva (me{ana, kompleksna) i fosfati za ishranu stoke.

Sa stanovi{ta radioekologije poseban interes predstavlja prou~avanje
migracije radionuklida u zemlji{tu kao dela biogenocenoze i osnovnog resursa u
poljoprivrednoj proizvodnji. Osnovni fizi~ko-hemijski faktori koji uti~u na pokretlji-
vost radionuklida i njihovo usvajanje od strane biljaka su: kapacitet adsorpcije i
sadr`aj razmenjivih katjona, minerolo{ki i mehani~ki sastav, kiselost zemlji{ta,
sadr`aj organskih materija i radionuklida u zemlji{tu (Stojanovi} i sar., 1993).

Na eksperimentalnim poljoprivrednim zemlji{tima u Rothamstedu u
Engleskoji Rothbaum i saradnici (Rothbaun i sar., 1979) su analizirali ilova~astu
zemlju, koja je |ubrena 85 godina superfosfatima, sa oko 33 kg P/ha godi{nje
(15 g U/ha). Utvr|eno je da je 0.45 mg U/kg akumulirano u orani~nom, povr{in-
skom zemlji{tu. Sadr`aj uranijuma u zdravici (donji sloj tla, 23-46 cm) pokazuje da
nema oboga}ivanja uranijumom. Ovako unet uranijum u odsustvu organskih ma-
terija, naj~e{}e huminske kiseline koja ga adsorbuje i fiksira, mo`e postati pokre-

135

Vet. glasnik 65 (1-2) 123 - 140 (2011) Branislava Mitrovi} i sar.: Radioaktivnost fosfatnih
mineralnih proizvoda



tan i trasnportovati se zemlji{nim rastvorima kao {estovalentni karbonatni kom-
pleks ili kao dvovalentni uranil jon.

Ispituju}i zemlji{ta tipa pseudoglej i ~ernozem, Sari} i saradnici (1993)
su do{li do zaklju~ka da je u proseku od 28% do{lo do pove}anja sadr`aja ura-
nijuma u zemlji{tima tretiranim fosfornim |ubrivima u odnosu na netretirana zem-
lji{ta u periodu od 25 godina.

Manojlovi} i saradnici (Manojlovi} i sar., 1989) nisu utvrdili zna~ajne
razlike u sadr`aju uranijuma izme|u ne|ubrenih zemlji{ta i onih |ubrenih fosfat-
nim |ubrivima zbog relativno male radiaktivnosti izazvane kori{}enjem fosfornih
|ubriva. Tako, radioaktivnost izazvana jednogodi{njim |ubrenjem, prema orijen-
tacionim procenama, iznosi samo hiljaditi deo prirodne radioaktivnosti zemlji{ta.

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 vi{e radionuklida nego biljke sa dubljim korenom. Ova po-
java se obja{njava time da se najve}i deo radioaktivnih elemenata (oko 85%)
zadr`ava u povr{inskom sloju dubine 5 cm (\uri} i Popovi}, 1994).

Radionuklidi, uklju~uju}i i uranijum, slede iste metaboli~ke i bio-
hemijske puteve kao i njihovi analozi, {to je bitno za mehanizme transporta, dis-
tribucije i nagomilavanja u pojedinim fazama biljke-zemlji{te. Organske materije
prisutne u zemlji{tima pokazuju razli~it uticaj na dostupnost radionuklida bilj-
kama. U zemlji{tima sa visokim sadr`ajem humusa smanjena je apsorpcija radio-
nuklida od strane biljaka, jer huminska kiselina apsorbuje jone metala. Sa druge
strane, obrazovanje jedinjenja radionuklida sa organskim ligandima helatnog tipa
pove}ava njihovu mobilnost u zemlji{tu, a samim tim i njihovu dostupnost bilj-
kama.

