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ORIGINALNI RAD - ORIGINAL PAPER
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UTJECAJ APLIKACIJE GnRH - GONADORELINA I

PROSTAGLANDINA F20. — DINOPROSTA NA

REPRODUKTIVNE PARAMETRE MLIJECNIH KRAVA SA

PUERPERALNIM ENDOMETRITISIMA®

INFLUENCE OF GnRH - GONADORELINE AND PROSTAGLANDINE
F20. — DINOPROST APPLICATION ON REPRODUCTION PARAMETAR
VALUES IN DAIRY COWS WITH PUERPERAL ENDOMETRITIS

M. Sabanovié, N. Paprikié, A. Suljkanovié, J. Miljas, M. Lazarevié™*

*

Ovaj rad sadrZi rezultate ispitivanja utjecaja aplikacije gonadore-
lina u vremenskim periodima 14 — 16, 17 — 20 i 21 — 25. dana post par-
tum i prostaglandina F2o, deset dana kasnije od ove injekcije, na repro-
duktivne parametre mlijecnih krava koje su imale teska teljenja i nakon
njih endometritise. IstraZivanja su izvedena kod ukupno 92 plotkinje
holstajn-frizijske pasmine. Hormonima je bilo tretirano 50 krava, dok je
u kontrolnim grupama bilo ukupno 42 plotkinje kojima su u istim inter-
valima bile aplikovane placebo injekcije.

Analizom dobijenih rezultata u krava sa postpartalnim endometriti-
som utvrdeno je da su prosjecni anestrusni period, servis period i
medutelidbeni interval, u grupama plotkinja tretiranih GnRH (gonadore-
linom) i prostaglandinom F2o. (dinoprost), znac¢ajno kra¢i u odnosu na
kontrolne grupe. Vremenski period od aplikacije gonadorelina
(pracene aplikacijom prostaglandina) do koncepcije, prema tretiranim
grupama je bio kraci za 44, 28 i 14 dana u odnosu na kontrole. Ukupna
koncepcija, od prva tri viestaCka osjemenjivanja, kod krava tretiranih
hormonskim preparatima je bila ve¢a u sve tri ogledne grupe u
poredenju sa vrijednostima postignutim kod kontrolnih jedinki.

Kljucne reci: krave, GnRH (gonadorelin), prostaglandin F2a.
(dinoprost), reproduktivni parametri, endometritisi

Rad primljen za Stampu 21. 08. 2009. godine

** Dr sci. med. vet. Mustafa Sabanovi¢; mr sci. med. vet. Nevres Papriki¢, Veterinarska stanica,

Zivinice, Federacija BiH; dr sci. med. vet. Ahmet Suljkanovi¢, Veterinarska stanica, Sre-
brenik, Federacija BiH; mr sci. med. vet. Jako Miljas, Veterinarska stanica, Trebinje, R.
Srpska, BiH; dr sci. med. vet. Miodrag Lazarevi¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske
medicine, Univerzitet u Beogradu, Srbija
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Uvod / Introduction

Posljednje dvije decenije brojna istrazivanja u veterinarskoj medicini
su bila usmjerena na ispitivanje moguénosti upotrebe farmakolos$kih sredstava za
pobolj$anje reproduktivninh parametara mlijeCnih krava, a naroCito za skraéenje
anestrusnog perioda post partum, a time i servis perioda. Ova dva parametra,
naime, predstavljaju klju€ne faktore u ekonomiénosti proizvodnje mlijeka i mesa.

Jo$ davno je dokazano da se kontrakcije uterusa mogu stimulisati
uterotoniCkim sredstvima koja su uglavnom koriStena u tretiranju plotkinja sa
produzenom involucijom uterusa. Medutim, ovaj postupak nije znatnije uticao na
obnavljanje postpartalne ovarijalne cikli¢nosti. Saznanja o djelovanju prostan-
glandina, narocito onih sa luteolitickim osobinama kao i otkri¢e i sinteteza hipota-
lamusnog gonadotropnog oslobadaju¢eg hormona (GnRH) i njegovih sintetskih
analoga, dovela su do velikog pomaka u regulisanju spolne ciklicnosti domacih
zivotinja.

Istrazivanja efekata aplikacije prostaglandina PGF2a (25 mg) i GnRH
(200 ug) su medu prvima vrsili Benmard i Stevenson (1988). Autori su vrsili aplika-
ciju u periodima 10 — 14 i 20 — 24. dana post partum pojedina¢no sa svakim hor-
monom i kombinacijom tretmana sa oba hormona (GnRH + PGF2a). U grupu sa
abnormalnim puerperijem autori su svrstali 29% krava kod kojih su klini¢ki ut-
vrdena: teSka teljenja, retencija sekundina, infekcije uterusa, gnojni iscjedak,
mlije€na groznica, ketoza ili abnormalno povecéanje materi¢nih rogova. Po obradi
rezultata autori su utvrdili poboljSanu plodnost kod krava koje su bile tretirane sa
GnRH u periodu od 10 — 14. i sa PGF2a od 20 — 24. dana post partum. Autori su
preporucili primjenu tretmana sa GnRH ili PGF2a u cilju poboljSanja reproduktiv-
nih perfomansi krava sa puerperalnim poremecajima.

U istrazivanjima tretmana mlije¢nih krava sa PGF2a i efekata na po-
boljSanje reproduktivnih perfomansi, Stevenson i Call (1988) nisu utvrdili pozitivne
rezultate bez obzira na zdravstveni status grla u puerperiju, osim kod krava kojima
je apliciran GnRH od 11 - 18. dana post partum. Kod ovih plotkinja je doslo do sta-
tisticki znaCajnog smanjenja anestrusnog intervala i intervala do koncepcije u od-
nosu na kontrolne plotkinje. Krave sa reproduktivnim poremecajima su imale duzi
interval od teljenja do koncepcije poslije tretmana sa GnRH od 18 — 25. dana post
partum ili PGF2a 33 — 40. dana nakon teljenja. Autori zakljuCuju da tretman ovim
hormonima u ranom puerperalnom periodu nema efekta na poboljSanje repro-
duktivnih perfomansi mlijecnih krava.

U jednom drugom istrazivaniju je 30 krava injektirano intramuskularno
sa 100 ug GnRH 10 — 16. dana post partum slijedeno sa 25 mg dinoprosta nakon
14 dana. Kontrole je predstavljalo 29 krava tretiranih fizioloSkom otopinom.
KoriStene su samo krave bez infekcije uterusa i nisu opazene znacajne razlike u
duzini intervala izmedu teljenja i prvog opazenog estrusa, prvog osjemenjivanja ili
koncepcije. Uz to, nije bilo signifikantnih promijena u stepenu koncepcije, in-
deksu osjemenjivanja, stepenu pojave folikularnih i lutealnih cista, broju i pro-
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centu krava koje povadaju ili broju izlu€enih krava. Autori su zakljugili da upotreba
GnRH i prostanglandina u krava post partum nije ekonomski korisna ukoliko se
abnormaliteti reproduktivnog trakta brzo ne dijagnosticiraju i adekvatno tretiraju
(Richardson i sar., 1983). Buduéi da su krave u ovom istrazivanju koriStene bez
kliniCke evidencije infekcije uterusa, rezultati su mogli biti u korist kontrolnih krava.

S obzirom na ispoljene korisne efekte tretiranja prostanglandinima u
krava sa infekcijama uterusa (Gustafson i sar., 1976) aplikacija GnRH pra¢ena
apliciranjem prostanglandina 14 dana kasnije, moze biti korisna u ovakvih plot-
kinja (Richardson i sar., 1983). U cilju lije¢enja ovarijalnih disfunkcija i stimulacije
lu€enja LH zajedno se koriste GnRH i PGF2a. ¢ak i od 35 —41. dana laktacije (Ste-
venson i Phatak, 2005).

Mi smo, takode, nedavno (Sabanovié i sar. 2006) analizom dobijenih
rezultata kod 241 normalno oteljenih krava utvrdili da su prosijeCni anestrusni pe-
riod, servis period i medutelidbeni interval u grupama plotkinja tretiranih gonado-
relinom znacajno kraéi u odnosu na kontrolne grupe. Reproduktivni parametri
krava sa razli¢itom koncentracijom progesterona, 10 dana nakon aplikacije gona-
dorelina nisu se znacajnije razlikovali. Vremenski period od aplikacije gonadore-
lina (14 -16, 17— 20. i 21 — 25. dana post partum) do koncepcije prema tretiranim
grupama bio je kraci za 30, 30 i 14 dana u odnosu na kontrolne grupe. Ukupna
koncepcija od prva tri vjeStatka osjemenjavanja kod krava tretiranih gonadoreli-
nom je iznosila 88,8 %, dok je u kontrolnoj grupi krava koncipiralo 83,47 % jedinki.

Zanimljivi su tehnolo$ki normativi koje je 1978. izneo Moore i koji bi,
prema njegovom misljenju, trebalo da budu cilj u komercijalnim stadima mlije¢nih
krava:

* duzina laktacije 305 - 323 dana
* period zasu$enja 42 - 60 dana
* duzina graviditeta prosje¢no 282 dana
* duzina medutelidbenog intervala 365 dana
* duzina perioda mirovanja do 65 dana
* servis - period 83 dana
* procenat koncepcije (1. VO) 60 %
* otkrivanje estrusa do 60 dana pp 100 %
* procenat remonta do 15 %
* prvi pripust junica 300 kg/15 mjeseci

Autor u svom modelu govori o procentu koncepcije od prvog VO od
60 % ali u isto vrijeme priznaje da se u stvarnosti taj parametar kre¢e od 30 do
55%.

Dosadas$nja istrazivanja koriStenja PGF20. i GnRH u ranom puerperiju
krava sa teSkim teljenjima, nisu imala konzistentne rezultate i postoje razliCita
misljenja o ovom problemu. Radi toga smo se odlucili da u uslovima farmskog
drzanja krava istrazimo uticaj aplikacije GnRH i PGF2a. u definisanim vremenskim
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periodima post partum na osnovne reproduktivne parametre kod plotkinja sa per-
peralnim endometritisima.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Istrazivanja uspjesSnosti zajedni¢ke primjene analoga GnRH gona-
dorelina i PGF2a vr§ena su na farmi mlije¢nih krava JPP "Spreca", Donje Vukovije,
Federacija BiH. Farma po konstrukciji i tehnologiji predstavlja klasi¢ni (vezani)
sistem drzanja mlije¢nih krava. Plotkinje su bile holStajn-frizijske pasmine sa pro-
sje¢nom proizvodnjom od 5 250 litara mlijeka u standardnoj laktaciji od 305 dana.
Krave su na farmi imale ujednacene uslove smjestaja kako u odnosu na ishranu,
tako i na tehnologiju muze.

Ishrana krava je bila podeSena prema pojedinim fazama proizvodnje,
odnosno prema reprodukcionom ciklusu plotkinja. U zimskom periodu, ona je
bila bazirana na kukuruznoj silazi, sijenu lucerke, pivarskom tropu, sto€nom
brasnu, koncentratu sa proteinsko-ugljikohidratnim i mineralno-vitaminskim do-
dacima. U proljece i leto je povecavan udeo zelene mase (lucerke), a smanjivan je
udio silaze u obroku. U toku jeseni je povecavan udio silaznog kukuruza, a sman-
jivana je zelena masa.

Nasim istrazivanjima je ukupno bilo obuhvaé¢eno 92 krave. Podaci za
svaku kravu su uzimani iz reproduktivno-zdravstvenog kartona i na osnovu izvrSe-
nog ginekoloskog pregleda prije svakog tretmana. Podaci su se odnosili na rani
dio puerperija i reproduktivne poremecaje kao Sto su teSka teljenja, retencija
sekundina i puerperalni endometritisi.

Krave koje su imale teSka teljenja i retencije sekundina tretirane su in-
trauterinom aplikacijom antibiotika: Geomycin F® (Pliva, Zagreb) (jedna obleta
sadrzi 1 gram oksitetraciklin klorida) i Gynobiotik (Lek, Ljubljana) (jedna obleta od
15 grama sadrzi 350.000 i.j. neomicina u obliku sulfata i 500 mg oksitetraciklina u
obliku hidroklorida). Aplikovali smo jednu do tri tablete svakih 48 sati 2 do 3 putau
zavisnosti od tezine klinicke slike.

U ogled su bile uklju¢ene krave sa dijagnosticiranim puerperalnim en-
dometritisom kojima je intramuskularno apliciran GnRH — gonadorelin (Fertagyl,
Intervet) u dozi od 250 ug i zatim 10 dana kasnije, PGF2o — dinoprost (Lutalyse,
Upjohn) u dozi od 25 mg takoder intramuskularno. Krave su bile grupisane na
slijedeci nacin:

1. Prva grupa (n = 14) aplikacija gonadorelina 14 — 16. dana post par-

tum i 10 dana kasnije dinoprosta.

2. Druga grupa (n = 20) aplikacija gonadorelina 17 — 19. dana post

partum i 10 dana kasnije dinoprosta.

3. Tre¢a grupa (n = 16) aplikacija gonadorelina 21 — 25. dana post

partum i 10 dana kasnije dinoprosta.

Grupe krava kojima je apliciran gonadorelin i 10 dana kasnije prosta-
glandin su imale uporedne kontrole kojima je apliciran placebo (0,9 % fizioloSki
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rastvor u koli€ini od 2 ml) i to za prvu grupu 10, drugu 18 i tre¢u 14 plotkinja (ukup-
no 42).

U svim grupama obuhvacenih krava, kako oglednih tako i kontrolnih,
prije aplikacije je vrSen detaljan ginekoloski pregled (rektalni i vaginalni) da se ut-
vrdi stanje na genitalnim organima (uterus i ovarijumi), a odnosilo se na polozaj
uterusa, njegovu konzistenciju i veli¢inu rogova. Kod pregleda ovarija, odredivana
je njihova veli€ina kao i funkcionalno stanje (razvoj folikula, corpus luteum i cis-
ticne degeneracije). Vaginalni pregledom utvrdivane su promijene u vagini, po-
loZaj cerviksa i njegove promijene, te prisustvo i karakteristike iscjedka.

Otkrivanje estrusa i osjemenijivanje je vr§eno ustaljenim postupcima
koji se stalno provode kao dio menadzmenta reprodukcije krava na farmi. Ot-
krivanje estrusa vrS§eno je u trajanju od pola sata od 06:00 do 10:00 sati i od 18:00
do 22:00 sati. Osjemenijivanje krava vr§eno je jednokratno uvijek u isto vrijeme od
12:00 do 13:00 sati svakog dana. Krave koje pokazu znakove estrusa i narednog
dana, bile su jo$ jednom osjemenjivane. Dijagnosticiranje gravidnosti vrSeno je
rektalnim pregledom od 7 do 8 tjedana poslije osjemenijivanja.

Kriteriji koriSteni za kompariranje rezultata izmedu grupa krava bili su:
duZina anestrusnog perioda, duzina servis perioda, medutelidbeni interval (MTP),
indeks osjemenijivanja i vremenski period od tretiranja do koncepcije. Reproduk-
tivni parametri su obradeni samo za krave koje su koncipirale 1-3 osjemenjavanja.
StatistiCka obrada podataka je izvrSena izraCunavanjem standardnih parametara:
SV - srednje vrijednosti, SE — standardne greSke, SD - standardne devijacije, IV —
interval varijacija. Za utvrdivanje znacajnosti razlika izmedu utvrdenih prosje¢nih
vrednosti koriSten je t-test, a sve vrijednosti za p<0,05 su smatrane signifikantnim.

Rezultati ispitivanja / Results

U tabelama 1. i 2. prikazani su rezultati statistiCke obrade podataka u
krava u kojih je dijagnosticiran endometritis i apliciran GnRH (gonadorelin) 14. do
16. dana post partum i 10 dana kasnije PGF2a (dinoprost), odnosno placebo u is-
tim vremenskim intervalima. Sve krave su bile lije¢ene antibioticima, standardnom
procedurom koja je opisana u prethodnom tekstu. Obradom rezultata o znacaj-
nosti nadenih razlika, utvrdeno je da su razlike zna€ajne za vecinu istrazivanih re-
produktivnih parametara. Servis period je bio kra¢i za 39 dana u oglednih krava u
odnosu na kontrole, $to je znacajno doprinjelo i kractem medutelidbenom inter-
valu. Vremenski period od aplikacije GnRH i PGF2 alfa do koncepcije, bio je kraci
za 44 dana u odnosu na kontrole kojima je aplikovan placebo.
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Tabela 1. Reproduktivni parametri oglednih krava sa puerperalnim endometritisom 14 — 16.
dana post partum kojima je apliciran GnRH (gonadorelin) i PGF2o. (dinoprost) 10 dana
kasnije (n = 13) /

Table 1. Reproductive parameters for experimental cows with puerperal endometritis 14-16 days post partum,
which were administered gonadoreline and PGF2o. 10 days later (n=13)

Period od aplikacije
Period ¢ekanja / Servis period / . do koncepcije /
o . : , Indeks osjem. / MTP ; oD
Waiting period Service period D : Period from application
(dani / days) (dani / days) [nsemination index | - (dani / day) icé coz_z;’egtzb;z
ani / days)
SV 58,70 72,80 1,46 355 54
SE 2,56 5,09 0,14 5,09 4,96
SD 9,21 18,3 0,52 18,3 17,9
IV 29,00 70 1 70 67
Min 45,00 45 1 327 28
Max 74,00 115 2 397 95

Tabela 2. Reproduktivni parametri kontrolnih krava sa puerperalnim endometritisom kojima
je apliciran placebo 14— 16. dana post partum i 10 dana kasnije takode placebo (n=8)

Table 2. Reproductive parameters for control cows with puerperal endometritis which were administered a
placebo injection 14-16 days post partum and placebo again 10 days later (n=8)

Period od aplikacije
Period ¢ekanja / Servis period / . do koncepcije /
oY ; ; . Indeks osjem. / MTP . oD
Waiting period Service period O ; Period from application
(dani / days) (dani / days) [nsemination index | - (dani/ days) zé(é co?fegtiol)z
ani / days)
SV 77,1 112,3 1,5 394 98,00
SE 6,2 19,17 0,33 19,3 19,1
SD 17,5 54,22 0,93 54,6 54,01
\ 52 156 2 156 156
Min 44 73 1 355 58
Max 96 229 3 511 214

Tabele 3. i 4. sadrZe rezultate statisticke obrade podataka u krava u
kojih je dijagnosticiran endometritis i apliciran GnRH 17-19 dana post partum i 10
dana kasnije PGF2c, odnosno placebo u istim vremenskim periodima u kontrol-
nih krava. UoCava se da postoje visoko signifikantne razlike po svim istrazivanim
reproduktivnim parametrima (p<0,01). Tako je period ¢ekanja bio kraéi za 20
dana, dok je servis period bio kra¢i za 28 dana. Vrijeme od aplikacije gonadorelina
i PGF2a je kraée za 27 dana u odnosu na kontrolne grupe (p<0,01).
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Tabela 3. Reproduktivni parametri oglednih krava sa puerperalnim endometritisom kojima je
apliciran GnRH (gonadorelin) 17 — 19. dana post partum i 10 dana kasnije PGF2c. (di-
noprost) (n=18)

Table 3. Reproductive parameters for experimental cows with puerperal endometritis which were administered
gonadoreline 17-19 days post partum and PGFZo. 10 days later (n=18)

Period od aplikacije
Period ¢ekanja/ | Servis period / . do koncepcije /
oY , ; . Indeks osjem. / MTP . oD
Waiting period Service period D : Period from application
(dani / days) (dani / days) Insemination index | (dani/ dayy) to concegtzbn
(dani / days)
SV 53 66,2 1,56 348 49,9
SG 3,5 3,05 0,12 3,05 3,07
SD 15 13 0,51 13 13
\Y% 45 48 1 48 48
Min 25 46 1 328 29
Max 70 94 2 376 77

Tabela 4. Reproduktivni parametri kontrolnih krava sa puerperalnim endometritisom kojima
je apliciran placebo 17 — 19. dan post partum i 10 dana kasnije takode placebo (n=14)

Table 4. Reproductive parameters for control cows with puerperal endometritis which were administered a pla-
cebo injection 17-19 days post partum and placebo again 10 days later (n=14)

Period od aplikacije
Period ¢ekanja / Servis period / . do koncepcije /
o , . . Indeks osjem. / MTP . oD
Waiting period Service period o> PSIS . Period from application
(dani / days) (dani / days) Insemination index |  (dani/ days) Iz(é CO{]?’E‘é?[’fO ])7
ani / days)
SV 73,4 94,1 1,7 376 77,6
SE 5,07 9,03 0,2 9,03 9,03
SD 19 33,8 0,8 33,8 33,8
IV 58 109 2 109 110
Min 40 59 1 341 4
Max 98 168 3 450 151

U tabelama 5. i 6. prikazani su rezultati statisticke obrade podataka
kod krava kojima je apliciran GnRH 20 — 24. dana post partum i 10 dana kasnije
PGF20, odnosno placebo u istim vremenskim periodima u kontrolnih krava.
Uocava se da postoji znacajna razlika u analiziranim reproduktivnim parametrima
oglednih u odnosu na kontrolne krave. Servis period je bio kraéi za 14 dana
(p<0,05) u oglednih krava, a takoder i medutelidbeni period. Vremenski period do
koncepcije u oglednih krava iznosio je prosije¢no 58,6 =+ 5,2 za ogledne i 72,2 +
9,7 dana za kontrolne krave.
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Tabela 5. Reproduktivni parametri oglednih krava sa puerperalnim endometritisom kojima je
apliciran GnRH (gonadorelin) 20 — 24. dana post partum i PGF2o. (dinoprost) 10 dana
kasnije (n=14)

Table 5. Reproductive parameters for experimental cows with puerperal endometritis which were administered
GnRH 20-24 days post partum and PGF2a 10 days later (n=14)

Period od aplikacije
Period ¢ekanja/ | Servis period / . do koncepcije /
o . . . Indeks osjem. / MTP . SV
Waiting period Service period > T : Period from application to
(dani / days) (dani / days) [nsemination index | (dani/ day9 ( é:on‘.’e/PZOHS)
ani / day:

SV 63,7 79,7 1,43 362 58,6

SE 4,99 5,81 0,17 5,81 5,82

SD 18,7 21,7 0,65 21,7 21,8

|\ 60 90 2 90 89

Min 37 50 1 332 31

Max 97 140 3 422 120

Tabela 6. Reproduktivni parametri kontrolnih krava sa puerperalnim endometritisom kojima
je apliciran placebo 20 — 24. dana post partum i 10 dana kasnije takode placebo
(n=11)

Table 6. Reproductive parameters for control cows with puerperal endometritis which were administered a pla-
cebo injection 20-24 days post partum and placebo again 10 days later (n=11)

Period od aplikacije
Period ¢ekanja/ | Servis period / . do koncepcije /
o . ; . Indeks osjem. / MTP . oD
Waiting period Service period D : Period from application
(dani / days) (dani / days) Insemination index | - (dani / days) zé(é 00{7§e§tiol)z
ani / days)
SV 76,3 93,60 1,82 375 72,20
SE 6,6 2,77 0,23 2,78 2,84
SD 21,9 9,20 0,75 9,23 9,42
|\ 71 30 2 30 30
Min 38 79 1 361 57
Max 109 109 3 391 87

U tabelama 7. i 8, prikazani su rezultati koncepcije oglednih krava tre-
tiranih sa gonadorelinom i dinoprostom u razli¢itim vremenskim periodima post
partum kao i kontrolnih plotkinja koje su u istim intervalima dobijale placebo injek-
cije. Zapaza da je ukupan procenat koncepcije bio znacajno vec¢i kod krava tretira-
nih hormonskim preparatima kao i da je u ovoj grupi plotkinja manji procenat
jedinki sa otvorenim danima. Najvecéi procenat koncepcije imale su plotkinje koje
su bile tretirane gonadorelinom 14 — 16. dana post partum i nakon 10 dana sa di-
noprostom.
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Tabela 7. Rezultati koncepcije oglednih krava tretiranih sa GnRH (gonadorelin) i PGF2a. (di-
noprost) u razlicitim vremenskim periodima post partum
Table 7. Results for conception of experimental cows treated with gonadoreline and PGF2o. at different time in-

tervals post partum

Grupe krava Gravidno od / Gravid from

u ogledu / Li'::\?;? Ukupna konc. /
Group of cows lvo/ llvo/ lllvo/ | nesteone/ Total Total conception
in experiment I ai II ai I ai nongravid olal cows

14-16 dan / 7 6 0 1 14 13

14-16 days | (53,84%) | (46,15%) (7,14%) (99,85%)
17-19 dan/ 8 10 0 2 20 18

17-19 days (40%) (50%) (10%) (80%)
20-24 dan/ 9 4 1 2 16 14

20-24 days | (56,25%) |  (25%) (6,25%) (12,5%) (87,50%)

Tabela 8. Rezultati koncepcije kontrolnih krava tretiranih sa placebo injekcijama u razli¢itim
vremenskim periodima post partum
Table 8. Results for conception of control cows which were administered placebo injections at different time

periods post partum

Grupe krava Gravidno od / Gravid from

u kontroli / LIJ(kupno Ukupna konc. /
Group of cows | 1vo/ llvo/ lllvo/ | nesteone/ rava/ | Total conception

as controls Iai II ai I ai nongravid | Total cows

14-16 dan / 6 0 2 2 10 8

14-16 days (60%) (20%) (20%) (80%)
17-19 dan/ 7 4 3 4 18 14

17-19 days | (38,88%) | (22,22%) | (16,66%) | (22,22%) (77,77%)
20-24 dan/ 4 5 2 3 14 11

20-24 days | (28,57%) | (35,71%) | (14,28%) | (21,46%) (78,57%)

Diskusija i zaklju€ak / Discussion and conclusion

Analiza uspjesnosti primjenjenih metoda pokretanja spolne cikli¢nosti
post partum vrSena je na osnovu statisti¢ki obradenih rezultata koji se odnose na:
duZinu perioda Cekanja, servis perioda, indeksa osjemenjivanja, medutelidbenog
perioda i vremena od aplikacije gonadorelina u krava sa puerperalnim endometri-
tisom kojima je apliciran gonadorelin i 10 dana kasnije dinoprost.

U krava sa klini¢ki dijagnosticiranim endometritisom puerperalnog
porijekla koje su tretirane sa GnRH i 10 dana kasnije sa PGF2o. (dinoprost) u vre-
menskim periodima 14-16,17-19 i 20-24. dana post partum uocene su znacajne
razlike u duzini anestrusnih perioda oglednih u odnosu na kontrolne grupe. U gru-
pama oglednih krava, vremenski periodi od tretiranja do koncepcije znac¢ajno se
razlikuju. Tako je u grupi krava tretiranih gonadorelinom 14-16 dana post partum i
10 dana dinoprostom, vremenski razmak od aplikacije do koncepcije iznosio 44
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dana. U drugoj grupi tretiranih krava (17-19) razlika je iznosila 27 dana, a u tre¢oj
grupi (20-24) 14 dana. Uocava se da je najmanja razlika oglednih grupa u odnosu
na kontrolne bila u treoj grupi (20-24 dana). Rezultati istrazivanja Gustafsona i
sar. (1976) i Richardsona i sar. (1983) ukazuju na to da je ovakvo tretiranje krava sa
infekcijama uterusa korisno, jer ranije dolazi do uspostavljanja spolne cikli¢nosti a
time i ozdravljenja endometrija.

U krava sa puerperalnim endometritisom tretiranih sa GnRH i PGF2a
prema grupama od 14-16, 17-19 i 20-24 dana post partum razlike u duzini servis
perioda oglednih i kontrolnih krava su iznosile 39,50, 27,901 13,9 dana. Razlike su
bile na razini od p<0,05 i p<0,01. UoCava se da je najmanja razlika bila u grupi
krava tretiranih od 20-24. dana nakon teljenja.

Rezultati nasih istraZivanja su u skladu sa nalazima Benmarda i Ste-
vensona (1988) i Etheringtona (1984) koji ukazuju na to da aplikacija PGF2a kra-
vama, 24 dana nakon teljenja koje je uklju€ivalo apliciranje GnRH 14. dana post
partum uti¢e na reproduktivne parametre krava. Oni istiCu da aplikacija PGF2alfa
24. dana skraéuje prosijeCne dane do prvog osjemenjivanja i otvorene dane i
povecava stepen koncepcije od prvog osjemenjavanja. Prema istraZivanjima
Benmarda i Stevensona (1988) primjena GnRH i PGF2o. smanjuje interval od tel-
jenja do koncepcije za 43-48 dana, §to je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Na-
dalje, istraZivanja pokazuju da ovakav nacin tretiranja ima direktan terapeutski
nus, $to pospjeSuje involucione procese. Povecanjem kontraktilnosti uterusa
smanjuju se obim i perzistencija infekcija (Ax, 1991). Smatramo, takoder, da je
ovome doprinjela profilaktiCka intrauterina aplikacija antibiotika kravama sa reten-
cijom sekundina i teskih teljenjima.

O duzini perioda €ekanja postoje mnogobrojni izvjestaji koji se odno-
se na efikasnost reprodukcije i proizvodnju mlijeka. Tako VanDemark i Salisbury
jo§ 1950. ukazuju na to da se maksimalna efikasnost reprodukcije postize osje-
menjivanjem izmedu 100 i 120 dana poslije teljenja. Medutim, ovaj pristup ne
obezbjeduje maksimalnu reprodukciju tj. jedno tele svake godine. McClary i sar.
(1989) ukazuju na to da je skoro 90% oteljenih krava ponovo sposobno za repro-
dukciju prije isteka roka od 60 dana po teljenju. Slama i sar. (1976) za signifi-
kantno skra¢enje medutelidbenog intervala preporucuju da se sa osjemenijivan-
jem krava otpo¢ne u periodu 45 i 50 dana poslije teljenja, sto omoguéuje i rein-
seminaciju, intenzivniji program otkrivanja estrusa i efikasnije osjemenijivanje.

Rezultati brojnih istrazivanja su ukazali da je trajanje anestrusa post
partum pod uticajem razliCitih faktora kao Sto su ishrana, laktacija, starost, pas-
mina, sisanje teladi, sezona teljenja, sistem drzanja krava i tjelesna tezina (Mor-
row, 1969; King i sar., 1976; King, 1984; Redford i sar., 1978; Peters i Riley, 1982).
O znacajnosti razlika u duZzini anestrusnog perioda na osnovu mjerenja koncen-
tracije progesterona u krvi ili mlijeku izvjestili su Bulman i Lamming (1978), King i
sar. (1976), Keeling i Ravindran (1992). Fisher i sar. (1986) su utvrdili da se kod
krava sa kratkim periodom acikli¢nosti brze razvijala pulzatorna slika sekrecije LH
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i bilo je signifikantno viSe pulzacija nego u krava sa dugim periodom acikliCnosti.
Nadalje, vremenski razmak pulzacija LH nije tako Cest ili redovit, odnosno pravilan
u krava sa dugim periodom acikli¢nosti.

Bulman i Lamming (1978) su na osnovu odredivanja razine koncentra-
cije progesterona u 553 mlije€ne krave utvrdili da se kod ukupno 90% krava ob-
navlja ovarijalna aktivhost sa 50 dana post partum. Medutim, prema McLeodu i
Williamsu (1991) ovarijalna cikli€¢nost se obnavlja u 81% krava 30 dana nakon tel-
jenja, a u 92% krava 42 dana nakon teljenja. Archibald (1990) je izvjeStavajuci o
pojavi disfunkcije ovarija postpartum u velikim mlije¢nim farmama utvrdio da
iznosi i do 30% kada je odsutan corpus luteum, a koncentracije progesterona
plazme manje od 1 ng/ml.

Medutelidbeni intervali krava sa puerperalnim endometritisima tretira-
nih gonadorelinom i PGF2a iznosili su nakon razli¢itih vremenskih perioda treti-
ranja (14-16,17-19, 20-24 dana) post partum: 355 + 18,3; 348 + 13; 362 = 21,70
dana. U kontrolnih krava prema grupama tretiranja, medutelidbeni intervali su bili
duZi za 38,28 i 13 dana, respektivno. Rezultati nasih istrazivanja su u skladu sa po-
dacima koje iznose Benmard i Stevenson (1988) i Etherington (1984).

Ocjenjivanje intervala teljenja je standardna metoda prosudivanja
uspjeha ili neuspjeha programa reprodukcije u stadu. Neki autori dovode u pi-
tanje vrijednosti takvog pristupa i sugeriSu da se u obzir mogu uzeti i razina proiz-
vodnje mlijeka i nacin drzanja. U idealnom slucaju, kada se ocjenjuje reproduk-
tivno stanje stada, treba uzeti u obzir i te faktore kao i ambijent zajedno sa interva-
lom teljenja. Na duzinu medutelidbenog intervala uti€u mnogobrojni faktori, na
prvom mjestu duzina anestrusnog perioda, pravovremeno otkrivanje estrusa, od-
nosno interestrusnog intervala. Kako je duzina graviditeta genetski uslovljena i na
nju se ne moze utjecati, svi ostali inioci su subjektivno uslovljeni (De Kruif, 1978).
Tu se na prvom mjestu misli na uslove drzanja, ishrane prije i poslije partusa, hi-
gijene porodaja i puerperija.

Vedina autora smatra da je ekonomski opravdan medutelidbeni inter-
val od 360 do 390 dana (DeKruif, 1978; Sherington i Roche, 1978; Zeddies 1977).
Medutim, Esslemont (1977) ukazuje na to da iz ekonomskih razloga, krava treba
da se teli svakih 330 dana, uz period zasu$enja od 50 dana i navodi da se na taj
nacin ostvaruje maksimalna proizvodnja mlijeka.

Procenat koncepcije nakon prvog vestatkog osjemenjivanja se
najéesce uzima kao mjerilo uspjesnosti ovog zahvata, a o tim rezultatima postoje
razliCiti izvjeStaji. Boyd i Reed (1961) navode da od prvog osjemenjivanja ostaje
gravidno oko 60% krava. Prema Moore-u (1978) procenat koncepcije u velikim
stadima se kre¢e oko 30-50%. Attonaty i sar. (1973) ukazuju da se procenat kon-
cepcije u mlije¢nih krava u Francuskoj kre¢e ispod 45%.

Indeks osjemenijivanja je jedan od indikatora da li su ili ne krave u es-
trusu u momentu kada se osjemenijivaju, ali je isto tako indikator zdravstvenog
stanja reproduktivnog trakta plotkinja. Prema istraZivanjima Dohoo-a (1982) na 32
stada u Ontariju, prosije€an indeks osjemenjivanja iznosio je 1,87 po koncepciji.
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Jedna grupa autora je izvjestila (Nash i sar., 1980) da tretiranje sa 250 mg GnRH
izmedu 13. i 15. dana post partum rezultira u manje osjemenjivanja po koncepciji
(indeks 1,23) nego $to je bilo potrebno za kontrole (1,74) u dobro organizovanom
stadu gdje je otkrivanje estrusa bilo bolje od prosijeka, a osjemenijivanje je pocelo
izmedu 40 i 60 dana post partum. Sli¢ne rezultate navodi i Peche (1979).

U oglednih krava sa endometritisom puerperalnog porijekla tretiranih
gonadorelinom i dinoprostom, od ukupnog broja krava, od 3 osjemenjivanja kon-
cipiralo je 84% plotkinja, dok je u kontrolnoj grupi od 42 krave koncipiralo 33
(78,57%). Razine koncentracije progesterona na dan uzorkovanja nisu utjecale na
rezultate koncepcije Sto istiCu Young i sar. (1984) i Ax (1991). Medutim, ne moze
se zanemariti luteoliticki efekat kod najmanje 50% krava sa puerperalnim en-
dometritisom koje su usljed toga pocele ranije ciklirati Sto je doprinjelo ob-
navljanju endometrija i kasnije utjecalo pozitivho na ukupne reproduktivne para-
metre tretiranih krava. Ovome u prilog idu i rezultati koncepcije od drugog osje-
menjivanja koji su se prema grupama (14-16, 17-19, 20-24 dana) iznosili 46,15%,
50,00% i 25%, dok su u oglednim grupama iznosili 0, 22,22 i 35,71%. Brojna is-
traZivanja ukazuju da ovakav rezim tretiranja ima direktan terapeutski efekat na
spjesuje involuciju uterusa i smanjuje intenzitet postojeée infekcije uterusa. Ferry
(1994) ukazuje da je efikasnost dinoprosta u tretiranju endometritisa jednaka ili
Cak veca od efikasnosti antibiotika. Istovremeno se zbog prelaska antibiotika u
mlijeko i sve izrazenijih kriterija zdravstvene kontrole mlijeka, aplikacija antibiotika
u uterus kad je to moguce izbegava.

Nasi rezultati ukazuju na to da je upotreba kori§éenih hormonskih pre-
parata u krava sa puerperalnim endometritisima dovela do zna¢ajnog pobolj$anja
posmatranih reproduktivnih parametara.
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ENGLISH

INFLUENCE OF GnRH - GONADORELINE AND PROSTAGLANDINE F2o. -
DINOPROST APPLICATION ON REPRODUCTION PARAMETAR VALUES IN
DAIRY COWS WITH PUERPERAL ENDOMETRITIS

M. Sabanovié, N. Papriki¢, A. Suljkanovié, J. Miljas, M. Lazarevié¢

This paper presents results of investigations of gonadoreline application (14-
16, 17-20 and 21-25 days post partum) influence, followed by prostaglanin F2a ten days
later, on the reproductive parameters of dairy cows with difficult calvings and endometritis.
The study was carried out on a total of 92 Holstein-Friesian cows. Fifty of them treated with
hormones, while 42 animals served as controls, receiving placebo injections.

Analysis of the results in cows with postpartal endometrits revealed that mean
anoestrus period, open days period and intervals between calvings were significantly lower
in cows that underwent hormonal treatment, when compared to the controls. The period
from gonadoreline application, followed by prostaglandine injection, to conception was
shorter by 44, 28 and 14 days respectively when compared to the control grups. The total
conception rate from the first three artificial inseminations was higher in the experimetal
groups in comparison to the controls.

Key words: cows, GnRH - gonadoreline, prostaglandine F2o. — dinoprost, reproductive
parametars, endometritis

282



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright {c) by Foxit Software Company, 2003 - 2009
For Evaluation Only.

Vet. glasnik 63 (5-6) 269 - 283 (2009) M. Sabanovié i sar.: Utjecaj aplikacije GnRH —
gonadorelina i prostaglandina F2o. — dinoprosta na reproduktivne parametre mlije¢nih...

PYCCKUN

BIUAHUE ANMJIMKALUAU TOHAZJOPEJIMUHA U NPOCTATNTIAHAWHA F20. HA
PEMPOAYKTUBHbIE MAPAMETPbI MOJIOYHbIX KOPOB C NMYEPMEPAJIbHbIMA
SQHAOMETPUTAMU

M. la6baHoBu4, H. Manpukuy, A. CynibKaHOBWY, 1. Munsic, M. JlasapeBuy

Ota paboTa coaep>XuT pe3yfibTaTbl UCNbITaHNS annaMkaumm roHagopenvHa
B BpeMeHHbIX nepuogax ot 14 go 16, 17 o 20 u 21 go 25 gHew post partum v NPOCTOrNax-
OvHa F2o, pecaTb OHEW No3Xe OT 3TOW UHBEKLWUW, HAa penpoayKTBHblE napameTpbl
MOJI04HbIX KOPOB, KOTOPbIE NEMITN TSXKENbIE TeNEeHUA 1 NOCNe HUX dHAOMeTpuThI. Miccne-
[0BaHMA BblBEEHbI Y COBOKYMHO 92 NNOAOBUTbLIE KOPOBbI XONLWTaNH-(OPU3NACKON Mo-
pogabl. FopMoHamu 66110 neyveHo 50 KOpoB, MOKa B KOHTPOSbHbIX rpynnax 6b1fo COBOKYM-
HO 42 NNOA0BUTbLIE KOPOBLI, KOTOPbI B TAKMX Xe nHTepBanax bl annamumMpoBaHbl nna-
1eb0 MHBEKLUNN.