Sni`avanjem pH vrednosti zemlji{ta pove}ava se mobilnost ve}ine
radionuklida, kao i ja~ina usvajanja od korenovog sistema biljaka. U opsegu pH
zemlji{ta 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
zadr`ava u stablu, a najmanje u generativnim organima. Tako|e, starost biljke i
njenih organa uti~e na akumulaciju uranijuma tako {to se uranijum daleko vi{e
sakuplja u starim listovima nego u mladim.
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Mogu}nost kontaminacije `ivotinja uranijumom /

Uranium contaminantion of animals

@ivotinje se mogu kontaminirati uranijumom na tri na~ina: preko ko`e,
inhalacijom i ingestijom. Uranijum kao hemijski i radilo{ki toksi~an element u
organizam `ivotinja naj~e{}e dospeva putem ingestije. Obroci za `ivotinje moraju
biti tako izbalansirani da mogu da podmire sve potrebe `ivotinja za hranljivim ma-
terijama, pa se stoga sto~noj hrani dodaju fosfatni mineralni dodaci. Ovi dodaci
mogu sadr`ati radioaktivne elemente, pre svega uranijum, ~ime se mo`e pove}ati
ukupna radioaktivnost obroka za `ivotinje. Naj~e{}e koris}eni mineralni doadaci
za ishranu goveda, svinja i `ivine su di- i monokalcijum fosfat, koji se dodaju radi
zadovoljenja potreba `ivotinja za Ca i P, a mogu dovesti i do konatminacije `ivoti-
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 doma}e proizvodnje. Najvi{a izmerena aktivnost 238U u uzorcima mono- i
dikalcijum fosfata iz uvoza je bila 2000 Bq/kg (poreklom iz [panije i iz Italije), dok
je u uzorku dikalcijum fosfata iz doma}e proizvodnje (IHP „Prahovo") aktivnost
238U bila 1800 Bq/kg.

Ingestija uranijuma kod `ivotinja zapo~inje jo{ u najranijem periodu
(obi~no odmah posle zalu~enja) i traje sve do klanja, pa se mo`e govoriti o
hroni~noj kontaminaciji. Stepen prelaza radionuklida iz digestivnog trakta se
razlijuje u zavisnosti od vrste `ivotinja, {to se nadalje mo`e sagledati preko koefi-
cijenta prelaza (Kp) (IAEA, 1994). Koeficijent prelaza (Kp) za 238U je: za kravlje
mleko 4,0 x 10-4, june}e meso 3,0 x 10-4, svinjsko meso 6,2 x 10-2, za `ivinsko
meso i jaja 1. S obzirom na to da je kod `ivine koeficijent prelaza za 238U - 1, ova
vrsta je posebno ugro`ena, a samim tim i meso `ivine mo`e predstavljati potenci-
jalnu opasnost u ishrani ljudi.

Nedovoljan broj stru~nih radova kojim bi se potvrdilo da li uranijum u
hrani za `ivotinje zaista ima {tetne efekte po zdravlje `ivotinja 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 `ivotinje predlo`ene od
strane Me|unarodne atomske agencije i Euratoma. Varga (2008) je, na osnovu
razli~itih faktora i koeficijenata prelaza dao preporuku da dozvoljena aktivnost
238U u hrani za pre`ivare bude 300 Bq/kg, a u hrani za `ivinu 100 Bq/kg. U na{oj
zemlji su Ministarstvo poljoprivrede, {umarstva i vodoprivrede i Ministarstvo
nauke i za{tite `ivotne sredine doneli preporuku o maksimalno dozvoljenoj kon-
centraciji 238U u uzorcima sto~ne hrane i dozvoljenim dodacima za sto~nu 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 Bq/kg

Dikalcijum fosfat, Monokalcijum fosfat /
Dicalcium phosphate, Monocalcium phosphate

500

Hraniva, predsme{e, sme{e i dozvoljeni dodaci namenjeni za
ishranu goveda / Feed, premixes, mixes, and permitted additives for
cattle diets

500

Gotova hrana, gotove sme{e za ishranu ostalih `ivotinja /
Ready feed, ready mixes for diets of other animals