AHann3oM rnosty4eHHbIX pe3dyrbTaToB Yy KOPOB C NOCepoA0BbIM dHAOMETPU-
TOM yTBEP>KAEHO, YTO CPEAHNIN aHICTPYCHbIV NEPVOA, CEPBUC NEPVOA U MHTEPBAS MeXay
TeneHneM B rpynnax nriofoBUTbIX KOPOB, JIeHeHHbIX roHafopeniMHoM 1 npocTtarnaHan-
HOM F20, 3HaUNTENbHO 6051ee KOPOTKMIA B OTHOLLUEHUM KOHTPOSbHbIX rpynn. BpemeHHbIN
nepvog OT annivkKauuu roHagopenvHa (CrexxeHbl annnukaumen npocTornaHanHa) oo
KOHLEeNUMK, K niedeHHbIM rpynnam 6bii 6onee KopoTkuii 44, 28 n 14 gHel B OTHOLLEHWM
KOHTPOSbHbIX. COBOKYMHAA KOHLENUUS, OT NepPBbIX TPEX NCKYCCTBEHHbLIX OCEMEHEHWN, Y
KOPOB, NIEYEHHbIX FOPMOHaNbHbIMU NpenapaTtamu 6bina 66bLue BO BCEX TPEX OMbITHBLIX
rpynrnax rno CpaBHEeHUIO C CTOUMOCTAMMU, JOCTUTHYTHIMU Y KOHTPOSIbHbBIX €ANHUYHBIX XKNB-
OTHbIX.

KrntoyeBble cnoBa: KOpoBbl, roHaAopenvH - GnPH, npoctarnaHavH F2o., penpoayKTUBHbIE
napameTpbl, SHAOMETPUTbI
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UDK 636.2.09:616.441:616.36-003.826

BLOOD CONCENTRATIONS OF THYROID HORMONES AND

LIPIDS AND HISTOLOGICAL CHANGES IN THE LIVER IN

DAIRY COWS IN POSTPARTURIENT PERIOD

KONCENTRACIJE HORMONA TIROIDNE ZLEZDE I LIPIDA U KRVI
I HISTOLOSKE PROMENE U JETRI KOD MLECNIH KRAVA U

POSTPARTALNOM PERIODU
R. Pokovié¢™

*

The triiodthyronine (T,), thyroxine (T,), glucose, free fatty acids
(FFA), triacylglycerols (TAG) and total cholesterol concentrations
were estimated in the blood serum and content of lipids in the liver in
healthy (n=10) and ketotic (n=10) dairy cows in the postparturient peri-
od. Samples of liver and blood tissues were taken from all the cows. Pa-
thohistoligical examination of liver tissues showed statistically signifi-
cant higher (p<0.01) lipid infiltration in ketotic cows compared to
healthy ones. Biochemical examination of blood serum showed signifi-
cantly higher values (p<0.01) of free fatty acids in ketotic cows such as
significantly lower concentrations of glucose (p<0.01), triacylglyce-
rols (p<0.01), total cholesterol (p<0.05), triiodthyronine (p<0.05) and
thyroxine (p<0.05) compared to values of these parameters in the
blood serum in healthy cows. Significant increase of concentration of
free fatty acids, such as positive correlation (r=0.51; p<0.05) between
the free fatty acids in blood and the content of lipids in liver in ketotic
cows compared to healthy ones, as well as pathohistological report,
shows that during intensive lipomobilisation newly synthetized tria-
cylglycerols accumulated in the hepatocytes.In ketotic cows hypothy-
roidal status is established and it can be a significant factor in the deve-
lopment of fatty liver.

Key words: cows, fatty liver, ketosis, lipids, triiodthyronine, thyroxine

Rad primljen za Stampu 31. 10. 2009. godine

** Dr sci. med, vet. Radojica Dokovi¢, Professor, Department of Animal Science, Faculty of

Agronomy, Cacak, University of Kragujevac, Serbia
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Introduction / Uvod

Most metabolic disorders develop during the postparturient period.
Fatty liver and ketosis present the most frequent disturbances occuring in dairy
cows, resulting in significant economical losses due to a decrease in milk produc-
tion (10-15%) high expenses of therapeutic treatment, emergency slaughter and
deaths. Fatty liver develops during the periparturient period, when mobilization of
lipids from bodily fat reserves are elevated and the rate of triglicerides accumula-
tion in the liver is particularly high (Veenhuizen et al., 1991; Vazquez-anon et al.,
1994; Reist et al., 2002).

Lipomobilisation characterised by high concentrated free fatty acids in
blood starts within high pregnancy, reaching its maximum at early lactation. Free
fatty acids are re-esterified and accumulated in the form of triacylglycerols in the
liver, primarily due to a decreased capacity of hepatocytes for transport of lipids by
very low density lipoproteins (VLDL). As a result, lipomobilisation intense ketoge-
nosis and lipogenesis in the liver and as a consequence, lower concentrations of
glucose, triacylglycerol and total cholesterol in blood were manifested (Herdt et
al., 1983; Holtenius, 1989; Veenhuizen et al., 1991; Grummer, 1993; Vazguez-
anon et al., 1994; Sevinc et al., 2003).

The hormonal activity of the thyroid gland has an important role in
early lactation for determining cell metabolism intensity, energy metabolism and
the lactation course itself by its thyroid hormones (Nikoli¢ et al., 1997). A positive
correlation was established between thyroid hormones in blood and energy bal-
ance (Reist et al., 2002) and a negative one between concentrations of triiodthy-
ronine and thyroxine in blood and milk production (Nixon et al., 1988). Under the
conditions of a negative energy balance and of high lipomobilisation, the concen-
trations of thyroid hormones were reduced in blood of dairy cows in the postpartu-
rient period, with pronouncedly declined triiodthyronine in blood shortly before
and after calving (Blum et al., 1983; Gerloff et al., 1986; Nikoli¢ et al., 1997; Reist et
al., 2002; Pezzzy et al., 2003).

Kapp et al. (1979) noticed diffusal lipid infiltration of hepatocites, im-
pairing most of them, took place due to a reduced mitochondria capacity to oxi-
dize fatty acids at reduced levels of thyroid hormones in blood. Allowing for a role
of thyroid hormones in the energy metabolism as well as in the milk production
during lactation, the correlation between the concentrations of thyroid hormones,
lipids and glucose in blood and histological changes in the liver tissue in the post-
parturient period was the subject of the current research.

Materials and methods / Materijal i metode rada

The high pregnant and calved cows (n=20) were chosen from a Hol-
stein dairy herd and split up into two groups, the first one (C — control group)
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(n=10) consisting of clinicaly healthy cows, the other (E-experimental group)
(n=10) consisting of ketotic ones. The liver and blood samples were taken from
all the cows. The cows were average on the 4-6 years old, 650 kg in weight, with 3
lactations and 7625 i milk of average milk production per 305 days of lactation.
The diseased cows were those indicating clinical symptoms of ketosis (inap-
patence, rumen atony and behavioural changes) with urine of their ketotic bodies
exceeding 17.20 mmol-| -1 (Lastradet-Rosenberg test 1978). The trial cows were
kept in tie-up stalls in a barn housing. Diet and feeds were in conformity with pur-
pose and animal utilisation. The meal was prepared in the way to suit the energy
needs of animals in early lactation.

The blood samples were collected by punction of the jugular vein (2
test tubes of blood taken per punction, around 20 ml blood) from 10 a.m. to noon
or from 4 to 6 h after milking and feeding. The blood serum separation was aided
at 3000 rotations/min. The blood serum samples were kept in a fridge at -18 °C
before the investigation started.

Shortly after blood sampling the liver tissue was sampled through liver
percutaneus biopsy using a biopsy instrument (Davieset and Jebbett, 1981; Gaal,
1995) following a modified method of Gaal after Hajovcava-Kacifirex (1967). The
biopsy was performed at the right 11 intercostal region, approximatelly 2 cm be-
low the horizontal line through the tuber coxae, with a 3-5 cm long and 3-4 mm
wide liver specimen.

Trilodthyronine (T3) and thyroxine (T,) concentrations in the blood se-
rum samples were determined following the RIA method, using commercial test
packages (INEP-Zemun) and those of free fatty acids (FFA) colorimetrically ac-
cording to Ducombe (1966), with the colorimetric test No. 001 INEP Zemun being
used. The determination of glucose contained in blood was made through GOD-
PAP phenol method Dialab (Austria) cat. No. 760312, that of triacylglycerols (TAG)
in blood serum through GPO-PAP method cat. No. A 40015 and total cholesterol
in the blood serum CHOD-PAP method cat. No. 041015, reagens Serbolab (Ser-
bia) by means of microtiter reader MULTISKAN MCC/340 (Helsinki, Finland). All
biochemical parameters were assayed at the laboratory of the Institute for the Ap-
plicatin of Nuclear Energy (INEP) Zemun. Liver tissue was pathohistologicaly
tested for lipid content at the Pathological Department of the Faculty of Veterinary
Medicine in Belgrade. The liver specimens were fixed in neutral 10% formalde-
hyde solution. Cryostat sections were stained with hemotoxylin and eosin and
Sudan-lll in order to determine the degree of lipid infiltration.The amount of fats in
the liver were determined stereometrically, computing volume density according
to the formula:

Pf
Vvf =—x 100
Pt

Vvf — volumen density of phase
Pf — points which follen on phase
Pt — points of test system
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For determination of the amount of fats in the hepatocytes the net M
100 was used.

The significance of differences of thyroid hormones, lipids and glu-
cose concentrations in the blood serum and the content of lipids in the liver be-
tween the animal groups used in the experiment were determined by the ANOVA
procedure. Data are expressed as means * standard deviation (x = SD). Correla-
tion coefficients were obtained using linear regression models. Differences with
p<0.05 and p<0.01 were considered statistically significant (microsoft STATIS-
TICA ver.5.0, Stat. Soft. Inc.1995).

This experiment has been aproved by the veterinary inspection at Novi
Sad.

Results / Rezultati

The results of selected metabolic parametars of the groups of healthy
cows (C - control group) and ketotic cows (E — experimental group) are shown in
Table 1.

Table 1. Selected metabolic profile parameters (means + standard deviation) of the groups
of healthy (C — control group) and ketotic (E — experimental group) cows in the post-
parturient period /

Tabela 1. Odabrani parametri metabolickog profila (srednja vrednost * standardna devijacija) grupa zdravih
krava (C — kontrolna grupa) i ketoznih krava (E — eksperimentalna grupa) u postpartalnom periodu

Ketotic cows / Healthy cows /

Ketozne krave Zdrave krave
Group / Grupa (n =10) E C
Glucose / Glikoza (mmol-I-1/) 1.80 + 0.43 2.71 + 0.35**
FFA (mmol-I1) 0.74 + 0.12 0.46 + 0.10**
TAG (mmol-I1) 0.27 + 0.03 0.35 + 0.04**
Total cholesterol / Ukupni holesterol (mmol-I-1) 1.39 + 0.29 1.86 + 0.62*
T (nmol-I1) 1.58 + 0.70 2.22 + 0.74*
T4 (nmol -I'") 35.06 + 12.43 45.75 + 14.27*
Content of lipids in the liver / Sadrzaj lipida u jetri (%) 32.91+ 13.23 8.37 + 1.24**

Legend: *p<0.05 (between group E and C); **p<0.01 (beween group E and C) /
Legenda: “p<0,05 (izmedu grupe E i C); p<0.01 (izmedu grupe E i C)

From Table 1 it can be seen that there were significant changes of
most parameters in blood in the group of ketotic i.e. the group of cows with fatty
liver. Blood glucose concentration was significantly lower in ketotic cows than in
control cows (p<0.01). Biochemical examination of lipids in the blood serum
showed significantly higher values (p<0.01) of free fatty acids in ketotic cows
such as significantly lower concentrations of triacylglycerols (p<0.01) and total
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cholesterol (P<0.05), compared to the values of these lipids parameters in the
blood serum in the groups of healthy cows.The results also showed that the con-
centration of both thyroid hormones was significantly lower in the blood serum of
ketotic cows, than in the blood serum of normal, control cows (p<0.05).

In the group of ketotic cows, the content of lipids in the liver was
32.91+13.283 % and it was higher (p<0.01) compared to the group of healthy
cows (8.37%1.24 %).

The results of single values of the content of the lipids in the liver in ke-
totic cows are shown in Table 2.

Table 2. The content of the lipids (%) in the liver of ketotic cows /
Tabela 2. Sadrzaj lipida (%) u jetri ketoznih krava

Ordinal
number / 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X
Redni broj
%ofl[p!ds/ 25.44123.66|23.98| 61.15| 44.82|142.56|16.04|31.86(32.98| 26.62| 32.91
% lipida

According to the Gaal's (1993) proposal all cows can be divided into 3
groups on the basis of content of lipids in the liver: 15t group — mild degree of fatty
liver (0-20 %), 2" group — moderate degree of fatty liver (20-40 %) and 3" group —
severe degree of fatty liver (more than 40 %). The obtained results show that only
one cow with ketosis had a mild degree of lipid infiltration of liver cells or 10 % of
tested cows, in six cows there was a moderate degree of fatty liver (60 %) and in
three cows (30 %) severe fatty liver had been determined.

Figure 1. Hepatocytes with light, fine granulated cytoplasm in the liver of a puerperal healthy
cow (HE, 270x) /
Slika 1. Hepatociti sa svetlom, fino granuliranom citoplazmom u jetri postpartalne zdrave krave (HE, 270x)
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Significant content of lipids in hepatocytes has not been determined in
healthy cows after calving. In histological preparations hepatocytes were normal
by size, shape and order. In some of them lighter fine granulated cytoplasm was
noted, while nuclei in some of those hepatocytes were masked (Figure 1).

Histological examination of liver of cows with a mild degree of fat infil-
tration in hepatocytes has been determined in the presence of intracytoplasmatic
single tiny fat droplets placed centrolobularily. The shape and size of hepatocytes
remained unchanged and such was the relation between hepatocytes and sinu-

Figure 2. Fatty changes of low intensity ( 16.04 %) in the liver of a ketotic cow (HE, 270x) /
Slika 2. Masne promene niskog intenziteta (16,04%) u jetri ketozne krave (HE, 270x)

Figure 3. Fatty changes of medium to high intensity (32.96%) in the liver of a ketotic cow
(HE, 130x) /
Slika 8. Masne promene srednjeg do visokog intenziteta (32,96%) u jetri ketozne krave (HE, 130x)
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soids (Figure 2). In cows with a moderate degree of fatty liver pathohistological
changes of the liver tissue were in correlation with the amount of lipids in the hepa-
tocytes. In lighter forms single tiny fat droplets were noticed in centrolobularily
placed hepatocytes. The nuclei of these cells were visible and without changes.
With the increase of the amount of fat the number of infiltrated hepatocytes in-
creases such as the number and size of fat droplets in them. Nuclei of the cell were
peripherally dislocated and in the heavier forms they were becoming piknotic or
were completely missing (Figure 3). In the severe degree of fatty liver, patohisto-
logical changes of liver tissue were the most visible, i.e. hepatocytes were almost
completely filled by middle and large sized fat droplets, the size of hepatocytes
was cosiderably increased, nuclei were damaged and peripheraly dislocated, pi-
knotic or completely missing (Figure 4).
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Figure 4. Selection of fats in a major part of the liver lobule (42.56%) in a ketotic cow

(HE,130x) /
Slika 4. Nagomilane masti u vecem delu jetrenog reznjica (42,66%) ketozne krave (HE, 130x)

[ Discussion | Diskusija

Primary homeoretic adaptation of the glucose metabolism in the early
lactation leads to an increased gluconeogenesis in the liver to direct glucose to
the mammary gland for lactose synthesis (Reynolds et al., 2003). If the degree of
gluconeogenesis does not satisfy the increased needs in glucose of dairy cows in
early lactation, hypoglycaemia, ketonemia and ketonuria likely occurs (Young,
1977).

In the group of ketotic cows, hypoglicaemia was determined which
was significantly lower (p<0.01) compared to the groups of healthy cows. Similar
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results were obtained by other authors (Veenhuizen et al., 1991; Vazquez-anon et
al., 1994). Needs for glucose in early lactation in dairy cows are higher than the
amount which the body can provide in the condition of high milk production and
that is an important factor in the development of hypoglycaemia and ketosis.

In ketotic cows there is a decreased ability of hepatocytes to synthese
glucose by gluconeogenesis and as a consquence fatty liver development
(Gréhn, 1985; Veenhuizen et al., 1991; Codorniga-valino et al., 1997). In accor-
dance with this, we have confirmed in our test the negative correlation (r=-0.69;
p<0.05) between glucose concentration in blood and content of lipids in the liver
in the group of ketotic cows.

In this experiment, pathohistoligical examination of liver tissues shows
statistically significant higher (p<0.01) lipid infiltration in ketotic cows compared
to healthy cows. In the ketotic cows, various degrees of fatty liver were estimated.

Similar results of the testing of structure of fatty liver in dairy cows us-
ing light or electron microscopy were also obtained by other authors (Kapp et al.,
1979; Gréhn, 1985; Gréhn and Lindberg, 1985; Johannsen et al., 1993). These
authors have determined an increase of the hepatocyte volume, compression and
decrease of volume nuclei, glycogen, sinusoids, rough endoplasmic reticulum
and other organelles in the hepatocytes, a decrease of the number with simulta-
neous increase in the size of mitochondria and mitochondrial damage such as in-
crease in a smooth endoplasmic reticulum and the number and size of fat drop-
lets.

The energy metabolism in dairy cows in the transitional period is
closely linked to lipid metabolism. The best indicator of negative energy balance
and the degree of mobilisation of lipids from bodily fat reserves in the postpartal
period is the increase of FFA concentrations in blood (Veenhuizen et al., 1991;
Vazquez-anon et al., 1994; Reist et al., 2002; Overton and Waldron, 2004). There is
an increase in blood FFA concentrations which are bound to albumin and trans-
ported to the liver. In the liver, they may be oxidized to CO, or ketone bodies or
they are re-esterified to TAG. TAG are then combined with phospholipids, choles-
terol and apoproteins, with the production of lipoproteins and mainly lipoproteins
of very low density (VLDH) that carry TAG to varius tissues (Holtenius, 1989).

Significantly higher FFA concentrations have been determined in the
blood (p<0.01) of ketotic cows than in healthy cows. This agrees with the studies
of Veenhuizen et al. (1991), Reist et al. (2002) and Overton and Waldron (2004).

In accordance, in this experiment significant possitive correlation
(r=0.51; p<0.05) was determined between the FFA in blood and the content of
lipids in the liver such as a negative correlation (r=-0.64; p<0.05) between the
FFA and TAG concentrations in blood in the group of ketotic cows. The obtained
results unambigously show that the significant increase of FFA concentrations in
blood causes an increase of the amount of lipids in the liver cells.

In cows with fatty liver the TAG and total cholesterol concentrations in
the blood decline (Sevinc et al., 2003). In ruminants relatively low TAG concentra-
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tions in the blood serum (2.6-5.2 mmol-I"!, Jovanovié, 1984) and the further de-
cline of their concentrations could be a consequence of lipid infiltration of liver
cells.

In this experiment significantly lower (p<0.01) TAG concentrations
has been determined in blood in the group of ketotic cows than the values in the
group of healthy cows, such as a significant negative correlation (r=-0.55;
p<0.05) between the TAG concentrations in blood and the amount of lipids in the
liver in the group of ketotic cows. The results unambigously indicated that the
blood TAG concentrations decreased and proportionally their amount increased
in the liver cells in which they accumulated. These results are in accordance with
the observation by Holtenius (1989) and Sevinc et al. (2003).

Furthermore, the significant positive correlation (r=0.54; p<0.05)
between glucose and TAG levels in blood clearly shows that during intensive lipo-
mobilisation and accumulated TAG in the liver cells, their gluconeogenetic ability
is decreased, which is probably one of the main causes of developing hypoglicae-
mia in the animals.

Contrary to this, in healthy cows in the puerperal period, a positive cor-
relation (r=0.70; p<0.05) has been determined between the FFA and TAG con-
centrations in blood. This indicates that in the condition of lipomobilisation in
blood of just calved healthy cows the increase of TAG concentrations in blood and
unlike the ketotic cows TAG do not accumulate in the liver, but are transported by
the blood to the tissues which use them for their purposes.

According to Gerloff et al. (1986) a low level of total cholesterol in
blood has been observed in the cows which have damaged liver function.

In this study the total cholesterol concentrations in blood in the tested
group of cows were within the lowest physiological limit (1.3-6.0 mmol-I"', Jova-
novi¢, 1984) and significantly lower (p<0.05) levels of the total cholesterol were
determined in blood in ketotic cows than of healthy group of cows. These results
were in accordance with the results of other authors (Gerloff et al., 1986; Holten-
ius, 1989; Sevinc et al., 2003) which indicate that in the condition of ketosis and
fatty infiltration of liver cells in dairy cows, their ability to synthesize and transport
cholesterol is decreased.

The decline of TAG and total cholesterol levels in the blood of ketotic
cows is the consequence of decreased or insufficient synthesis of lipoprotein frac-
tions. This is specially important from the aspect of synthetic activity of hepato-
cytes, because in the conditions of fatty infiltration their role is significantly de-
creased, so that concentration of all lipoprotein fractions in blood decreases
(LDL,VLDL and HDL) and a specially of those which are responsible for transport-
ing TAG from the liver (VLDL) (Herdth, 1983; Gerloff et al., 1986; Holtenius, 1989;
Sevinc et al., 2003).

In early lactation, dairy cows are in a state of metabolic stress in order
to satisfy the increased energy of the mammary gland and the adjusment of the
neuro-endocrine system of dairy cows to the new metabolic needs of the body
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(Bauman and Currie, 1980; Nikoli¢ et al., 1997). One of the endocrine factors are
the thyroid hormones. In this study significantly lower (p<0.05) T; and T, concen-
trations in blood have been determined in the group of ketotic cows compared to
the values of these hormones in the blood in group of the healthy cows. There is
also a significant positive correlation (r=0.73; p<0.05) between the Tz and T, le-
vels in blood. Similar results have been obtained by other authors (Gerloff et al.,
1986; Nikoli¢ et al., 1997; Stang et al., 1998b; Reist et al., 2002). It is considered
that thyroid hormones, especially T which is about four times more active than T,,
have an important role in the postparturient period in dairy cows, because in their
very low concentrations in blood usage of bodily fat reserves are enabled as well
as their transfer for high milk production. In accordance with this, Nixon et al.
(1988) and Reist et al. (2002) have determined the negative correlation between
T5 and T,4 concentrations in blood and production of milk and the positive correla-
tion with the energy balance.

Pezzy et al. (2003) consider that in dairy cows in early lactation, the
state of hypothyroism is present and it is the cause of the liver's decreased 5'-
deiodinase activity or the secretion of thyroid hormones in milk. Namely, the
authors have determined the highest T5 and T, concentrations in colostrum when
the concentrations of these hormones in blood were the lowest.

The hepatic capacities for disposal of FFA through mithochondrial or
peroxisomal B oxidation or export as TAG with VLDL are limited in ruminants com-
pared with nonruminants (Grummer 1993; Palmquist 1994).

It is well known that the intensity of oxidation in mithochondria of cells
is in strong correlaton with the functional state of the thyroid gland, so it is justifia-
bly considered that the conditions of negative energy balance and the increased
lipomobilisation from bodily fat reserves result in lipid infiltration of liver cells. The
reason is the decreased capacity of mithochondria to oxidize fatty acids in the
conditions of low concentrations of thyroid hormones in blood (Kapp et al., 1979;
Stang et al., 1998b).

Romo et al. (1997) reported that as a consequence of liver steatosis,
FFA accumulate in the liver parenchyma and it has been demonstated that some
fatty acids inhibit type-I liver 5'-deiodinase activity.

These opinions are confirmed by these results, since significantly
lower (p<0.05) values of T3 and T, in blood of ketotic cows have been determined
as compared to the healthy ones. Within all tested cows with ketosis, the fat infil-
tration of the liver has been determined, especially in cows with severe fatty liver
(>40 %) the lowest values of the T5 (<1.00 nmol-I') and those of T, (<15 nmol-I'")
were established (physiological range T5: around 1,5 nmol-I"'; T,: 40 — 80 nmol-I'*;
Jovanovi¢, 1984). That confirms the negative correlation (r=0.50; p<0.05) be-
tween the T3 and FFA concentrations in blood in the ketotic cows.

Kapp et al. (1979), on the basis of the results of a pathological exami-
nation of the liver tissue taken by biopsy and the concentrations of thyroid hor-
mones in blood, indicates that at their very low concentrations in blood, the most
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noticeable is lesion of organelles of hepatocytes while the cytoplasm is com-
pletely filled with fat droplets. For this reason, the authors consider that diffuse in-
filtration of hepatocytes in ketotic cows occurs because of the decreased capacity
of mithochondria to oxidize FFA in the conditions of decreased or discontinuited
activity of thyroid hormones.

On the basis of the obtained results and the pathohistological report, it
can be concluded that the significantly decreased concentrations of thyroid hor-
mones in blood in ketotic cows is the key mechanism in the peripheral tissues ad-
aptation during the decreased energy turnover which is used for the mammary
gland requirements. Such conditions of metabolism regulation and energy insuffi-
ciency (considerable increase of the levels of FFA and hypoglycaemia) and very
low concentrations of thyroid hormones in blood decrease the intensity of oxida-
tion processes in the body tissues, as well as liver cells and that creates the condi-
tions for fatty liver development in these animals.

References / Literatura

1. Bauman B, Curie. Partitioning of nutriens during pregnacy and lactation. A review of
mechanisms involving homeostasis and homeorhesis. J Dairy Sci 1980; 63:
1514-8.
2. Blum JW, Kunz P, Leuenberger H, Gautschi K, Keller N. Thyroid hormones, blood
plasma metabolites and haematological parameters in relationship to milk
yield in Dairy cows. Anim Prod 1983; 36: 93-104.
. Codorniga-valino C, Grummer RR, Armentano LE, Donkin SS, Bertics SJ. Effects of
fatty acids and hormones on fatty acids metabolism and gluconeogenesis in
bovine hepatocytes. J Dairy Sci 1997; 80: 646-56.
. Gaal T. Sindrom masne jetre u mle¢nih krava. Vet Glasnik 1993; 47(4-5): 311-7.
. Gerloff B, Herdt T, Emery R. Relationship of hepatic lipidiosis to health and performance
in dairy cattle. JAVMA 1986; 188: 845-9.

6. Gerloff BJ, Herdt TH, Welles WW, Nachreiner RF. Inositol and hepatic lipidosis. II.Effect
of inositol supplementation and time from parturition on serum insulin, thyrox-
ine and triodothyronine and their relationship to serum and liver lipids in dairy
cows. J Anim Sci 1986; 62(6): 1693-702 (abstract).

7. Groéhn Y. Liver function and morphology associated with fatty liver and ketosis in dairy
cows. PhD Thesis, College of Veterinary Medicine, Helsinki 1985; 24-9.

8. Gréhn Y, Lindberg LA. Ultrastructural change of the liver in spontaneously ketotic cows.
J Comp Path 1985; 95: 130-5.

9. Grummer RR. Etiology of lipid related metabolic disordes in periparturient dairy cows. J
Dairy Sci 1993; 76: 3882-96.

10. Grummer RR. Impact of changes in organic nutrient metabolism on feeding the tansi-
tion dairy cows. J Anim Sci 1995; 73: 2820-33.

11. Herdt TH, Leisman JS, Gerloff BJ, Emery. Reduction of serum triacilglycerol-rich lipo-
protein concentrations in cows with hepatic lipidosis. Am J Vet Res 1983; 44:
293-6.

12. Holtenius P. Plasma lipids in normal cows around partus and in cows with metabolic dis-
orders with and without fatty liver. Acta Vet Scand 1989; 30: 441-5.

w

(S0

295



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright {c) by Foxit Software Company, 2003 - 2009
For Evaluation Only.

Vet. glasnik 63 (5-6) 285 - 297 (2009) R. Bokovi¢: Blood concentrations of thyroid
hormones and lipids and histological changes in the liver in dairy cows in...

13. Johannsen U, Mengen S, Staufenbiel R. Klukas. Untersuchunger zur morphologie und
funktion der lebel von hocholeistungskuher 2, Wochen postpartun. Dtsch
Tierarzti Wschr 1993; 100: 168-208.

14. Jovanovi¢ M. Fiziologija domacih Zivotinja. Medicinska knjiga, Beograd — Zagreb, 1984;
34 p. and 438 p.

15. Kapp P, Pethes GY, Zsiros M Chuster. Data on the pathogenesis of fatty liver disease in
high-producing dairy cows. Magyar Allatorvosok Lapja 1979; 34(7): 458-61.

16. Nikoli¢ JA, Samanc H, Begovié P Damjanovié¢ Z, Djokovié¢ R, Kosti¢ G, Krsmanovié J,
Resanovi¢ V. Low pripheral serum thyroid status independently affects the
hormone profile of healthy and ketotic cow during the frst week pospartum.
Acta Veterinaria 1997; 47(1): 3-14.

17. Nixon DA, Akasha MA, Anderson RR. Free and total thyroid hormones in serum of Hol-
stein cows. J Dairy Sci 1988; 71: 1152-60.

18. Overton TR, Waldron MR. Nutritional management of transition dairy cows: Strategies
to optimize metabolic health. J Dairy Sci 2004; 87: E105-E119.

19. Palmquist DL. The role of dietary fats in efficiency in ruminants. J Nutr 1994; 124:
1377S-1382 S.

20. Pezzzy C, Accorsi PA, Vigo D, Govani N, Gaiani R. 5'-Deiodinase activity and circulating
thyronines in lactating cows. J Dairy Sci 2003; 86: 152-8.

21. Reist M et al. Estimation of energy balance at the individual and herd level using blood
and milk traits in high-yielding dairy cows. J Dairy Sci 2002; 85: 3314-27.

22. Reynolds CK, Aikman PC, Lupoly B, Humpheirs DJ, Beever DA. Splanchnic metabo-
lism of dairy cows during the transition from late gestation through early lacta-
tion. J Dairy Sci 2003; 86: 1201-17.

23. Romo GA, Elssaser TH, Khal S, Erdman RA, Casper DP. Dietary fatty acids modulate
hormone responses in lactating cows: Mechanistic role for 5'-deiodinase ac-
tivity in tissue. Domest Anim Endocrinol 1997; 14: 409-20.

24. Sevinc M, Basoglu A, Guzelbekta H. Lipid and lipoprotein levels in dairy cows with fatty
liver. Turk J Vet Anim Sci 2003; 27: 295-9.

25. Stang BD, Bertics SJ, Grummer RR, Armentano LE. Relationship of triglyceride accu-
mulation to insulin clearance and hormonal responsiveness in bovine hepato-
cytes. J Dairy Sci 1998b; 81: 740-7.
26. Vazguez-anon M, Bertics S, Luck M, Grummer R. Peripartium liver triglyceride and
plasma metabolites in dairy cows. J Dairy Sci 1994; 77: 1521-8.
27.Veenhuizen JJ, Dracklez JK, Richard MJ, Sanderson TP, Miller LD, Joung JW. Metabolic
changes in blood and liver during development and early treetment of Exper-
mental Fatty liver and ketosis in cows. J Dairy Sci 1991; 74: 4238-53.

28. Young JW. Gluconeogenesis in cattle: significance and methodology. J Dairy Sci 1977;
60: 1-15.

296



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright {c) by Foxit Software Company, 2003 - 2009
For Evaluation Only.

Vet. glasnik 63 (5-6) 285 - 297 (2009) R. Bokovi¢: Blood concentrations of thyroid
hormones and lipids and histological changes in the liver in dairy cows in...

SRPSKI

KONCENTRACIJE HORMONA TIROIDNE ZLEZDE | LIPIDA U KRVI | HISTOLOSKE
PROMENE U JETRI KOD MLECNIH KRAVA U POSTPARTALNOM PERIODU

R. DPokovié¢

Odredivane su koncentracije trijodtironina, tiroksina, glukoze, slobodnih mas-
nih kiselina, triglicerida i ukupnog holesterola u krvnom serumui i histoloske promene u jetri
kod 10 zdravih i 10 ketoznih mle¢nih krava u postpartalnom peroidu.

Patohistolo$kim ispitivanjima tkiva jetre utvrdena je statistiCki znacajno vec¢a
(p<0,01) masna infiltracija hepatocita kod ketoznih krava u odnosu na zdrave krave. Bio-
hemijskim ispitivanjima krvnog seruma utvrdene su znacajno veée vrednosti slobodnih
masnih kiselina (p<0,01) i znacajno nize vrednosti trijodtironina (p<0,05), tiroksina
(p<0,05), glukoze (p<0,01), triglicerida (p<0,01) i ukupnog holesterola (p<0,05) u krv-
nom serumu ketoznih krava u odnosu na zdrave krave.

Kod grupe ketoznih krava utvrdjena je pozitivna korelacija (r=0,51; p<0,05)
izmedu sadrzaja masti u jetri i koncentracije slobodnih masnih kiselina u krvnom serumu,
Sto ukazuje da se slobodne masne kiseline zadrzavaju u jetri u obliku triglicerida. Kod krava
obolelih od ketoze utvrdjen je hipotiroidni status, $to moze biti znac¢ajan Cinilac u razvoju
masne jetre kod mlecnih krava.

Klju¢ne reci: krave, masna jetra, ketoza, lipidi, trijodtironin, tiroksin
PYCCKUN

KOHLIEHTPALINSI FTOPMOHOB LUMTOBUAHOW XENE3bl U TMNNAO0B B KPOBU U
FMMCTOJIOrMYECKUE USMEHEHUSA B NEYEHU Y MOJIOYHbIX KOPOB B
MOCJIEPOAOBOM NEPUOAE

P. IxokoBuy

OnpegeneHbl KOHLUEHTpauun TPMOATUPOHMHA, TUPOKCUHA, FMOKO3bl, CBO-
60HbIX XXMPHbIX KUCNOT, TPUrIMLEPUOOB 1 COBOKYMHOrO XONeCTeprHa B KPOBSHOM Ce-
pyme v ructonormdeckue nameHeHns B neveHn y 10 KeTo3HbIX MOSOYHbLIX KOPOB B Nocne-
poAoBOM nepuoae.

MaTormcTonornyeckKuMm UCMbITAHUAMU TKaHen MeyYeHn yTBepXAeHa cTa-
TUCTUYECKM 3HauUTenoHo 66nwe (p<0,01) XupHasa MHUNbLTaAUMA renaToumnToB y Ke-
TO3HbIX KOPOB B OTHOLUEHWWU 3[0POBbIX KOPOB. BUOXMMWUYECKUMWU UCNBITAHUSIMA KPOB-
SIHOTO CepymMa yTBEepXXAeHbl 3Ha4NTenbHO 6oree 60Mblune CTOMMOCTU CBOBOAHBIX XMP-
HbIX KNCnoT (p<0,01) 1 3HaUMTENBEHO 60Iee HU3KNE CTOUMOCTU TPUOATMPOHMHA (p<0,05),
TnpokcuHa (p<0,05), rnokosbl (p<0,01), Tpurnyepmaos (p<0,01) n COBOKYNHOro xosec-
TepuHa (p<0,05) B KPOBSIHOM CepyMe KETO3HbIX KOPOB B OTHOLLEHUWN 3[4,0POBbIX KOPOB.

Y rpynn KeTo3HbIX KOPOB YTBEPXAEeHa MOMoXMTerNbHaa Koppenauus (r=
0,51; p<0,05) mexxay cofep>kaHnem xupa B NeYEeHN 1 KOHLUEHTpaLumm CBOOOAHbBIX XXMPHbIX
KUCNOT B KPOBSHOM CEpPyMe, YTO YKasbiBaeT, YTO CBOOOAHbIE XUPHbIE KNCNOThbI 3a4e-
PXXMBAIOTCA B NEYeHUn B MOpMe TpUrninuepuaos. Y KOpoB 3a60NeBLUMX KEeTO30M YT-
BEP>XAEHOrMMOTUPOMAHBIA CTATC,4TO MOXET OblTb 3HAYUTENbHLIM (haKTop B pPe3BUTUM
>KNPHOW MEeYEHN Y MOSTO4HbIX KOPOB.

KntoyeBble cnoBa: KOPOBbI, XXUPpHadA neYvYeHb, KeTo3, nunuabl, TONOATUPOHUH, TUPOKCUH
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OSETLJIVOST KOAGULAZA POZITIVNIH STAFILOKOKA
IZOLOVANIH IZ MLECNE ZLEZDE KRAVA NA ODABRANE

ANTIBAKTERIJSKE LEKOVE’

SUSCEPTIBILITY OF COAGULASE POZITIVE STAPHYLOCOCCI
ISOLATED FROM COW’S MAMMARY GLAND TO ANTIBACTERIAL

DRUGS

Natasa Rajié Savié, Vera Kati¢"*

*

Koagulaza pozitivne stafilokoke su jedan od najc¢escih uzrocnika
hroni¢nih mastitisa. Neselektivna primena antimikrobnih sredstava i nji-
hovo prisustvo u sredini gde borave Zivotinje je dovelo do selekcioni-
sanja rezistentnih sojeva koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimik-
robna sredstva. Pravilna i pravovremena terapija subklini¢kih mastitisa,
zasnovana na primeni najefikasnijeg antimikrobnog leka, je klju¢na za
dobro zdravstveno stanje zapata.

Cilj ovog istraZivanja je bio da se ispita osetljivost na odabrana an-
timikrobna sredstva koagulaza pozitivnivnih stafilokoka koje su izol-
ovane iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava u
slu¢aju intramamarnih infekcija sa tri farme sa razli¢itom prevalencom
mastitsa.

Iz ukupno 9245 uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena
krava sa tri farme, izolovana su 852 soja koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka. Koagulaza pozitivne stafilokoke su izolovane na krvnom agaru i
identifikovane na osnovu makromorfoloskih osobina i koagulaza testa.
Agar difizionom Metodom po Kirbi Baueru ispitana je osetljivost koagu-
laza pozitivnih stafilokoka prema sledec¢im antimikrobnim sredstvima:
penicilin 6 ug, amoksicilin/klavulonska kiselina (20+ 10 ug), kloksacilin
25 ng, amoksicilin 30 ug, cefaleksin 30 ug, ceftiofur 30 ug, linkomicin
15 ng, gentamicin 30 ug i tetraciklin 30 ug.

Ispitivanjem osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolova-
nih u sluéajevima intramamarnih infekcija krava, in vitro ustanovijen je
visok stepen osetljivosti prema penicilinaza rezistentnim preparatima

Rad primljen za Stampu 06. 01. 2010. godine

** Natasa Raji¢ Savi¢, dr vet. med., PKB Korporacija, Dijagnosti¢ka laboratorija, Padinska

Skela; dr sci. med. vet. Vera Kati¢, redovni profesor, Katedra za higijenu i tehnologiju namir-
nica animalnog porekla, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, Srbija
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(amoksicilin-sublaktam, kloksacilin), cefalosporinima prve i trece gen-
eracije i linkomicinu.

Najveéi stepen rezistencije na penicilin (70,4%) utvrden je na
farmi sa umerenom prevalencom intramamarnih infekcija ustanovijen,
zatim na farmi sa najviSom prevalencom intramamarnih infekcija
60,2%, a najmanji na farmi sa kontrolisanim nivoom infekcije rezisten-
clja iznosila 43,7%.

Kljucne reci: koagulaza pozitivne stafilokoke, mastitsi, osetljivost,
antibakterijski lekovi

Uvod / Introduction

Koagulaza pozitivne stafilokoke, a posebno Staphylococcus aureus,
su najcesc¢i uzrocnici zapaljenja vimena, ali se mogu izolovati i tokom redovnog
bakterioloskog pregleda mleka u slu€ajevima latentnih infekcija (Tenhagen i sar.,
2006; Getahunisar., 2008; Vintov i sar., 2003; Nickerson, 2009; Kalsoom Farzana i
sar., 2004). Stafilokoke su ubikvitarni mikroorganizmi i ¢esto se mogu naci na kozi
zdravih zivotinja, ruku radnika i u okolini zivotinja (Tenhagen i sar., 2006). Pri nepo-
voljnim uslovima sredine i smanjenog imuniteta Zivotinje, stafilokoke prodiru u
vime izazivajuéi zapaljenje, $to dovodi do znacajnih gubitaka u proizvodnji mleka.
Oko 70% ekonomskih gubitaka je upravo izazvan mastitsima (Sumathi i sar.,
2008).

Na pojavu infekcije utiCe viSe faktora: virulencija uzroCnika, stepen i
duzina infekcije, broj inficiranih Cetvrti, latentno inficirane Zivotinje, nacin tretmana
i sposobnosti leka da prodre do fagocitovanih stafilokoka (Sanchez i sar., 1988).