50

Udeo predsme{e i
dozvoljenih dodataka
u hrani /
Premixes and permitted
additives that are added

do 10 % u hranu /
Up to 10 % in feed

500

od 11 % do 15 % u hranu /
from 11 % to 15 % in feed

350

od 16 % do 20 % u hranu /
from 16 % to 20 % in feed

250

od 21 % do 25 % u hranu /
from 21 % to 25 % in feed

200

od 26 % do 30 % u hranu /
from 26 % to 30 % in feed

150

U cilju dobijanja zdrave i bezbedne hrane za ljudsku ishranu neo-
phodno je stalno sprovo|enje monitoringa na teritoriji Republike Srbije, sa poseb-
nim osvrtom na lanac ishrane: zemlji{te – biljke – `ivotinje – ~ovek. Podaci do-
bijeni monitoringom o nivou aktivnosti 238U u `ivotnoj sredini treba da budu os-
nova pri utvr|ivanju granica radioaktivne kontaminacije za fosfatna mineralna
|ubriva i fosfatne mineralne dodatake za ishranu `ivotinja. Tako|e, potrebna je re-
dovna kontrola fosfornih ruda iz uvoza, kao i svih proizvoda, kako iz uvoza tako i iz
doma}e proizvodnje. Samo na ovaj na~in mo`emo spre~iti da se uranijum iz an-
tropogenih izvora uvede u lanac ishrane i da na taj na~in dospe i do ~oveka kao
krajnjeg potro{a~a.
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RADIOACTIVITY OF PHOSPHATE MINERAL PRODUCTS

Branislava Mitrovi}, Gordana Vitorovi}, Mirjana Stojanovi}, D. Vitorovi}

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

RADIOAKTIVNOSTÃ FOSFATNÀH MINERALÃNÀH PRODUKTOV

Branislava Mitrovi~, Gordana Vitorovi~, MirÔna StoÔnovi~, D. Vitorovi~

FosfatnaÔ promì{lennostÝ predstavlÔet soboy odin iz samìh bo-
lÝ{ih zagrÔzniteley okru`aÓçey sredì uranom. Obrabotkoy rudì polu~aetsÔ
bolÝ{oe ~islo razli~nìh produktov, iz kotorìh otdelÝno zna~itelÝnì fosfat-
nìe mineralÝnìe udobreniÔ i fosfatnìe mineralÝnìe dobavki (di- i mono-
kalÝciy fosfat). Fosfatnìe mineralÝnìe dobavki, polÝzuemìe v smesÔh dlÔ
kormleniÔ `ivotnìh mogut soder`atÝ vìsokie aktivnosti urana. IssledovaniÔ v
Ìtoy rabote nu`nì podatÝ otvet v kakoy mere fosfatnìe mineralÝnìe produktì
(fosfatnìe udobreniÔ i fosfatnìe mineralÝnìe dobavki kormu dlÔ skota) sod-
eystvuÓt kontaminacii po~vì, rasteniy i `ivotnìh

KlÓ~evìe slova: fosfanìe mineralÝnìe produktì, okru`aÓçaÔ sreda, uran,
korm dla skota

140

Vet. glasnik 65 (1-2) 123 - 140 (2011) Branislava Mitrovi} i sar.: Radioaktivnost fosfatnih
mineralnih proizvoda

ENGLISH

RUSSKIY



FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE
U BEOGRADU 2010-2011. GODINE

\or|evi} Z. Jelena

Ro|ena 28. 08. 1984. u Kladovu
Diplomirala 27. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Ace Joksimovi}a 60/48

Nerand`i} M. Darko

Ro|en 09. 05. 1984. u Beogradu
Diplomirao 15. 12. 2010.
Stalno mesto boravka N. Beograd
Bul. Mihajla Pupina 151/14

Drljevi} V. Sa{a

Ro|en 01. 05. 1979. u Kola{inu,
Crna Gora
Diplomirao 27. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Kola{in
Crkvina bb

Bogunovi} R. Danica

Ro|ena 08. 05. 1985. u Beogradu
Diplomirala 22. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Vojvode Toze 20