Usled infekcije dolazi do pojave gnoja u mleku iz inficirane Cetvrti i po-
rasta broja somatskih ¢éelija u zbirnom mleku. Broj somatskih ¢elija veéi od
300 000/ml ukazuje na postojanje subkliniCkin mastitsa u zapatu (Pitkala i sar.,
2004; Nickerson, 2009). Prevalenca mastitsa u mle€¢nim zapatima je smanjena
tokom poslednje dekade, ali se i dalje u nekim zemljama odrzava na visokom
nivou — od 30 do 50%. Sa druge strane, primec¢eno je povecanje broja bakterio-
loSki pozitivnih &etvrti (Pitkala i sar., 2004; Sumathi i sar., 2008).

Veliki broj autora navodi da je rezistencija stafilokoka prema antimik-
robnim sredstvima u porastu, pre svega na penicilin i ampicilin kao posledica sve
viSe sojeva koji luCe beta laktamazu, kao i na eritromicin i novobiocin (National
mastits council, 2004). Nivo rezistencije nije svuda isti i razlike postoje u odnosu
na zemlje, regione, ali se navodi da postoje razlike u osetljivosti u okviru samih za-
pata (Pitkala i sar., 2004; Hendriksen i sar., 2008). Rezistencija stafilokoka na anti-
biotike je CeS¢a kod izolata sa farmi sa veé¢im brojem intramamarnih infekcija (Su-
mathi i sar., 2008).

300



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright {c) by Foxit Software Company, 2003 - 2009
For Evaluation Only.

Vet. glasnik 63 (5-6) 299 - 310 (2009) NataSa Raji¢ Savi¢ i Vera Kati¢: Osetljivost
koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz mle¢ne Zlezde krava na odabrane ...

Neselektivna primena antibiotika i njihovo prisustvo u sredini gde bo-
rave Zivotinje je dovelo do selekcionisanja rezistentnih sojeva (Vintov i sar., 2003).
Primena preprata bez prethodno izolovanog uzro€nika i ispitivanja njegove oset-
liivosti dovodi do zaleCenja infekcije i pojave hroni¢nih infekcija (Owens i sar.,
1997).

Penicilin je antibiotik koji se najduze primenjuje u terapiji mastitisa. Os-
novni mehanizam rezistencije stafilokoka je baziran na sintezi i lu¢enju enzima
beta laktamaze koja hidrolizuje labilne beta laktamske preparate (penicilin G i
ampicilin) i spre€ava njihovo vezivanje za ¢elijski zid. Penicilinaza stabilni beta lak-
tamski lekovi (kloksacilin, meticilin, oksacilin, amoksicilin+sulbaktam i cefalo-
sporini) najéeSc¢e su otporni na delovanje slobodne beta laktamaze, ali neka is-
traZivanja govore da se i kod tih lekova belezi porast rezistencije (Moroni i sar.,
2006; Calvinho i sar., 2002; Shin Kim i sar., 2000; Bruns and Keppler, 1987; Gen-
tilini i sar., 2000; Roesch i sar. 2006; Guler i sar., 2005).

Pored beta laktamskih antibiotika, u terapiji mastitsa se koriste i ami-
noglikozidi, makrolidi, linkozamini, tetraciklini, sulfonamidski i drugi lekovi. Efikas-
nost tih antimikrobnih lekova je razli¢ita, ali oni predstavljaju lek izbora u terapiji
hiperprodukuiji¢ih beta laktamaza sojeva (National Mastits Council, 2004).

Pravilna i pravovremena terapija na pocetku infekcije dovodi do
izle€enja velikog broja Zivotinja i kljuCna je za suzbijanje mastitsa (Barkema i sar.,
2006). Ona podrazumeva primenu preparata koji ispoljava efikasno delovanje na
uzro¢nik u uslovima in vitro, jer postoji pozitivha korelacija izmedu rezultata anti-
biograma i efikasnosti terapije narocCito kod svezih infekcija (Owens i sar., 1997;
Apparao i sar., 2009). Agar difuziona metoda je rutinska kvalitativna metoda koja
se izvodi u cilju odabira najboljeg preparata za terapiju za svaki uzroc¢nik.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita osetljivost na odabrane anti-
mikrobne lekove koagulaza pozitivnivnih stafilokoka koje su izolovane iz uzoraka
mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava u slu¢aju intramamarnih infekcija sa
tri farme sa razli¢itim pojavljivanjem mastitsa.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Uzorci mleka | Samples of milk

Za bakterioloski pregled na uzro¢nike mastitisa uzorci mleka su uzeti
pod asepti¢nim uslovima iz pojedinac¢nih &etvrti vimena od 2381 krave (9524 Cet-
vrti).

Izolovanje i identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka /
Isolation and identification of coagulase pozitive staphylococci

Za izolovanje koagulaza pozitivnih stafilokoka uzorci mleka su zase-
javani u koli¢ini od 0,01 ml na krvni agar, koji je potom inkubiran 24 do 48 ¢asova
pri temperaturi od 37°C. Po zavr$enoj inkubaciji, tipicne pigmentirane kolonije,
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okruzene zonom «, Bili e+ hemolize su presejane na hranljivi agar, koji je zatim
inkubiran 24 ¢asa pri temperaturi od 37°C. Sa izraslim kolonijama na hranljivom
agaru vrSeno je ispitivanje prisustva enzima katalaze katalaza testom i koagulaza
testom sa razblazenom plazmom kunica.

Ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimikrobna sredstva /
Investigation of susceptibility of coagulase pozitive staphylococci to antimicrobials

Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka je ispitivana na antimik-
robne lekove disk difuzionom metodom po Kirbi Baueru (Kirby-Baur).

Na povrsinu Muiler Hinton agara nano$ena je suspenzija ispitivanog
koagulaza pozitivhog stafilokoka, nakon prosusivanja podloga posle zasejavanja,
postavljani su antibiogram diskovi koncetracija: penicilin 6 ug, amoksicilin/klavu-
lonska kiselina (20410 ug), kloksacilin 25 ug, amoksicilin 30 ug, cefaleksin 30 ug,
ceftiofur 30 ug, linkomicin 15 pg, gentamicin 30 pg i tetraciklin 30 ug. Zasejane
podloge su inkubirane 24 ¢asa pri temperaturi 37°C. Osetljivost koagulaza pozi-
tivnih stafilokoka na antimikrobne lekove je procenjivana na osnovu precnika
zone inhibicije rasta i oznacavane kao osetljive (S), intermedijerno osetljive (1) i ot-
porne (R).

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Rezultati ispitivanja uzoraka mleka krava na prisustvo koagulaza
pozitivnih stafilokoka prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Rezultati ispitivanja uzoraka mleka iz pojedinih Cetvrti vimena krava na prisustvo
koagulaza pozitivnih stafilokoka
Table 1. Results of investigations of quarter milk samples for the presence of coagulase-positive staphylococci

ramay | BrlisrRenh ok | e poive siphon
Number of milk samples n %
| 4695 393 8,37
Il 2443 423 17,31
1 2116 36 17

Rezultati ispitivanja prisustva intramamarnih infekcija koagulaza pozi-
tivnim stafilokokama pokazuju da je najvece prisustvo utvrdeno na farmi I
(17,31%), umereno na farmi | (8,37%) i nisko na farmi lll (1,7%). Najmanje
prisustvo intramamarnih infekcija koagulaza pozitivnim stafilokokama je utvrdeno
na farmi lll gde je najniza pojava intramamarnih infekcija.

Rezultati ispitivanja osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na po-
jedine antimikrobne lekove prikazani su u tabeli 2.
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Tabela 2. Rezultati ispitivanja osetljivosti na antimikrobna sredstva koagulaza
pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena
krava

Table 2. Results of investigations of susceptibility coagulase positive staphylococci isolated fom quarter
milk samples to antimicrobials

Antimikrobno Farma | / farm [ Farma Il / Farm II Farma Il / Farm III
sredstvo/ S I R S [ R s | R
Antimicrobials | " | (o) | ) | (o) | " | ) | o) [0 | " | ) | (%) | (8)
Penicilin / 233 | 21,4 | 8,15| 70,4 | 367 | 31,9| 7.35| 60,2| 32 | 50 | 6,25]| 437
Penicillin

Amoksicilin

sulbaktam/ | 252 | 100 | - - | 405|928 - | 72| 34 | 100 | - -
Amoxicillin

Kloksacilin/ | oea | 400 [ — | - |17e9| 847| - |153] 34 [100| - | -
Cloxacillin

Cefaleksin /

Cofalenin 53 | 906| 38| 55| 73 |973| - | 27| 4 |100]| - -
Ceftiofur /

Cottiofur 16 | 100 | - - | 62 | 100 | - - 11 | 100 | - -
Gentamicin /

Gentamyein 107 | 45,8 | 38,3 159 129 | 48 | 31,8| 20,1| 18 | 55,6 | 22,2 | 22,2
Tewraciklini /| 33 | 97| 278 3 | 65 | 877| 77 | 46 | 11 | 545|364 | 9
Tetracycline ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Linkomicin /

Linkomyein 23 | 739| - | 26 | 37 | 676| - |324| 8 | 75 | - | 25

Rezultati ispitivanja su pokazali da su izolovani sojevi stafilokoke ot-
porni na penicilin na sve tri farme, pri ¢emu je na farmi sa umerenim prisustvom in-
tramamarnih infekcija ustanovljen najveci stepen rezistencije od 70,4%. Visok
procenat rezistencije na penicilin je zabelezen na farmi sa najviSim prisustvom in-
tramamarnih infekcija 60,2%, dok je na farmi sa kontrolisanim nivoom infekcije
rezistencija iznosila 43,7%. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u nekim ranijim ispitivan-
jima (Moroni i sar., 2006; Shin Kim i sar., 2000; Calvinho i sar., 2002; Pitkala i sar.,
2004; Hendriksen i sar., 2008; Nunes i sar., 2007; Ombui i sar., 2000; Younis i sar.,
2000).

Grinberg i sar. (2005) su utvrdili rezistenciju na penicilin kod 38% ispi-
tanih izolata, dok su maniji stepen rezistencije utvrdili Gentilini i sar. (2000) kod
11,6% izolata, Anderson i sar. (2006) kod 10,36% izolata, Bengtsson i sar. (2009)
kod 7,1% izolata. Visoku osetljivost izolovanih stafilokoka na penicilin autori ob-
jasnjavaju racionalnom upotrebom penicilinskih lekova.

Zastupljenost intermedijarno osetljivih izolata na penicilin je bila sli¢na
na sve tri farme i iznosila je 8,15%; 7,35% i 6,25%, Sto je manji procenat od nalaza
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intermedijarno osetljivih sojeva utvrdenih u ispitivanjima Shitandi i sar. (2004)
(17,1%) i Kalsoom Farzana i sar. (2004) (16,88%).

Najveéi procenat (50%) izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka osetlji-
vih na penicilin je utvrden medu izolatima sa farme na kojoj je kontrolisan nivo in-
tramamarnih infekcija. Manji procenat (31,9%) izolata koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka osetljivih na penicilin je utvrden medu izolatima sa farme na kojoj je visoko
prisustvo intamamarnih infekcija, a najmanji procenat (21,4%) osetljivih izolata je
utvrden medu izolatima sa farme na kojoj je umereno prisustvo intramamarnih in-
fekcija.

Rezultati ispitivanja osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na
amoksicilin sa klavulonskom kiselinom pokazuju da su svi izolati stafilokoka koji
su poticali sa farmi na kojima je utvrdeno umereno i nisko prisustvo koagulaza
pozitivnih stafilokoka bili osetljivi, dok je manji procenat ostetljivih izolata koagu-
laza pozitivnih stafilokoka (92,8%) utvrden na farmi Il sa najviS§im prisustvom
infekcije, a 7,2% izolata je bilo rezistentno. Sli¢ne rezultate su dobili i Gentilini i sar.
(2000), Moroni i sar. (2006), Guler i sar. (2005). Medutim, Kalsoom Farzana i sar.
(2004) navode da produZena upotreba peniclinskih preparata dovodi do pojave
sojeva koji su otporni i na penicilinaza stabilne antibiotike. Prema njihovim rezul-
tatima samo 76,62% izolata je osetljivo na amoksicilin i klavulansku kiselinu.

Sli¢ni rezultati osetljivosti su dobijeni ispitivanjem koagulaza pozitivnih
stafilokoka na kloksacilin. Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani iz
uzoraka mleka uzeti iz pojedinih Cetvrti vimena krava sa farme | i farme lll su bili
osetljivi na kloksacilin. Medutim, samo 84,7% izolata koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka sa farme Il je bilo osetljivo na kloksacilin. MiSljenja o osetljivosti koagulaza
pozitivnih stafilokoka na kloksacilin su razli¢ita. Moroni i sar. (2006) navode visoku
efikasnost kloksacilina na stafilokoke, a nasuprot njima Kalsoom Farzana i sar.
(2004) su utvrdili da je samo 36,36% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka oset-
ljivo na kloksacilin.

Ispitivanjem osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na cefalo-
sporinske antibakterijske lekove ustanovljene su razlike u osetljivosti u zavisnosti
od generacije cefalosporina. Svi ispitivani izolati pozitivnih stafilokoka su bili oset-
ljivi na cefalosporine tre¢e generacije (ceftiofur), dok je osetljivost na cefalospori-
ne prve generacije (cefaleksin) iznosila 90,6%, 97,3% i 100%. Intermedijerno oset-
ljivi sojevi su utvrdeni samo na farmi | (3,8%), a rezistentni sojevi su utvrdeni na far-
mama | (5,5%) i ll (2,7%). Za razliku od rezultata dobijenih u nasim istraZivanjima
Sumathii sar. (2000) su utvrdili efikasnost cefaleksina in vitro kod samo 47% ispiti-
vanih izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka.

Calvinho i sar. (2002) su ustanovili 82,2% osetljivih i 17,8% umereno
osetljivih izolata na cefacetril. Nunes i sar. (2007) navode da su svi izolati stafi-
lokoka bili osetljivi na cefazolin, a Pitkala i sar. (2004) i Gentilini i sar. (2000) nisu
utvrdili rezistentne sojeve na cefalotin.

Rezultati ispitivanja osetljivosti izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
na gentamicin pokazuju da je najveéa osetljivost utvrdena kod izolata sa farme llI

304



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright {c) by Foxit Software Company, 2003 - 2009
For Evaluation Only.

Vet. glasnik 63 (5-6) 299 - 310 (2009) NataSa Raji¢ Savi¢ i Vera Kati¢: Osetljivost
koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz mle¢ne Zlezde krava na odabrane ...

(55,6 %), zatim sa farme 1l (48%), a najmanje su bili osetljivi na gentamicin izolati
safarme | (45,8%). Umereno osetljivih sojeva je bilo 38,3%; 31,8% i 22,2%, a rezis-
tentnih 15,9%; 20,1% i 22,2%. Ove naSe rezultate potvrduju i nalazi Shin Kim i sar.
(2000) koji su utvrdili rezistenciju na gentamicin kod 19% izolata. Manju zastuplje-
nost od 10% rezistentnih izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka na gentamicin
utvrdili su Sumathi i sar. (2008), Gentilini i sar. (2000) kod 3,4% izolata, Russi i sar.
(2008) kod 2,1% izolata, dok Nunes i sar. (2007) i Pitkala i sar. (2004) nisu utvrdili
nijedan izolat koagulaza pozitivnih stafilokoka rezistentan na gentamicin.

Ispitivanjem osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na tetracik-
line, osetljivost na tetracikline utvrdena je kod 69,7% izolata sa farme |, 87,7% izo-
lata sa farme 11 i 54,5% izolata sa farme Ill. Umereno osetljivih na tetracikline bilo je
27,8% izolata sa farme |, 7,7% izolata sa farme Il i 36,4% sa farme lll. Najmanje
rezistentnih izolata na farmi | bilo je 3%, zatim 4,6% na farmi Il i 9% na farmi lll. NaSi
rezultati potvrduju se nalazima Kalsoom Farzana i sar. (2004) koji su utvrdili
70,13% osetljivih sojeva na tetraciklin i nalazima Rabello i sar. (2005) koji su utvrdili
rezistenciju kod 7,4% izolata, Shin Kim i saradnici (2000) koji su utvrdili rezisten-
ciju kod 6% izolata i Anderson i sar. (2006) koji su utvrdili rezistenciju na tetraciklin
kod samo 0,56% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka. Suprotno navedenim re-
zultatima i rezultatima nasih istraZivanja viSe autora je utvrdilo veéi procenat izo-
lata koagulaza pozitivnih stafilokoka rezistentnih na tetracikline (Younisi sar.,
2000; Gler i sar., 2005; Sumathi i sar., 2008).

Ispitivanjem osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na linkomicin
utvrdeno je 73,9% izolata sa farme |, 67,6% izolata sa farme Il i 75% izolata sa
farme Il osetljivih na linkomicin. Procenat rezistentnih izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka na linkomicin bio je najvecéi (32,4%) medu izolatima sa farme Il, a sli¢an
procenat rezistentnih izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka je utvrden medu izo-
latima sa farme | (26% izolata) i farme Ill (25% izolata). Veéi procenat rezistentnih
sojeva na linkomicin od 73,3% utvrdili su Ombui i sar. (2000) i Kalsoom Farzana i
sar. (2004) (57,17%. izolata).

Multirezistentni sojevi koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani su iz
uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava na sve tri farme. Najveci
procenat multirezistentnih sojeva (10,4%) utvrden je medu izolatima iz uzoraka
mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava sa farme gde je utvrdena najvecéa
pojava koagulaza pozitivnih stafilokoka, zatim 3,56% izolata sa farmi sa umere-
nom pojavom, a najmanji procenat (2,77%) multirezistentnih sojeva je utvrden
medu izolatima sa farmi sa najmanjom pojavom koagulaza pozitivnih stafilokoka.

Shitandi i Sternesjo (2004) su utvrdili da je 34,3% izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka sa malih farmi i 18,0% izolata koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka sa velikih farmi rezistentno na penicilin G, tetraciklin, eritromicin, trimeto-
prim/sulfametazin i hloramfenikol. Ovu razliku u prisustvu multirezistentnih sojeva
objasnjavaju boljom veterinarskom praksom i sistemom dokumentacije u vezi za
zdravstvenom zastitom Zivotinja na velikim farmama. Pitkala i sar. (2004) su us-
tanovili 2,0% izolata Staph. aureus koji su bili rezistrntni na tri ili viSe antibiotika.
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Shitandi i Milcah Mwangi (2004) su utvrdili viSestruku otpornost na penicilin i jo§
dva ne beta laktamska antibiotika kod 76,9% izolata, a kod 13,4% izolata otpor-
nost na Cetiri antimikrobna leka. Suprotno ovim rezultatima, Russi i sar. (2008) na-
vode da je pojava multirezistentnih sojeva koagulaza pozitivnih stafilokoka veoma
retka.

Zakljuéak / Conclusion

Ispitivanjem osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih u
slu€ajevima intramamarnih infekcija krava, ustanovljen je visok stepen osetljivosti
in vitro na penicilinaza rezistentne preparate (amoksicilin-sublaktam, kloksacilin),
cefalosporine prve i trece generacije i linkomicin, a umerena osetljivost na prepa-
rate na bazi tetraciklina i gentamicina.

Najvec¢i procenat rezistentnih sojeva koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz Eetvrti vimena krava na sve tri farme utvrden
je na penicilin. Najveéi stepen rezistencije na penicilin od 70,4% utvrden je na
farmi sa umerenom pojavom intramamarnih infekcija, zatim na farmi sa najviSom
pojavom intramamarnih infekcija od 60,2%, a najmaniji na farmi sa kontrolisanim
nivoom infekcije od 43,7%.
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ENGLISH

SUSCEPTIBILITY OF COAGULASE POZITIVE STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM
COW'S MAMMARY GLAND TO ANTIBACTERIAL DRUGS

Natasa Raji¢ Savi¢, Vera Kati¢

Coagulase positive staphylococci are one of the most common causes of
chronic udder infection. Indiscriminate use of antimicrobial drugs and their presence in the
environment where animals live has led to coagulase positive staphylococci strains resis-
tant to antimicrobial means. Proper and timely treatment of subclinical mastitis, based on
the most effective use of antimicrobial drugs, is the key to good health of the milk herd. The
aim was to determine the antimicrobial efficacy of selected assets in relation to coagulase
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positive staphylococci isolated from samples of milk taken from individual udder quarters
of cows in cases of udder infection from three farms with different mastitis prevalence.