Vasiljevi} D. Vlada

Ro|en 15. 09. 1981. u Fo~i,
R. Srpska, BiH
Diplomirao 23. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
16. oktobra 5/166

Dmitra{inovi} M. Tihomir

Ro|en 18. 04. 1982. u Virovitici,
R. Hrvatska
Diplomirao 24. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Stara Pazova
Slovenski trg bb

Stanisavljevi} M. Blagoje

Ro|en 30. 09. 1978. u Beogradu
Diplomirao 22. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Barajevo
Steve Abrli} 41

Agatonovi} M. Predrag

Ro|en 28. 05. 1981. u Smed. Palanci
Diplomirao 21. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Smed. Palanka
Umska 10

Tufegd`i} S. Du{an

Ro|en 28. 03. 1979. u [apcu
Diplomirao 21. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Banovo Polje
Zdravka [esti}a 34

Mitrovi} P. Ivana

Ro|ena 28. 05. 1977. u Beogradu
Diplomirala 14. 12. 2010.
Stalno mesto boravka N. Beograd
Omladinskih brigada 146/2

141

DIPLOMIRANI STUDENTI – DOKTORI VETERINARSKE MEDICINE
– GRADUATE STUDENTS – DOCTORS OF VETERINARY MEDICINE



Uro{evi} T. Vladan

Ro|en 06. 08. 1976. u Valjevu
Diplomirao 09. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Tri{e Kaclerovi}a 4

Peji} V. Rade

Ro|en 13. 08. 1985. u Gradi{ci,
R. Srpska, BiH
Diplomirao 07. 12. 2010.
Stalno mesto boravka Lakta{i
Kraji{ka 8

Aleksi} Z. Branislav

Ro|en 30. 06. 1980. u Zaje~aru
Diplomirao 22. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Zaje~ar
Milana Miljkovi}a 29

^egar M. Igor

Ro|en 29. 03. 1984. u Banja Luci,
R. Srpska, BiH
Diplomirao 25. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Banja Luka
Jovana Du~i}a 114

[opalovi} S. Vida

Ro|ena 07. 11. 1981. u U`icu
Diplomirala 29. 11. 2010.
Stalno mesto boravka ^ajetina
Ma~kat

Veljkovi} M. Ljubica

Ro|ena 04. 01. 1981. u Beogradu
Diplomirala 25. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Zemun
Prvomajska 15

Peri} D. Tijana

Ro|ena 19. 09. 1984. u Beogradu
Diplomirala 26. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
@ivka Davidovi}a 108

Babi} M. Milijana

Ro|ena 28. 04. 1984. u Lazarevcu
Diplomirala 15. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Lajkovac
Izvi|a~ka 13

Mani} D. Marija

Ro|ena 18. 12. 1986. u Vranju
Diplomirala 22. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Selo Kr{evica

Savi} M. Radenko

Ro|en 29. 06. 1984. u Zvorniku,
R. Srpska, BiH
Diplomirao 24. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Kozluk
Kiseljak bb

Stojanovi} Z. Branko

Ro|en 17. 08. 1983. u Ni{u
Diplomirao 23. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Ni{
Bul. Nemanji}a 88/14

Kandi} N. Petar

Ro|en 13. 12. 1978. u Kraljevu
Diplomirao 23. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Kraljevo
Oktobarskih `rtava 53

Suvajac S. Igor

Ro|en 13. 05. 1983. u Prnjavoru
R. Srpska, BiH
Diplomirao 23. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Prnjavor
Gornja Ilova bb, R. Srpska, BiH

Dragi} V. Branko

Ro|en 11. 09. 1984. u Br~kom, BiH
Diplomirao 24. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
Donja Bukovica 120

142

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



Kuzmanovi} M. Mirjana

Ro|ena 07. 12. 1984. u [apcu
Diplomirala 23. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Vladimirci
Skupljen

Sav~i} R. Nikola

Ro|en 13. 03. 1974. u Zemunu
Diplomirao 19. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Pere Velimirovi}a 66

Pazman B. Aleksandra

Ro|ena 25. 04. 1981. u Beogradu
Diplomirala 11. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Bul. Kralja Aleksandra 17