From a total of 9245 samples of milk taken from individual udder quarters of
cows from three farms, 852 strains isolated were coagulase positive staphylococci. Coagu-
lase positive staphylococci were isolated on blood agar and identified on the basis of mac-
romorphological characteristics and the coagulase and catalase test. The sensitivity of the
coagulase positive staphylococci was tested by the Kirby Bauer agar diffusion method with
the following antimicrobials: penicillin 6 ug, amoxicillin / sulbactam (20 +10 ug), cloxacillin
25 ug, cefalexin 30 ug, ceftiofur 30 ug, linkomycin 15 ug, 30 ug gentamycin and tetracycline
30 ug.

Sensitivity testing of coagulase positive staphylococci, isolated in cases of in-
tramammary cow infections, established a high degree of sensitivity in vitro towards peni-
cilinasa resistant drugs (amoxicillin-sublactam, cloxacilin), cephalosporins of the first and
third generations and linkomycin.

The highest levels of resistance to penicillin (70.4%) were found on a farm with
a moderate prevalence of udder infection, then on the farm with the highest prevalence of
intramammary infections (60.2%) and the lowest on the farm with controlled levels of resis-
tance of infection (43.7%).

Key words: coagulase positive staphylococci, mastitis, sensitivity, antibacterial drugs

PYCCKWUA

HYBCTBUTENbHOCTb KOAIYNSA30B MNONOXUTEJIbHbIX CTA®UIIOKOKKOB,
N30/IMPOBAHHbBIX U3 MOJIOYHOU XEJIE3bl KOPOB HA OTOEPAHHbBIE
AHTUMUKPOBHbIE CPEACTBA

HaTawa Pany CaBu4, Bepa Katuny

Koarynsas nonoXXumTenbHON CTadhnIiTIOKOKKM OAMH U3 CaMbIX YacTbiX BO36Y-
OVNTENen XpOHNYECKNX MacTUTOB. HecenekTMBHOE NPUMEHEHNE aHTUMUKPOOHbIX cpea-
CTB 1 UX NPUCYTCTBME B Cpefe, rae obutaroT XUBOTHbIE JOBESIO A0 CENEKUNOHNPOBaHNS
PEe3VCTEHTHBIX LUTAMMOB KOarysisi30B MOSIOXXUTENbHbIX CTA(UITOKOKKOB Ha aHTUMUKPOO-
Hble cpefcTtBa. lMpaBunbHas M CBOEBPEMEHHAaA Tepanus MOAKIMHUYECKUX MacTUTOB,
060CHOBaHHas Ha MPUMEHEHUM camoro 3(hhHEKTUBHONO aHTUMUKPOOHOrO JeKapcTBa,
KJto4eBast 4151 XOPOLLEro COCTOSHUSI 340POBbSA NSIEMEHHOrO Npunioaa.

LleJ'Ib 9TOro uccnegosaHua 6blfla ucnbiTaTb 4YyBCTBUTEJIbHOCTb Ha OTO-
6paHHbIe aHTUMUKPOOHbIE CPEACTBA KOAryisa30B MOJIOXUTENbHbIX CTathnIOKOKKOB, N30-
NMPOBaHHbIE N3 06Pa34MKOB MOSIOKa, B3ATbIX 3 HEKOTOPbIX YETBEPTEN BbIMEHN KOPOB B
Crny4ae BHYTPUCOCKOBBIX MHDEKLUMI C TPEX hEPM C pas3NIUYHbIM NPEUMYLLECTBOM MacTU-
TOB.

M3 coBoKynHO 9245 06pa3ynKoB MOJOKa, B3ATbIX N3 HEKOTOPbIX HEeTBEPTEN
BbIMEHM KOPOB C TPEX chepM, n3onvposaHa 852 wrtamma Koarynsa3oB MONOXKUTENbHbIX
cTaunokKokKoB. Koarynss nonoXxmnTenbHOro cTadmnioKokka n3onmpoBaH Ha KPOBSHOM
arape 1 naeHTuuUUMpPOBaH Ha OCHOBE MakpoMopdOnorMiecknx 0CoO6eHHOCTEN N Koa-
rynasa tecta. Arap gucdmanoHHbiM Metogom no Kupbe bayepe ncnbitaHa YyBCTBUTEb-
HOCT KOaryna3oB MOJIOKUTENbHBIX CTA(PUIOKOKKOB K CIeAyHWUM aHTUMUKPOOHbIM
cpeAcTBaM: NEHVULUITIVH 6 Ur, aMOKCULUMIVH (KnaBynoHHas kucnoTa (20+10 ur), knokca-
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umnuH 25 ur, amokenuymnuH 30 ur, yedanexkcuH 30 ur, uedtrnodyp 30 ur, MMHKOMULMH
15 pr, reHTamuumH 30 ur 1 TeTpauyuknuAd 30 ur.

VcnbiTaHnem 4yBCTBUTENBHOCTU KOAryi30B MOJTOXUTENbHbIX CTanioko-
KKOB, M30JIMPOBaHHbIX B CIly4asix BHYTPUCOCKOBLIX MH(PEKLMI KOPOB, in Vitro ycTaHOB-
NeHHa BbICOKas CTeneHb YyBCTBUTENMbHOCTU K NEHNMUMNNMHA3aM Pe3UCTEHTHbLIM npena-
paTtam (aMOKCULMNNH-CYyN6aKTaM, KnokKcauunmH), uedanocnopvHam nepeoro v TpeTbero
NMOKOJNEHMNST Y NTIUHKOMULIMHY.

Camas 6onbluas cTeneHb Pe3nCTEHUMN K neHuunnnHy (70,4%) yTBepxae-
Ha Ha bepme ¢ yMepeHHbIM npeobnagaHnem BHYTPUCOCKOBBIX MH(PEKLMIA yCTaHOBNEHA,
3arem Ha pepmMe C HauBbICLLIMM NpeobnafaHneM BHYTPUCOCKOBBIX MHbekumn 60,2%, a
HavMmeHbLUas Ha (PepMe C KOHTPOJIMPOBAHHbLIM YPOBHEM MH(DEKLIMN PE3UCTEHTHOCTb CO-
crasnsana 43,7%.

KntoueBble cnoa: Koarynsas nonoXuTenbHOro cTadnnokokka, MacTuTbl,
YYBCTBUTENBHOCTb, aHTUMUKPOOHbIE CpeacTBa
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ISPITIVANJE PRISUSTVA NOVIH OBLIKA REZISTENCIJE
NA NEKE ANTIBIOTIKE KOD SOJEVA E. COLI

IZOLOVANIH OD PRASADI’

THE INVESTIGATION OF NEW FORMS OF RESISTANCE TO SOME
ANTIBIOTICS IN E coli STRAINS ISOLATED FROM PIGLETS

Ruzica Asanin, M. Zutié, Jelena ASanin, D. Misié, Jadranka Zutié,

Dobrila Jakié-Dimi¢, N. Mili¢, J. Nisavié™

*

Rezistencija bakterija predstavlja znacajan problem svuda u sve-
tu, pa i kod nas. S‘irenju rezistencije doprinela je nekritiCka upotreba an-
tibakterijskih lekova u humanoj i veterinarskoj medicini. Zbog aktuel-
nosti problema veliki broj drzava finansira projekte Ciji je cilj pracenje i
nadzor nad rezistencijom bakterija.

Cilj ovog istraZivanja je bio izolacija i identifikacija patogenih so-
jeva E. coli kod prasadi sa klini¢ki manifestnom dijarejom i ispitivanje
osetljivosti izolovanih sojeva na odredeni broj odabranih antibiotika.
Materijal za ovo ispitivanje predstavijali su delovi creva (jejunum, ile-
um) uginule prasadi, rektalni brisevi i feces obolele prasadi uzorkovani
na farmama svinja iz okoline Beograda. Za izolaciju su koris¢ene
klasi¢ne metode mikrobiolo$ke dijagnostike, a za identifikaciju klasi¢ni
i komercijalni testovi APl 20E (bioMerieux, Francuska). Nakon bio-
hemijske identifikacije pomoc¢u hiperimunih seruma za odredene
grupne (O) antigene (08, 0138, 0139, 0147, 0149 i O157) vrsena je
serolo$ka tipizacija sojeva. Za utvrdivanje prisustva i identifikaciju fim-
brijalnih antigena — adhezina primenom reakcije aglutinacije na plocici
su kori$¢eni komercijalni antiserumi: K88 (F4), K99 (F5) i 987P (F6),
Toxigenic E. coli pili antisera, Denka Seiken Co. Ltd. Tokyo, Japan.
Osetljivost na antibiotike izolovanih sojeva E. coli ispitivana je prime-

Rad primljen za Stampu 25. 12. 2009. godine

** Dr sci. med. vet. Ruzica A$anin, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet

u Beogradu; dr sci. med. vet Milenko Zuti¢, nau¢ni saradnik, dr sci. med. Jelena ASanin, is-
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nom disk difuzione metode po Kirby Baueru i mikrodilucione metode u
bujonu prema preporukama CLSI (2008). Ispitivanje mikrodilucionom
metodom u bujonu je vrseno sa cCistim aktivnim supstancama antibio-
tika: ampicilina, apramicina, gentamicina, kanamicina, tetraciklina, cef-
triaksona i ciprofloksacina (Sigma, SAD).

Ukupno je izolovano 400 sojeva E. coli, od kojih je 48 svrstano u
kategoriju patogenih sojeva. Od navedenog broja patogenih sojeva E.
coli kod 32 (66,67%) je ustanovijena multirezistencija na 3 i vise od 3
antibiotika, a kod 16 sojeva (33,33%) rezistencija na 2 ili 1 ispitivani anti-
biotik. Rezistencija na tetraciklin i ampicilin ustanovljena je kod 89,58%
izolovanih sojeva E. coli, a na ciprofloksacin kod 37,5% sojeva. NajniZi
procenat rezistencije na ceftriakson ustanovljen je kod 4,17% sojeva
E. coli. Prisustvo rezistencije kod izolovanih sojeva E. coli ustanovijeno
je i na neke aminoglikozidne antibiotike. Tako je rezistencija usta-
novljena kod 18,75% sojeva kod kojih su vrednosti MIC-a bile ve¢e od
128 ug/mL. Kod 52,08% sojeva E. coli otkrivena je rezistencija na
kanamicin, a od navedenog procenta kod 96,00% sojeva vrednosti
MIC-a kanamicina iznosile su preko 256 ug/mL. Takode je kod 33,33%
sojeva E. coli ustanovijena rezistencija i na tre¢i aminoglikozidni anti-
biotik, gentamicin. Svi sojevi E. coli koji su uzrokovali dijareju kod
prasadi bili su rezistentni na najmanje dva antibiotika, a kod preko 50%
sojeva otkriveno je prisustvo rezistencije na vise od 3 antibiotika.
Znadajno je naglasiti da su svi izolovani sojevi E. coli obuhvaéeni ispiti-
vanjem bili osetljivi samo na amikacin.

Kljuéne reci: svinje, E. coli, antibiotici, rezistencija

Uvod / Introduction

Intenzivni razvoj svinjarstva kao znacajnije grane stoCarske proiz-
vodnje pracen je brojnim problemima. NajceS¢i zdravstveni problemi koji zahva-
taju sve kategorije svinja u farmskom uzgoju jesu respiratorni sindrom i gastroin-
testinalna oboljenja. Kada su u pitanju gastrointestinalna oboljenja prasadi od
bakterijskih uzroCnika najc¢es¢e se pominju razliCiti sojevi E. coli. Ovaj mikroor-
ganizam normalno se nalazi u zadnjim partijama creva ljudi i zivotinja i tu dominira
u odnosu na sve druge vrste bakterija koje Cine takozvani "crevni mikrobiom".
Medutim, pored pozeljnih postoje i patogeni sojevi E. coli koji mogu pripadati
enterotoksigenim (enterotoksi¢nim), enteroinvazivnim, enteropatogenim, vero-
toksi¢nim (enterohemoragicnim) i nekrotoksi¢nim grupama. Enterotoksicni sojevi
E. coli (ETEC) izazivaju vodenasti proliv kod novorodene prasadi i odlu¢ene
prasadi odmah posle odbijanja od sise. Patogeni sojevi ETEC, osim dijareje u
neonatalnom periodu (kolibaciloze), mogu da izazovu i koliseptikemiju, meningi-
tis prasadi, kao i edemsku bolest (Fairbrother i Gyles, 2006). Posto se moze lako

312



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright {c) by Foxit Software Company, 2003 - 2009
For Evaluation Only.

Vet. glasnik 63 (5-6) 311 - 320 (2009) RuZzica ASanin i sar.: Ispitivanje prisustva novih
oblika rezistencije na neke antibiotike kod sojeva E. coli izolovanih od prasadi

izolovati i identifikovati, E. coli je najviSe kori§¢en mikroorganizam u laborato-
rijskim i eksperimentalnim ispitivanjima (biohemijskim, molekularnim, genetskim i
drugim).

Poznato je da Zzivotinje predstavljaju vazan potencijalni izvor mul-
tirezistentnih sojeva bakterija, taCnije gena rezistencije bakterija na antibiotike.
Geni se mogu preneti direktnim kontaktom ili indirekino, preko predmeta, kao i
namirnicama animalnog porekla, na bakterije koje normalno nastanjuju organi-
zam ljudi. Znacaj zZivotinja kao rezevoara multirezistentnih sojeva bakterija je uto-
liko vec¢i ukoliko se radi o patogenim bakterijama uzro€nicima zoonoza. Geni
rezistencije smesteni na hromozomima bakterija prenose se tokom proste deobe,
§to ima maniji znacaj. Ve¢u opasnost predstavlja Sirenje gena rezistencije na anti-
biotike izmedu bakterija pomoéu takozvanih mobilnih geneti¢kih elemenata, plaz-
mida, transpozona, integrona i insercionih sekvenci. Ovakav nacin Sirenja gena
rezistencije odigrava se u prirodi izmedu bakterija razli¢itih taksonomskih vrsta
svakog trenutka u svim uslovima sredine i na svim mestima (zemljiste, voda,
vazduh). Sirenje gena rezistencije je nepredvidiva pojava koju nije moguée kon-
trolisati, meriti i izraunavati (Smith i Lewin, 1993).

Zbog sve ucestalije pojave ozbiljnih infekcija kod ljudi izazvanih mul-
tirezistenim sojevima bakterija koje se ne mogu leciti antibioticima i koje se u
najvec¢em broju slucajeva zavrSavaju fatalnim ishodom, sve razvijene zemlje sveta
uvele su zakonski obavezan monitoring upotrebe i kontrolu primene antibiotika
(ASanin i sar., 2005).

Sa druge strane, dokazano je da su geni rezistencije (R-geni) bili pri-
sutni kod bakterija i pre uvodenja antibiotika u kliniku upotrebu i to zahvaljujuéi
njihovom otkri¢u u sojevima E. coli izolovanim iz naslaga arktiCkog leda starog
2000 godina (Alonso i sar., 2001; Hariharan i sar., 2004). Zbog toga se smatra da
je rezistencija na antibiotike pojava stara nekoliko stotina miliona godina, od-
nosno isto onoliko koliko su stari i mikroorganizmi. Ovo otkri¢e nije bilo neobi¢no
s obzirom na to da antibiotike prirodno proizvode same bakterije i jasno je da u
tom slu¢aju moraju biti rezistentne na antibiotik koji produkuju, kako ne bi bile
ubijene sopstvenim proizvodom.

Suprotno od toga, mikroorganizmi koji nisu imali sposobnost proiz-
vodnje antibiotika, a bili su izlozeni delovanju antibiotika iz okruzenja morali su se
adaptirati i razviti mehanizme rezistencije kako bi preziveli. Sposobnost pri-
lagodavanja i prezivljavanja u neprijateljskom okruzenju, osetljive bakterije sticale
su putem mutacija i geneti¢kog transfera, odnosno prenoSenjem, kako mutiranih
gena, tako i gena koji kodiraju samozastitu. Sli¢no tome, u poslednjih 60 godina,
koliko traje antibiotska era, patogene bakterije razvile su "kliniCki znacajnu rezis-
tenciju" na antibiotike koji se koriste u terapiji oboljenja poznate bakterijske etiolo-
gije (Walch, 2003). Primeceno je da se ovaj oblik rezistencije javlja nakon samo
nekoliko meseci od uvodenja novog antibiotika u klini¢ku praksu, kao $to se do-
godilo sa penicilinima i cefalosporinima, ili nakon nekoliko godina pa ¢ak i deset-
ina godina, Sto je redi slu¢aj. Vankomicin je u klini¢ku upotrebu uveden 1956. go-
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dine, a prvi slu¢aj rezistencije zabelezen je 1988. godine (Walch, 2003). Usta-
novljeno je da se kliniCka rezistencija bakterija na antibiotike izrazito lako Siri
preko drugih vrsta Zivotinja, posebno miSeva, macaka i pasa, ali i preko ljudi koji
su prethodno dolazili u kontakt sa zivotinjama nosiocima rezistentnih sojeva E.
coli (Alonso, 2001; Hartman i sar., 2003; Krnjai¢, 2005, Filipovi¢, 2005).

Danas je poznato da najduze 3 godine posle uvodenja novog antibio-
tika u terapijski protokol za le€enje obolele zZivotinje ili njihovog koriS¢enja kao
promotera rasta dolazi do pojave rezistentnih sojeva bakterija na taj antibiotik pri
¢emu se pojava novih oblika rezistencije skoro uvek se otkriva najpre kod E. coli
(Bywater, 2004; Catry i sar., 2003). Medutim, 2003. godine otkriven je potpuno
novi oblik rezistencije na aminoglikozidne antibiotike kod sojeva E. coli poreklom
od ljudi i zivotinja, koji nije direktno povezan sa klinic(kom upotrebom amino-
glikozida, ali do danas nije objasnjeno kako je doslo do Sirenja gena koji kodiraju
ovu rezistenciju. Naime, radi se o genima koji kodiraju proizvodnju enzima metil-
tranferaze koja metiluje ciljno mesto vezivanja aminoglikozida, koji su inace nuk-
leotidi u 16S subjedinici ribozomalne RNK i na taj naéin ih ¢ine neprepoznatljivim
za navedene antibiotike (Dominguez i sar., 2005). Ovi geni su postojali isklju€ivo
kod bakterija koje i same proizvode aminoglikozidne antibiotike i to kao mehani-
zam samoodbrane. Tako su pomenuti geni otkriveni kod vrsta Micromonospora
purpurea koja proizvodi gentamicin, Streptomyces tenjimariensis koja proizvodi
istamicin, Streptmyces griseus koja proizvodi streptomicin itd., ali do 2003. godine
se ovi geni nisu mogli naéi kod drugih vrsta bakterija. Kako je do$lo do toga da se
navedeni geni proSire sa bakterija producera aminoglikozida na bakterije
uzrocnike infektivnih bolesti jo$ nije ustanovljeno. Takode, nije jasno zasto su se
ovi geni prosirili na ostale bakterije tek 2003. godine, kada se zna da postoje mili-
onima godina i da se aminoglikozidni antibiotici intenzivno koriste u klini¢koj
praksi skoro 40 godina. Naime, jo§ od momenta uvodenja aminoglikozida u
kliniCku praksu pojavila se i klini¢ka rezistencija na aminoglikozide kod bakterija,
ali to su bili potpuno drugi mehanizmi rezistencije. Svim tim "starim" mehanizmima
rezistencije je zajedni¢ka proizvodnja enzima koiji vrSe fosforilaciju ili acetilaciju
samih aminoglikozida i tako ih inaktiviSsu. Novootkriveni mehanizam rezistencije
na aminoglikozide se naziva i takozvani "high-level aminoglycosides resistance"
jer omogucava rezistenciju pri koncentracijama aminoglikozida veéim ¢ak od
1000 nug/mL pai2000 ug/mL koja u mikrobioloSkom smislu predstavlja izrazito vi-
soku koncentraciju antibiotika. Stoga je, za sada, ovo jedan od najopasnijih oblika
rezistencije. Do danas je otkriveno 6 razli¢itih gena koji kodiraju ovu rezistenciju i
oni su oznaceni kao armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD i npmA. Ono §to je zabrinja-
vajuce jeste Cinjenica da se ovi geni u skoro 100 % slu¢ajeva nalaze na konjugativ-
nim plazmidima pa se lako Sire, a vezani su i sa genima koji kodiraju rezistenciju
na fluorokvinolone i proizvodnju ESBL enzima (beta laktamaze proSirenog spek-
tra delovanja). Smatra se da su navedeni geni, tacnije armA gen koji je i prvi bio ot-
kriven, "izasli" iz Poljske u kojoj je prijavljen prvi slu¢aj ovog oblika rezistencije kod
soja E. coli izolovanog iz fecesa bolni¢kog pacijenta. Sto se ti¢e veterinarske
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medicine, do danas su pomenuti geni otkriveni kod sojeva E. coli poreklom od
svinja, dok kod drugih Zivotinja nisu zabelezeni. Slu€ajevi ovog oblika rezistencije
kod sojeva E. coli u veterinarskoj medicini prijavljeni su u épaniji, Francuskoj,
Bugarskoj i Japanu (Dominguez i sar., 2005).