Mila{ \. Marjan

Ro|en 29. 05. 1982. Zemun
Diplomirao 11. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Zemun
Kara|or|ev trg 10/9

Bukvi} Z. Maja

Ro|ena 30. 06. 1985. u Pan~evu
Diplomirala 12. 11. 2010.
Stalno mesto boravka N. Beograd
Gandijeva 44/15

@ivanovi} S. Milo{

Ro|en 23. 06. 1980. u Beogradu
Diplomirao 12. 11. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
I maj 1/5

Pavlovi} M. Mladen

Ro|en 03. 12. 1984. u Beogradu
Diplomirao 18. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Vi{egradska 3

Paunovi} @. Jelena

Ro|ena 21. 04. 1982. u Beogradu
Diplomirala 21. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Stra{ka Pind`ura 21

Tadi} I. Vuka{in

Ro|en 06. 05. 1983. u Beogradu
Diplomirao 22. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Kneza od Semberije 7

Smiljani} Lj. Milijana

Ro|ena 07. 12. 1979. u [apcu
Diplomirala 22. 10. 2010.
Stalno mesto boravka M. Beloti}
Kralja Aleksandra 21

Panteli} M. Milo{

Ro|en 07. 01. 1983. u Loznici
Diplomirao 11. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Mali Zvornik
Ribarska 42

Rangelov R. Branislav

Ro|en 09. 11. 1983. u Vranju
Diplomirao 19. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Pere ]etkovi}a 31/14

Kosti} B. Goran

Ro|en 27. 04. 1984. u Banja Luci
R. Srpska, BiH
Diplomirao 22. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Banja Luka
Gavrila Principa 37

Kotara{ M. Milena

Ro|ena 24. 09. 1980. u Kninu
R. Hrvatska
Diplomirala 15. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Rakovi~ki put 7e

143

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



Stoji} M. Nikola

Ro|en 27. 06. 1982. u Valjevu
Diplomirao 19. 10. 2010.
Stalno mesto boravka
14206 bb

Savi} S. Nemanja

Ro|en 27. 05. 1980. u [apcu
Diplomirao 14. 10. 2010.
Stalno mesto boravka [abac
Vlade Jovanovi} 29/2

Bastaji} J. Miroslav

Ro|en 23. 03. 1983. u Karlovcu
R. Hrvatska
Diplomirao 22. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Nede Spasojevi} 22

Katani} M. Du{an

Ro|en 08. 12. 1979. u Lazarevcu
Diplomirao 25. 12. 2009.
Stalno mesto boravka Lazarevac
Milana Koji}a 28

Markovi} J. Stevica

Ro|en 28. 12. 1984. u Bijeljini,
R. Srpska, BiH
Diplomirao 23. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
Vr{ani

Pepi} \. Marijana

Ro|ena 11. 05. 1981. u Kikindi
Diplomirala 04. 10. 2010.
Stalno mesto boravka Banatsko
Veliko Selo, Stojana Mati}a 80

Ma|arac M. Sandro

Ro|en 26. 07. 1981. u Bijeljini,
R. Srpska, BiH
Diplomirao 14. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Bijeljina
Svetog Save 4

Tufegd`i} B. Ivan

Ro|en 01. 02. 1983. u Valjevu
Diplomirao 21. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Valjevo
Lepeni~ka 6

Nikoli} M. Sanja

Ro|ena 18. 01. 1981. u Beogradu
Diplomirala 23. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Borivoja Stevanovi}a 45

Dragovi} D. Dalibor

Ro|en 21. 08. 1981. u Beogradu
Diplomirao 21. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Obrenovac
Vojvode Putnika 7

Mileti} R. Du{an

Ro|en 23. 03. 1984. u Kragujevcu
Diplomirao 14. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Kragujevac
Slobodana Jovanovi}a 38

Kubatovi} P. Tamara

Ro|ena 16. 05. 1984. u Subotici
Diplomirala 22. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Subotica
Servo Mihalj 37

Nada{ki} Z. Marko

Ro|en 08. 05. 1980. u Beogradu
Diplomirao 23. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
D`ord`a Va{ingtona 38a

Lu`aji} M. Tijana

Ro|ena 08. 01. 1985. u Beogradu
Diplomirala 22. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Veljka Petrovi}a 122

144

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



Milovanovi} R. Marko

Ro|en 27. 09. 1980. u Lazarevcu
Diplomirao 21. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Lazarevac
Dositeja Obradovi}a 46

Kova~evi} B. Dra`en

Ro|en 20. 07. 1984. u Tesli}u,
R. Srpska, BiH
Diplomirao 28. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Tesli}
Jovana Du~i}a H-50

Vukeli} Z. Biljana

Ro|ena 04. 12. 1978. u Beogradu
Diplomirala 14. 09. 2010.
Stalno mesto boravka N. Beograd
Dr Ivana Ribara 161/41

Milivojevi} V. @eljko

Ro|en 04. 07. 1983. u Beogradu
Diplomirao 28. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Stubline
Trstenica 177

Luka~ M. Miloslav

Ro|en 30. 09. 1982. u Pan~evu
Diplomirao 07. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Kova~ica
Ive Andri}a 16

Ivanovi} S. Jelena

Ro|ena 13. 10. 1985. u G. Milanovcu
Diplomirala 02. 09. 2010.
Stalno mesto boravka Beograd
Bra}e Jerkovi} 84/15

145

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



VETERINARSKI GLASNIK je ~asopis Fakulteta veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beo`gradu, koji se izdaje u saradnji sa suizdava~em Veterinar-
skom komorom Srbije. ^asopis objavljuje originalne i pregledne radove, izve{taje
sa kongresa i stru~nih sastanaka, prikaze knjiga, radove iz istorije veterinarske
medicine, dopise za rubriku Se}anje, kao i komentare i pisma Uredni{tvu u vezi sa
objavljenim radovima.

Sve prispele rukopise Ure|iva~ki odbor, odnosno glavni i odgovorni
urednik {alje recenzentima radi stru~ne procene. Ukoliko recenzenti predlo`e iz-
mene i dopune, tada se kopija recenziranog rukopisa dostavlja autoru (autorima)
s molbom da tra`ene izmene unesu u tekst ili pak u protivnom da argumentovano
izraze svoje neslaganje sa datim primedbama recenzenta. Kona~nu odluku o
prihvatanju rada za {tampu donosi glavni i odgovorni urednik zajedno sa Ure|i-
va~kim odborom.

^asopis se {tampa na srpskom jeziku, a kratak sadr`aj se prevodi na
engleski i ruski. Radovi stranih autora, van srpskog, hrvatskog i bo{nja~kog go-
vornog podru~ja se {tampaju na engleskom jeziku sa kratkim sadr`ajem na
srpskom i ruskom jeziku.

Molimo saradnike da svoje radove za Veterinarski glasnik pi{u jasno,
koncizno, racionalno, gramati~ki ispravno i u skladu sa slede}im uputstvima.

OP[TA UPUTSTVA

Tekst rada se kuca u programu za obradu teksta Word, latinicom, fon-
tom Times New Roman, duplim proredom i veli~inom slova 12 ta~aka (12 pt).
Levu i desnu marginu podesiti na 20 mm, a gornju i donju na 30 mm, veli~inu
stranice na A4, sa levim poravnanjem i uvla~enjem svakog pasusa za 10 mm. Uko-
liko se u tekstu koriste specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol. Rukopis
rada dostaviti od{tampan jednostrano na belom papiru formata A4 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{}enoj
literaturi u tekstu ozna~avaju se u zagradi prezimenom autora, iza kojeg se stavlja
zarez i godina. Ukoliko ima vi{e od dva autora, tada se u zagradi pi{e samo
prezime prvog autora uz dodatak "i sar.," pa godina (npr. Petrovi} i sar., 1987).