Materijal i metode rada / Materials and methods

Materijal za ovo ispitivanje predstavljali su delovi creva (jejunum, il-
eum) uginule prasadi, rektalni brisevi i feces obolele prasadi uzorkovani na neko-
liko farmi svinja iz okoline Beograda. Za izolaciju su kori§éene klasicne metode
mikrobioloske dijagnostike, a za identifikaciju klasi¢ni i komercijalni testovi API
20E (bioMerieux, Francuska). Primenom hiperimunih dijganosti¢kih seruma pro-
izvedenih na kuni¢ima koji su imunizovani referentnim sojevima E. coli, odredi-
vana je pripadnost izolovanih sojeva E. coli seroloSkim grupama: O8, 0138,
0139, 0147, 0149 i O157. Za identifikaciju fimbrijalnih adhezina koriS¢eni su
komercijalni antiserumi (Toxigenic E. coli pili antisera, Denka Seiken, Japan) i to
za adhezine K88 (F4), K99(F5) i 987P(F6), koji se najceSc¢e nalaze kod svinja. Za
ispitivanje osetljivosti na antibiotike izolovanih sojeva E. coli primenjene su disk di-
fuziona i mikrodiluciona metoda u bujonu koje su izvodene na osnovu preporuka
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) iz 2008. godine. Ispitivanje je vr§eno
sa Cistim aktivnim supstancama antibiotika: ampicilina, apramicina, gentamicina,
kanamicina, tetraciklina, ceftriaksona i ciprofloksacina (Sigma, SAD). Svi nabro-
jani antibiotici koriste se i u klinickoj veterinarskoj praksi osim apramicina, koji je u
ovom ispitivanju kori§¢en kao marker antibiotik radi detekcije novog oblika rezis-
tencije na aminoglikozide. Za kontrolu kvaliteta izvodenja metode, kvaliteta hranl-
jivih podloga i ostalih dijgnostikuma koriS¢en je referentni soj Escherichia coli
ATCC 25922. O¢itavanije i interpretacija dobijenih rezultata vr§eni su prema prepo-
rukama CLSI (2008).

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and Discussion

Ukupno je izolovano 400 sojeva E. coli, od kojih je 48 svrstano u kate-
goriju patogenih sojeva. Seroloskom tipizacijom izolovanih sojeva ustanovljeno je
da 42,8% pripada seroloSkoj grupi 0149, a zatim 19,0% grupi O138. Sa istim
procentima sojeva od 14,2% bile su zastupljene grupe O8i 0147. Svega 9,5% so-
jeva je pripadalo grupi O157. Nije tipiziran nijedan soj E. coli iz seroloSke grupe
0139.

Prisustvo fimbrijalnih adhezina je utvrdeno kod 19 (33,3%) sojeva.
Najzastupljeniji su bili adhezini F4 i to kod 17 (29,8%) sojeva, dok je kod 2 (3,5%)
soja ustanovljeno prisustvo F6 adhezina. Nijedan od ispitanih sojeva nije posedo-
vao adhezin tipa F5.
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Od navedenog broja patogenih sojeva E. coli kod 32 (66,67%) us-
tanovljena je multirezistencija na 3 i viSe od 3 antibiotika, a kod 16 (33,33%) sojeva
rezistencija na 2 ili 1 ispitivani antibiotik. Nisu otkriveni sojevi koji su bili osetljivi na
sve primenjene antibiotike, odnosno svi ispitani sojevi bili su rezistentni na
najmanje jedan antibiotik. Zna¢ajno je naglasiti da su svi izolovani sojevi E. coli
obuhvacéeni ispitvanjem bili osetljivisamo na amikacin. Distribucija rezistencije na
antibiotike obuhvacene ispitivanjem prikazana je na grafikonima 1 2.
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Grafikon 1. Prikaz procentualne zastupljenosti rezistencije na pojedine antibiotike kod
sojeva E. coli izolovanih od prasadi
Graph 1. Graphic illustration of resistance to some antibiotics in E. coli strains isolated from piglets shown
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Grafikon 2. Prisustvo multirezistentnih sojeva E. coli izolovanih od prasadi /
Graph 2. The presence of multiresistant E. coli strains isolated from piglets
Legenda: AB — antibiotik; R — rezistentan | Legend: AB - Antibiotic; B - Resistant
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Kod 89,58% izolovanih patogenih sojeva E. coli ustanovljena je rezis-
tencija na tetraciklin i ampicilin. Sli¢ne rezultate rezistencije na antibiotike kod so-
jeva E. coli izolovanih od svinja dobili su u ranijim istrazivanjima (Krnjai¢, 2000;
ASanin i sar., 2004; Krnjai¢ i sar., 2005; Filipovi¢, 2005; MiSi¢ i sar., 2006; Gavrovic,
2007). Ovo ukazuje na to da se kod sojeva E. coli izolovanih od svinja u Srbiji
rezistencija na tetraciklin i ampicilin odrzava na gotovo istom nivou ve¢ godinama,
§to nije neobi¢no s obzirom na to da se navedeni antibiotici u nasoj zemlji inten-
zivno upotrebljavaju kod Zivotinja u svim granama proizvodnje. Najnizi procenat
od 4,17% rezistentnih sojeva E. coli ustanovljen je na ceftriakson. Vrlo visoko pri-
sustvo rezistencije kod 37,5% sojeva otkriveno je na ciprofloksacin §to je veoma
zabrinjavaju¢a pojava prvenstveno zbog opasnosti od Sirenja ovog oblika rezis-
tencije (kako gena rezistencije, tako i rezistentnih sojeva bakterija) na populaciju
ljudi, jer je u humanoj medicini ciprofloksacin jedan od najSire upotrebljavanih
antibiotika. Medutim, ni ovakav nalaz nije neobian s obzirom na to da je rezisten-
cija na fluorokvinolone kod sojeva bakterija poreklom od Zzivotinja otkrivena na
svim kontinentima, osim u Australiji gde je upotreba antibiotika ove klase kod zivo-
tinja zabranjena. U naSe ispitivanje su bila uklju¢ena i tri antibiotika koji pripadaju
klasi aminoglikozida, najpre iz razloga $to se aminoglikozidi intenzivno koriste,
kako u le€enju ljudi, tako i u le€enju zZivotinja. Visoke vrednosti MIC-a apramicina
mogu ukazivati na prisustvo novog, navedenog i vrlo opasnog oblika rezistencije.
U ispitivanjima osetljivosti 48 izolovanih sojeva E. coli na apramicin, kod ¢ak 9
(18,75%) sojeva vrednosti MIC-a apramicina su bile izuzetno visoke i iznosile su
viSe od 128 ug/mL, $to je jasan znak da se moze sumnjati i na prisustvo novog ob-
lika rezistencije kod sojeva E. coli izolovanih od svinja na farmama u Srbiji. Na ovu
pretpostavku moze ukazivati i rezultat koji je dobijen ispitivanjem osetljivosti
izolovanih sojeva E. coli na kanamicin. Cak 13 (52,08%) sojeva E. coli bilo je rezis-
tentno na ovaj antibiotik sa vrednostima MIC-a od preko 256 ug/mL. Na gentami-
cin je bilo rezistentno 33,3% sojeva sa vrednostima MIC-a od 16 do 128 ug/mL. Da
bi novi oblik rezistencije bio potvrden neophodno je detektovati armA, rmtA, rmitB,
rmtC, rmtD i npomA gene primenom molekularnih metoda. Ipak, kako se amino-
glikozidi ve¢ duzi niz godina Siroko koriste u veterinarskoj medicini u Srbiji, nije
isklju¢eno da se radi o starim mehanizmima rezistencije na ove antibiotike.
Najmaniji procenat rezistentnih sojeva E. coli od 4,17% ustanovljen je na ceftriak-
son.

Zakljucak / Conclusion

Visoke vrednosti MIC-a apramicina dobijene primenom veoma osetlji-
ve mikrodilucione metode u bujonu mogu ukazivati na prisustvo novog i vrlo
opasnog oblika rezistencije na aminoglikozidne antibiotike. Medutim, da bi
ovakva sumnja bila i potvrdena moraju se primenom mlekularnih metoda detekto-
vati i geni odgovorni za rezistenciju na aminoglikozide. Sigurno jr da razlog za
zabrinutost i dalje postoji jer od 400 izolovanih i ispitanih sojeva nije otkriven
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nijedan soj koji je bio osetljiv na sve antibiotike, ali je rezistencija na ampicilin i tet-
raciklin ustanovljena kod ¢ak 89,58% sojeva. Na ciprofloksacin je bilo rezistentno
37,5% sojeva, Sto je takode zabrinjavajuce visok procenat jer je ciprofloksacin je-
dan od najznacajnijih antibiotika koji se koristi u humanoj medicini.
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ENGLISH

THE INVESTIGATION OF NEW FORMS OF RESISTANCE TO SOME ANTIBIOTICS IN
E. coli STRAINS ISOLATED FROM PIGLETS

Ruzica Asanin, M. Zutié, Jelena Asanin, D. Mi$ié¢, Jadranka Zutié,
Dobrila Jaki¢-Dimié, N. Mili¢, J. Nisavié¢

The resistance of bacteria poses a significant problem everywhere in the
world, and consequently in our country as well. The non-critical use of antibacterial medi-
cines in human and veterinary medicine has contributed to the spreading of this resistance.
Due to the topical importance of this problem, large numbers of states in the world are fi-
nancing projects of which the objective is to follow and monitor bacterial resistance.

The objective of this investigation was to isolate and identify pathogenic
strains of E.coli from piglets with clinically manifest diarrhoea and to examine the sensitivity
of the isolated strains to a certain number of selected antibiotics. The material for these in-
vestigations were parts of intestines (jejunum, ileum) from piglets that died, rectal smears
and feces of diseased piglets sampled pig farms in the vicinity of Begrade.

Conventional methods of microbiological diagnostics were used for isolation,
and conventional and commercial tests AP| 20E (bioMerieux, France) were used for identi-
fication. Following biochemical identification using hyperimmune serums for certain group
(O) antigens: (08, 0138, 0139, 0147, 0149, and O157), the serological typization of the
strains was carried out.

Commercial antiserums: T K88 (F4), K99 (F5), and 987P (F6), Toxigenic E.coli
pili antisera, Denka Seiken Co. Ltd. Tokyo, Japan) were used to establish the presence and
to identify fimbrial antigens-adhesins through slide agglutination reaction. The sensitivity of
the antibiotics to the isolated strains of E.coli was examined using the disc diffusion method
according to Kirby Bauer and the microdillution method in bouillon according to CLSI rec-
ommendations (2008). Examinations using the microdillution method in bouillon were per-
formed with pure active antibiotic substances: ampicillin, apramycin, gentamicin, kanamy-
cin, tetracycline, ceftriaxone, and ciprofloxacin (Sigma, USA). A total of 400 E.coli strains
were isolated, including 48 E.coli strains that are within the category of pathogenic strains.
Out of the total number of pathogenic strains of E.coli, 32 (66.67%) were found to be mul-
tiresistant to 3 or more than 3 antibiotics, and 16 (33.33%) pathogenic strains of E.coli were
resistant to 2 or 1 of the examined antibiotics.

Resistance to tetracycline and ampicillin was established in 89.58% isolated
strains of E. coli, and to ciprofloxacin in 37.5% strains. The lowest percentage of resistance
to ceftriaxone was established in 4.17% strains of E. coli. The isolated strains of E. coli were
also found to be resistant to certain aminoglycosides antibiotics. Thus, resistance to apra-
mycin was established in 18.75% strains whose MIC values were higher than 128 ug/mL.
Resistance to kanamycin was established in 52.08% strains of E.coli, and in these, 96.00%
strains showed MIC kanamycin values of over 256 ug/mL. Resistance to the third aminogly-
cosides antibiotic, gentamicin, was established in 33.33% E.coli strains. All the E.coli
strains that led to diarrhoea in piglets were resistant to at least two antibiotics, and more
than 50% strains were found to be resistant to more than 3 antibiotics. It is significant to
stress that all isolated strains of E. coli covered by these investigations were sensitive only
to amikacyn.

Key words: pigs, E. coli, resistance, antibiotics
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PYCCKUA

ABNEHUE HOBbLIX ®OPM COMPOTUBNIEHUA K AHTUBUOTUKAM Y LULTAMMOB
E. coli, U3OJINPOBAHHbIX U3 NOPOCAT

Pyxwuua AwanHuH, M. XXyTny, Eneda AwanwuH, 1. Muwnd, fiapaHka XyTtud,
LOo6puna Akuy-Aumuy, H. Munwny, 4. Huwaesuy

ConpoTuBneHne 6akTepuii npeacTaBnsgeT co60M 3HA4YMTENbHY NpobnemMy
BClOZy B Mupe, Aa U y Hac. PaclumpeHuio conpoTuBIEHNS COAENCTBOBANO HEKpUTUYE-
CKOe yrnoTpebrieHne aHTMbakTeprarbHbIX IEKapcTB B r'yMaHHOW 1 BETEPUHAPHOWN Meau-
UnHe. N3-3a akTyanbHOCTM NPO6ieMbl 60S1bLLOE YACTIO FOCY4AapCTB B MUpe (huHaHCHpyeT
NPOEKTbI YbS UMb CreXKa U HaA30p Haz, CONPOTUBNSAEMOCTbIO 6aKTEpUN.

Llenb aTtoro ncneposanHusa 6bina n3onaumsa M nAeHTUnKaumsa naToreHHbIX
wTaMmMoB E. coli n3 nopocaT ¢ KNMHMYECKN MaHUECTHOW Anapeen n ncnbliTaHne YyBCT-
BUTENbHOCTU N30/IMPOBaHHbIX LUITAMMOB Ha OnpeAenéHHOE YMC0 OTOOPaHHbIX aHTUOMO-
TukoB. MaTepuan ansa 9Toro UCnbITaHNA NPeACTaBANN COO0N HYacTN KULLOK (EHOHYM, Ui-
€yM) M3 OKOJIEBLUMX MOPOCHAT, pPeKTasbHble Mas3kuM M MOMET 3ab0neBLIMX MOPOCHT,
06pa3ynKoBaHbl Ha hepmax CBMHeEN U3 okpecTHocTn benrpaga.

Ons n3onauum nonb30BaHbl KacCuyeckme MeToAbl MUKPOOMONOrm4ecKom
ONarHoCTUKK, a Anga naeHtTudukaumm Knaccndeckue n kommepydeckme tectol AMNN20E
(BioMerieux, ®paHuus). MNocne 6UOXMMUYECKON naeHTUMKaUmm ¢ NoOMOLbO rMNepum-
MYHHbIX CEpPyMOB A5 onpegenéHHbix rpynnosbix (O) aHTureHos (08, 0138, 0139, 0147,
0149 n O157) coBepLueHa ceponornyeckas Tunmsayms WTaMmmoB.

[ns yTBepXaeHnsa NpucyTCTBUA U AEHTUdMKaLMN umbpranbHbIX aHTure-
HOB-2[re3nHOB peakuuen arrnioTnHaumMmn Ha niMTe Nonb30BaHbl KOMMEPYECKMe aHTuce-
pymbl: K88 (F4), K99 (F5) n 987P (F6), Toxigenic E. coli pili antisera, Denka Senken Co Ltd.
Tokno, AnoHos. YyBCTBMTENBHOCTb K aHTUOUOTUKAM U30JIMPOBAHHbIX WTaMMoB E. coli
ucnbiTaHa NpMMeHeHem anck andgysmoHHoro metoga no Kupbe bayepe n mnkpoauny-
LUMOHHOro metoaa B 6ynboHe no pekomeHgaumsam CLS/ (2008). VicnbitaHne myukpoamny-
LUMOHHBIM METOAOM B 6y/IbOHE COBEPLUEHO C YUCTbIMU aKTUBHBIMU CYOCTaHLUMAMM aHTU-
6MOTMKOB: aMNUUMMAMHA, anpamuuuHa, reHTamnumHa, KaHammumHa, TeTpaumknmHa, ued-
TpuakcoHa 1 uunpocdpnokcaumHa (Sigma, CLUA). CoBokynHo nsonvposaHo 400 wramMmmoB
E. coli, n3 koTopbix 48 pacrnpefeneHo B KaTeropmio NaToreHHbIX WTaMMmoB. VI3 coBoKyn-
HOrO 4ncna NaToreHHbIX WramMmmMoB E. coliy 32 (66,67 %) ycTaHOBNEHO My/IbTUCONPOTUB-
neHue K 3 n 66nbLue 3 aHTMOMOTUKOB, a'y 16 (33,33%) wrtamos E. coli conpoTuBneHune K 2
unu 1 ucnblTaHHUA aHTUONOTHUKY.

ConpoTuBreHne K TeTpauuKiiMHy U aMnuuuiiMHy yctaHoBmeHo y 89,58%
U30/IMPOBaHbIX WTaMMOB E. coli, a kK yunpodnokcaumHy y 37,5% wrammoB. Hanbonee
HU3KWI NPOLIEHT COMPOTUBIEHUS K LLedpTPUAKCOHY ycTaHoBMeH y 4,17 % wTtammoB E. coli.
[MpucyTcBUE CONPOTUBIIEHNS Y U30NIMPOBAHHBIX LWITAMMOB E. coli ycTaHOBNEHO U K HEKO-
TOPbIM aMUHOTITMKO3NAHBIM aHTUOUOTMKAM. Tak CoNpoTUBMEHNE K anpamMuULMHy yCTaHOB-
neHo y 18,75% wrtamMMoOB y KOTOpPbIX cToumocTn MIC-a 6binn 66nbwe 128 mr/mn. Y
52,08% wTammoB E. coli OTKPbITO CONPOTUBIIEHME N K KaHAMULMHY, a U3 NpUBEAEHHOMO
npoueHTa y 96,00% wrammoB ctommocT MUL-a kaHammymHa cocTaBnanm 66nbLue 256
mr/mn. Takxe, y 33,33% wWwTaMmoB. E. coli ycTaHOBMNEHO COMPOTUBEHNE N K TPETbEMY
aMWHOTNIMKO3NAHOMY aHTMOMOTUKY reHTamuumHy. Bce wTtammbl E. coli, KoTopble
obycrosnueanu guapeto y nopocaT 6binv CynpoTUBIISIEMbIE K MEHbLLE BCEro Aym aHTu-
6uoTukam, a 66nbwe 50% LWTaMMOB OTKPbITO NPUCYTCTBME CONPOTMBIIEHUS K 60sbLue 3
aHTUOMOTMKAM. 3Ha4YMTENBHO MNOAYEPKYHYTh, YTO BCE U30/IMPOBaHHbIE WTamMMbl E. coli
OXBa4eHbl UCMbITaHNEM OblNN HyBCTBUTESbHBIN TOMbKO K aMUKaLUHY.