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj prvoj stranici treba napisati slede}e:
– Naziv ~lanka, odnosno rada, treba pisati velikim slovima bez pod-

vla~enja i bez skra}enica.
– Imena autora pisati ispod naslova punim imenom i prezimenom sa

titulom i zvanjem zvanjem, bez podvla~enja i veznika, ve} razdvojena samo zare-
zom. Iznad prezimena se zvezdicom (jednom ili vi{e) 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 SADR@AJ

Na posebnoj stranici uz rad treba prilo`iti i pro{ireni kratak sadr`aj
rada, obima jedne stranice A4 formata. Pored naslova i imena autora, kratak
sadr`aj treba da sadr`i uvod, materijal i metode, rezultate, diskusiju i zaklju~ak.
Tako|e, ispod kratkog sadr`aja treba navesti klju~ne re~i (optimalno tri do {est).

PISANJE TEKSTA

Svi podnaslovi se pi{u malim slovima i boldovano. U radu koristiti
kratke i jasne re~enice. Sve strane re~i za koje postoji odgovaraju}e ime u na{em
jeziku treba zameniti tim nazivom tj. da prevod bude u duhu srpskog jezika. Za na-
zive lekova koristiti isklju~ivo njihova internacionalna neza{ti}ena imena (ili kako
to jo{ neko naziva generi~ka imena) i pisati ih onako kako se izgovaraju (ne na la-
tinskom ili engleskom jeziku). Ukoliko se pak `eli ipak ista}i ime nekog preparata,
onda se njegovo ime (zajedno sa imenom proizvo|a~a) stavlja u zagradu iza na-
ziva aktivne supstancije. Ure|aji ili aparati se tako|e ozna~avaju njihovim trgo-
va~kim nazivima, s tim {to se i ovde u zagradi mora navesti ime i mesto pro-
izvo|a~a. Odre|ene supstancije ili hemikalije, koje se ozna~avaju slovima i broj-
kama, moraju se precizno ozna~iti stavljanjem broja iznad (superskriptum) ili is-
pod slova (subskriptum) (npr. IL-6, H2O, B12, CD8). U radu se mogu koristiti
odre|ene skra}enice, ali samo kada je to neophodno (npr. kod duga~kih imena
hemijskih jedinjenja) ili kada se takve skra}enice ve} nalaze u literaturi, odnosno
kao takve su ve} prepoznatljive (npr. DNK). Za svaku skra}enicu, koja se prvi put
javlja u tekstu treba navesti i pun naziv. Skra}enice nikako ne koristiti u naslovu, a
u kratkom sadr`aju ih tako|e treba izbegavati. Decimalne brojeve pisati sa zare-
zom. Obim rukopisa bez priloga, ne treba da bude ve}i od 8 stranica kucanog tek-
sta, izbegavati veliki broj priloga.

Tabele se ozna~avaju arapskim brojevima (iznad tabela) po redosledu
navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times New Ro-
man i veli~inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvla~enja. Ukoliko se u
tabeli koriste skra}enice, iste treba objasniti u legendi ispod tabele. Svaku tabelu
treba od{tampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa dostaviti
po jednu.

Grafikoni se tako|e ozna~avaju arapskim brojevima (ispod grafikona)
po redosledu navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font
Times New Roman i veli~inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez
uvla~enja. Ukoliko se koriste skra}enice, iste treba objasniti u legendi ispod
grafikona. Svaki grafikon treba od{tampati na posebnom listu papira i za svaki
primerak rukopisa dostaviti po jedan.
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Sheme (crte`i) se ozna~avaju arapskim brojevima (ispod shema) po
redosledu navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times
New Roman i veli~inu slova 10 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvla~enja. Uko-
liko se korste skra}enice, iste treba objasniti u legendi ispod sheme. Svaku
shemu treba od{tampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa
dostaviti po jednu.

Fotografije se ozna~avaju arapskim brojevima (ispod fotografije) po
redosledu navo|enja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Primaju se is-
klju~ivo originalne fotografije (crno-bele ili u boji). Na pole|ini svake fotografije
treba napisati redni broj i strelicom ozna~iti gornji deo slike. Zbog kvaltetnije re-
produkcije preporu~ljivo je slike dostavljati u elektronskom obliku (nastavak: jpg,
tif ili sl., ne "uvla~iti" ih u "Word" format). U prilogu papirne forme teksta rada treba
od{tampati 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 najva`nije, odnosno najnovije ~injenice i po-
glede, vezane za temu rada, sa kratkim obrazlo`enjem cilja sopstvenih ispitivanja.

Materijal i metode rada – U ovom poglavlju treba opisati uslove pod
kojima su ogledi izvedeni, materijal i `ivotinje 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 {ta odre|ena 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 nazna~i mesto u tekstu gde
`eli da bude prikazan odre|eni prilog.

Diskusija – U ovom poglavlju autor analizira dobijene rezultate i iste
upore|uje sa rezultatima i mi{ljenjima drugih autora, te poku{ava ista}i njihov teo-
rijski i prakti~ni zna~aj.

Literatura – Autor treba da navede literaturne podatke, odnosno ra-
dove, koje je koristio u toku izrade svog rada. Po`eljno je da kori{}ena literatura
bude {to novija, ako je mogu}e 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 mo`e da
stane u jedan red, tada se red koji sledi uvla~i ispod prethodnog, jednim pritiskom
na tabulator. Broj referenci nije u principu ograni~en ali se preporu~uje da ne bude
ve}i od 30. Izbegavati kori{}enje abstrakta kao reference. Reference ~lanaka, koji
su prihva}eni za {tampu treba ozna~iti kao "u {tampi" i prilo`iti 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
~asopisa tako|e treba skra}ivati prema na~inu koji koristi Index Medicus (ne
stavljati ta~ke posle skra}enice). Stranice se citiraju tako {to se navode po~etna
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stranica, a krajnja bez cifara koje se ponavljaju (npr. 134-138 se navode kao 134-
8).

Primeri:
1. ^lanak u ~asopisu:

Petrovi} M, Raki} L. Uticaj selena na razvoj pili}a. @ivinarstvo 2005; 2(7): 234-9.
Kne`evi} B. Kvantitativni parametri radova u medicini. Perod Biolog 1990; 92(2):

241-3.

2. Knjige i druge monografije:

Borojevi} S. Metodologija eksperimentalnog nau~nog rada. 2. izd. Novi Sad:
Radni~ki univerzitet "Radivije ^irpanov", 1978.

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

Mihajlov AI, ^ernyj AI, Giljarevskij PS. Nau~nie komunikacii i informatika. Moskva:
Izdateljstvo "Nauka", 1976.

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

3. Poglavlja u knjizi:

Panteli} D. Nau~ni metod. U: Panteli} D, Vesley-Tanaskovi} I, Radoti} M, Savi} B,
Kuzmanovi} M, Vojvodi} V, i dr. Metodologija nau~noistra`iva~kog
rada u medicinsko-biolo{kim naukama. Beograd: Vojnoizdava~ki 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:

]upi} V, Trailovi} D, Dobri} S, Velev R. Zna~aj racionalne primene lekova u veteri-
narskoj medicini. Proceeding of Workshop Clinica Veterinaria Ohrid,
Macedonia, 3-7. September 2005: 207-9.

]upi} V, Trailovi} D. Neracionalna primena lekova u veterinarskoj medicini – rizik
po zdravlje ljudi. Zbornik kratkih sadr`aja radova 16. savetovanja ve-
terinara Srbije sa me|unarodnim u~e{}em. Zlatibor, Srbija, 8-10 Sep-
tembar, 2004: 223-34.

NAPOMENA

Rad koji ne ispunjava sve gore navedene uslove ne}e biti poslat na re-
cenziju i bi}e vra}en autorima da ga dopune i isprave.

ADRESA ^ASOPISA

Veterinarska komora Srbije – Veterinarski glasnik
11000 Beograd, Bulevar oslobo|enja 18,

tel/faks 011/ 2684-597, 2687-475; e-mail: vetksªEunet.rs
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