KntoueBble cnoea: cBUHbWY, E. coli, aHTUOMOTUKN, CONPOTUBIIEHNE
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KONCENTRACIJA KORTIZOLA, INSULINU SLICNOG

FAKTORA RASTA-I I IMUNOGLOBULINA G-KLASE U KRVI

NEONATALNE TELADI RAZLICITE TELESNE MASE NA

RODENJU"

CONCENTRATION OF CORTISOL, INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-I

AND IMMUNOGLOBULIN G CLASS IN BLOOD OF NEONATAL

CALVES OF DIFFERENT BODY MASS AT BIRTH

Danijela Kirovski, H. Samanc, Natalija Fratrié, D. Gvozdi¢, S. Hristov,

Z. Sladojevié, C. Mircu, Camelia Tulcan®™

*

Cilj ovog rada je da se ispita da li koncentracije kortizola, insulinu-
sliénog faktora rasta-I (IGF-I) i imunoglobulina klase G (IgG), odnosno
parametara krvi za koje se smatra da su izuzetno znacajni za postna-
talni opstanak teladi, zavise od telesne mase teladi na rodenju. Ispiti-
vanja su izvrsena na 12 novorodenih teladi HolStajn-Frizijske rase, raz-
dvojenih u dve grupe na osnovu telesne mase na rodenju. U prvu
grupu (n=6) svrstana su telad Cija je telesna masa bila ve¢a od 35 kg
na rodenju (41,67 +3,08 kg), dok su u drugu grupu (n=6) svrstana te-
lad Cija je telesna masa na rodenju bila manja od 35 kg (32,00+3,58
kg). Neposredno pre napajanja kolostrumom, kao i 32. sata neonatal-
nog Zivota, uzeti su uzorci krvi. U uzorcima krvnog seruma uzetim
neposredno pre napajanja kolostrumom odredivana je koncentracija
kortizola i IGF-1, dok je u uzorcima uzetim 32 sata nakon rodenja teladi
odredivana koncentracija IgG. Koncentracija kortizola kod teladi rode-
ne sa ve¢om telesnom masom (61,51+32,78 nmol/l) je bila niza (p=
0,052) nego kod teladi rodenih sa niZzom telesnom masom (94,89=
17,74 nmol/l). Utvrdena je znacajna negativna korelacija (r=-0,592;
p<0,05) izmedu telesne mase teladi na rodenju i koncentracije Korti-
zola. Koncentracija IGF-I odredena neposredno nakon rodenja kod te-

Rad primljen za Stampu 28. 12. 2009. godine
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ladi sa ve¢om telesnom masom na rodenju (10,17 +1,71 nmol/l) bila je

statistiCki znac¢ajno veca (p<0,05) u odnosu na telad rodenu sa nizom

telesnom masom (7,04+1,15 nmol/l). Postojala je znaCajna pozitivna

korelacija (r=0,519; p<0,10), izmedu telesne mase teladi na rodenju i

koncentracije IGF-I. Trideset dva sata nakon rodenja koncentracija IgG

u krvnom serumu teladi rodene sa viSom telesnom masom (18,72+

1,99 g/l) je bila zna&ajno visa (p<0,05) nego kod teladi rodene sa

nizom telesnom masom (11,68+4,79 g/l). Utvrdena je znacajna po-
zitivna korelacija izmedu telesne mase teladi na rodenju i koncentracije

IgG odredene trideset i drugog sata neonatalnog Zivota (r=0,620;
p<0,05). Dobijeni rezultati upuéuju na zakljucak da su telad telesne

mase preko 35 kg na rodenju bolje adaptirana na uslove spoljasnje sre-
dine u odnosu na telad koja su rodena sa telesnom masom manjom od

35 kilograma.

Kljucne reci: novorodena telad, telesna masa, kortizol, IGF-I,
imunoglobulini G klase

Uvod / Introduction

U prvim danima zZivota teladi endokrini sistem nije potpuno razvijen i
njegovo funkcionisanje je regulisano drugacijim mehanizmima u odnosu na odra-
sle jedinke. Naime, hormonalni status novorodencadi je u velikoj meri uslovljen
prisustvom hormona u njihovoj cirkulaciji koji poti¢u jo$ iz fetalne cirkulacije, a
dospeli su u nju iz krvotoka majke, ili, kasnije, su resorbovani iz digestivhog trakta
a kolostralnog su porekla (Blum i sar., 1999).

Koncentracija kortizola, hormona za koji se smatra da je glavni poka-
zatelj stresogene reakcije, je viSestruko ve¢a kod novorodencadi u odnosu na
odrasle jedinke (Stoji¢ i sar., 2002). Inace, poznato je da kortizol dominira u krvnoj
plazmi novorodene teladi, dok se kortikosteron pojavljuje kasnije, od desetog do
Cetrnaestog dana zivota (Hristov i sar., 1990; 1994) . Smatra se da je ova visoka
koncentracija kortizola u prvim danima zZivota fizioloSki opravdana i neophodna za
opstanak novorodencadi. Utvrdena je Cvrsta veza izmedu duZzine trajanja gravid-
iteta i koncentracije kortizola u krvnoj plazmi novorodene teladi (Richet i sar.,
1987). Naime, kortizolemija je kod teladi rodenih posle optimalnog vremena tra-
janja graviditeta znac¢ajno visa u odnosu na kortizolemiju merenu u isto vreme kod
teladi rodenih posle graviditeta koji je trajao kra¢e od 270 dana ili duze od 285
dana. Dalje, isti autori su utvrdili da je kod teladi koja dolaze na svet posle kra¢eg
trajanja graviditeta (252 do 263 dana) odgovor ¢elija kore nadbubrezne Zlezde na
aplikaciju ACTH slabiji, nego kod teladi koja su rodena na vreme. Ovaj podatak
moze delimi¢no da objasni zasto su neka telad odmah posle rodenja manje ot-
porna i teze se prilagodavaju na razliCite stresogene Cinioce, koji mogu iznenada
da deluju u najranijoj fazi njihovog zivota i tako budu neposredan povod za nasta-
janje zdravstvenih problema.
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Pravilan razvoj somatotropne osovine u prvim danima Zivota je od izu-
zetnog znadaja za kasniji pravilan rast, razvoj i zdravlje teladi (Kirovski, 2002). Me-
hanizam funkcionisanja somatotropne osovine je, pri tome, znacajno razlicit
izmedu novorodenih i odraslih jedinki kod svih Zivotinjskih vrsta. Ispitivanja su po-
kazala da, za razliku od odraslih goveda, kod kojih aplikovanje deksametazona
ima negativnho dejstvo na somatotropnu osovinu, odnosno dovodi do smanjenja
koncentracije insulinu-sli¢nog faktora rasta-l (IGF-I) (Maciel i sar., 2001), kod no-
vorodencadi davanje ovog sintetskog kortikosterodida stimuliSe somatotropnu
osovinu i izaziva porast koncentracije IGF-I u cirkulaciji (Hammon i sar., 2003;
Sauter i sar., 2003).

Odbrana novorodenc&adi od infektivnih bolesti je u velikoj meri uslov-
liena koncentracijom imunoglobulina u krvi. S obzirom da se telad radaju u stanju
fizioloSke agamaglobulinemije, ovi imunoglobulini poti¢u iz kolostruma majke
nakon njihove resorpcije iz digestivnog trakta. Za opstanak novorodencadi je izu-
zetno znacajano da se ovi imunoglobulini resorbuju u dovoljnoj koncentraciji koja
¢e obezbediti adekvatnu zastitu. S obzirom na znacaj imunoglobulina u zastiti te-
ladi od infektivnih oboljenja mnogi autori su ispitivali uticaj razliCitih faktora na kon-
centraciju IgG u krvi novorodene teladi. Na koncentraciju imunoglobulina G-klase
u krvi novorodene teladi uti¢u vreme prvog uzimanja kolostruma, koli¢ina unetog
kolostruma, koncentracija imunoglobulina u kolostrumu, kao i nacin napoja.
Stres, rasa, sezonski faktori i vreme koje telad provede uz majku su do sada pouz-
dano utvrdeni faktori koji takode mogu uticati na stepen resorcije imunoglobulina
u crevu novorodencadi a time i na njihovu koncentraciju u krvi teladi (Stoji¢ i sar.,
2000).

Ciljovog rada je da se ispita da li koncentracija kortizola, IGF-I i imuno-
globulina klase G, odnosno parametara krvi za koje se smatra da su izuzetno
znacajni za postnatalni opstanak teladi, zavisi od telesne mase teladi na rodenju.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Ispitivanja su izvrSena na 12 novorodenih teladi HolStajn-Frizijske
rase, razdvojenih u dve grupe na osnovu telesne mase na rodenju. U prvu grupu
(n=6) svrstana su telad ¢ija je telesna masa na rodenju bila ve¢a od 35 kg, dok su
u drugu grupu (n=6) svrstana telad €ija je telesna masa na rodenju bila manja od
35 kg. Neposredno pre napajanja kolostrumom, kao i 32. sata neonatalnog Zivota,
uzeti su uzorci krvi punkcijom vene jugilaris. Uzorci su ostavljeni da spontano ko-
aguliSu, nakon Cega su centrifugovani na 2000 obrtaja u trajanju od 15 minuta.
Tako dobijeni uzorci krvnog seruma zamrznuti su na -20°C do izvodenja analiza.

U uzorcima krvnog seruma uzetih neposredno pre napajanja odredi-
vana je koncentracija kortizola i IGF-I, dok je koncentracija imunoglobulina G-
klase odredivana u uzorcima uzetim 32 sata nakon rodenja teladi. Koncentracija
kortizola i IGF-I odredivana je radioimunoloSkom metodom uz upotrebu komerci-
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jalnih kitova (RIA, INEP Zemun). Koncentracija IgG odredivana je komercijalnim
radijalnim imunodifuzionim testom (sRID, INEP Zemun).

Rezultati ispitivanja obradeni su standardnim statistiCkim metodama i
izraCunati su srednja vrednost, standardna devijacija, standardna greska i koefi-
cijent varijacije. Za ocenu statistiCke zna¢ajnosti razlika srednjih vrednosti primen-
jen je Student-ov "t —test". Stepen korelacije izmedu telesne mase teladi i ispitiva-
nih parametara u krvnog serumu utvrden je izraunavanjem koeficijenta korelacije

(1)
Rezultati i diskusija / Results and Discussion

U tabeli 1 prikazana je prosecna telesna masa teladi na rodenju, kon-
centracija kortizola, IGF-1 i IgG u krvnom serumu obe grupe teladi kao i statistiCka
znacajnost razlike ispitivanih parametara.

Tabela 1. Telesna masa teladi (kg), koncentracija kortizola (nmol/l), IGF-I (nmol/l) i IgG (g/l) u
krvi neonatalne teladi /

Table 1. Body mass of calves (kg), concentrations of cortisol (nmol/l), IGF-I (nmol/l), and IgG (g/l) in blood of
neonatal calves

Telesna masa / Koncentracija kortizola / | Koncentracija IGF-I / | Koncentracija IgG /
Body mass Cortisol concentration IGF-I concentration | IgG concentration
(kg) (nmol/l) (nmol/l) (9/)
| Il | 1l | Il | Il
X 41,67 | 32,00%** 61,51 94,890 10,17 7,04* 18,72 11,68*
SD 3,08 3,58 32,78 17,74 1,71 1,15 1,99 4,79
SE 1,26 1,46 13,38 7,24 0,69 0,47 0,81 1,95
CV(%)| 7,39 11,18 53,29 18,69 16,81 16,33 10,63 41,01
IV |38,0-45,0|27,0-35,0| 11,22-95,16 [66,83-115,19| 8,36-13,2 | 5,01-8,1 | 15,1-20,5 | 6,4-20,7

IGF-I - insulinu sli¢an faktor rasta-l / insulin-like growth factor-I

IgG — imunoglobulini G klase / immunoglobulin G class

0 —p = 0,05 u odnosu na prvu grupu teladi za ispitivani parametar /

O — p = 0.05 in comparison with first group of calves for examined parameter
* —p < 0,05 u odnosu na prvu grupu teladi za ispitivani parametar /

* — p < 0.05 in comparison with first group of calves for examined parameter

Prosecna telesna masa teladi prve grupe bila je 41,67 +3,08 kg, dok je
prosecna tezina teladi druge grupe bila 32,00+ 3,58 kg. Telesna masa teladi prve
grupe je bila statisti¢ki znacajno veca (p<0,001) nego teladi druge grupe. Iz prika-
zanih podataka se zapaza da je koncentracija kortizola kod teladi rodene sa
vec¢om telesnom masom (61,51+32,78 nmol/l) niza nego kod teladi rodenih sa
nizom telesnom masom (94,89+17,74 nmol/l). Ova razlika je bila na granici sta-
tistiCke znacCajnosti (p=0,052). Koncentracija kortizola kod novorodenih teladi po-
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kazuje znacajnu varijabilnost jer zavisi od izrazito velikog broja kako endogenih,
tako i egzogenih faktora (éamanc i sar., 2008). | pored toga, nasi rezultati poka-
zuju znacajan uticaj telesne mase teladi na rodenju na koncentraciju kortizola u
krvnom serumu. Utvrdivanjem stepena korelacije izmedu telesne mase teladi na
rodenju i koncentracije kortizola utvrdena je znacajna negativna korelacija (r =
-0,592; p<0,05). Ova korelacija je u skladu sa nalazima drugih autora (Burdick i
sar., 2009). Ovaj rezultat nas moze navesti na zaklju€ak da su telad manje telesne
mase na rodenju izlozenija delovanju stresogenih faktora nego telad vece telesne
mase. Moguce je da to vremenom dovede do iscrpljivanja adrenokortikotropne
osovine novorodencadi zbog ¢ega su telad manje telesne mase na rodenju vise
izlozena delovanju stresogenih faktora posle rodenja (Samanc i sar., 2008).

Koncentracija IGF-I odredena neposredno nakon rodenja kod teladi
sa veéom telesnom masom na rodenju (10,17+1,71 nmol/l) bila je statistiCki
znacajno veca (p<0,05) u odnosu na telad rodenu sa nizom telesnom masom
(7,04=1,15 nmol/l). Ovakav rezultat je u skladu sa rezultatima drugih autora koji
su ispitivali povezanost telesne mase teladi na rodenju i koncentracije IGF-I u
krvnom serumu neonatalne teladi (Kuhne i sar., 2001; Kirovski i sar., 2002). 1z lite-
rature je poznato da su glavni faktori koji utiCu na koncentraciju IGF-I u cirkulaciji
koncentracija hormona rasta, koncentracija insulina, kao i koli¢ina hranljivih ma-
terija, narocito aminokiselina, koje se resorbuju iz digestivnog trakta (Ontsouka i
sar., 2004). Kod novorodencadi svih zivotinjskih vrsta, energetski status jedinke,
odnosno koli¢ina unetih hranjivih materija je zna€ajnija u regulaciji koncentracije
IGF-I u krvi, nego hormon rasta, jer je kod njih smanjeno prisustvo receptora za
hormon rasta u jetri (Breier i sar., 1986). Objasnjenje za ovu povezanost koncen-
tracije IGF-li energetskog statusa jedinke lezi u €injenici da u svim slu€ajevima en-
ergetskog deficita jedinke dolazi do dekuplovanja veze izmedu koncentracije IGF-
I i koncentracije hormona rasta u krvi, a uspostavljanja jake pozitivhe korelacije
izmedu koncentracije insulina i koncentracije IGF-I u krvi (Renaville i sar., 2002).
Telesna masa teladi je u izrazitoj pozitivnoj korelaciji sa energetskih statusom
jedinki na rodenju, §to je najverovatniji razlog zbog ¢ega je koncentracija IGF-I
znacajno visa kod teladi sa ve¢om telesnom masom na rodenju. Ra¢unanjem ste-
pena korelacije izmedu telesne mase teladi na rodenju i koncentracije IGF-I do-
bijenih kod teladi ispitivanih u ovom radu utvrdena je zna€ajna pozitivha korelacija
(r=0,519; p<0,10), Sto dodatno potvrduje zaklju€ak da telad sa ve¢om telesnom
masom na rodenju imaju visu koncentraciju IGF- | u krvi.

Utvrdeno je da je 32 sata nakon rodenja koncentracija IgG u krvnom
serumu teladi rodene sa ve¢om telesnom masom (18,72+1,99 g/l) je bila znacaj-
no viSa (p<0,05) nego kod teladi rodene sa nizom telesnom masom (11,68+
4,79 g/l). Pored toga, utvrdena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu telesne
mase teladi na rodenju i koncentracije IgG odredene trideset i drugog sata neona-
talnog zivota (r=0,620; p<0,05). Razlog za ovu korelaciju verovatno je to §to su
kod teladi vece telesne mase neonatalna creva razvijenija, a samim tim je veci i nji-
hov resorptivni kapacitet prema imunoglobulinima (Stoji¢ i sar., 1995). Insulinu
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sliCan faktor rasta—l, €ija je koncentracija znacajno vec¢a kod teladi rodenih sa
ve¢om telesnom masom, ima izrazito veliki znacaj u pravilnom razvoju creva u
prvih nekoliko dana zivota (Ma i sar., 1997), a samim tim, verovatno, i na sposob-
nost neonatalnih creva da resorbuju IgG.

Zakljucak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata moze da se zaklju¢i da telad vece tele-
sne mase na rodenju ima znacajno viSu koncentraciju insulinu sli¢nog faktora ra-
sta-l i imunoglobulina G-klase, a zna¢ajno nizu koncentraciju kortizola u krvnom
serumu u odnosu na telad rodenu sa manjom telesnom masom. To ukazuje da su
telad telesne mase preko 35 kg na rodenju imaju bolju moguénost adaptacije na
uslove spoljasnje sredine, koji podrazumevaju delovanije razli¢itih stresogenih i in-
fektivnih agenasa, u odnosu na telad koja su rodena sa telesnom masom manjom
od 35 kilograma.
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ENGLISH

CONCENTRATION OF CORTISOL, INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-I AND
IMMUNOGLOBULIN G CLASS IN BLOOD OF NEONATAL CALVES OF DIFFERENT
BODY MASS AT BIRTH

Danijela Kirovski, H. Samanc, Natalija Fratri¢, D. Gvozdié, S. Hristov, Z. Sladojevié,
C. Mircu, Camelia Tulcan

The objective of this work was to examine whether concentrations of cortisol,
insulin-like growth factor-I (IGF-I) and immunoglobulin G class (IgG), in fact blood parame-
ters which are believed to be of extreme importance in the postnatal survival of calves, are
dependant on the body mass of calves at birth. Investigations were performed on 12 new-
born calves of the Holstein-Friesian breed, placed into two groups on the grounds of their
body mass at birth. The first group (n=6) comprised calves whose body mass was more
than 35 kg at birth (41.67+3.08 kg), while the second group (n=6) comprised calves
whose body mass at birth was less than 35 kg (32.00+3.58 kg). Blood samples were taken
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immediately preceding the consuming of colostrum, as well as at 32 hours of neonatal life.
Cortisol and IGF-I concentrations were determined in blood serum samples taken immedi-
ately before colostrum consumption, while IgG concentration was determined in the sam-
ples taken 32 hours after the birth of the calves. The cortisol concentration in calves born
with a greater body mass (61.51+32.78 nmol/l) was lower (p=0.052) than in calves born
with a smaller body mass (94.89+17.74 nmol/l). A significant negative correlation (r=
—0.592; p<0.05) was established between the body mass of calves at birth and the cortisol
concentration. The IGF-I concentration determined immediately following birth in calves
with a greater boy mass at birth (10.17+1.71 nmol/l) was statistically significantly higher
(p<0.05) in comparison with calves born with a smaller body mass (7.04+1.15 nmol/l).
There was a significant positive correlation (r = 0.519; p<0.10) between the body mass of
calves at birth and the IGF-I concentration. Thirty-two hours following birth, the IgG con-
centration in blood serum of calves born with a bigger body mass (18.72+1.99 g/I) was sig-
nificantly higher (p<0.05) than in calves born with a smaller body mass (11.68+4.79 g/l). A
significant positive correlation was established between the body mass of calves at birth
and the IgG concentration determined at 32 hours of neonatal life (r = 0.620; p<0.05). The
obtained results point to the conclusion that calves of body mass over 35 kg at birth are bet-
ter adapted to the conditions of the outer environment in comparison with calves born with
a body mass of less than 35 kg.

Key words: newborn calves, body mass, cortisol, IGF-l, immunoglobulins G class

PYCCKUA

KOHLUEHTPALAA KOPTU30NA, UHCYJIUHY MOJOBHOIO ®AKTOPA POCTA-I
N UMMYHOT JIOBYJIMHOB I KNTACCA B KPOBU HOBOPOXXAEHHbIX TENAT
PA3JINHHOU MACCDbI TEJIA HA POXEOHUA

[Oanunena Kuposcku, X. LWamaHuy, Hatanua ®partpuy, A. F'Bo3auy, C. Xpucros,
XK. Cnapoesuy, C. Mircu, Camelia Tulcan

Llenb aton paboTbl ucnbiTaTb NI KOHUEHTPaUMM KOPTM30/a, WHCYIMHY-
nogo6bHoro chakTopa pocta-l (Urd-I) n ummyHornobynuHos knacca I (Url"), To ecTb napa-
METPOB KPOBW AJ1A KOTOPbIX CHUTAETCS, YTO UCKIIIOYMTENBHO 3HAYUTESNbHbIE AMS HO-
BOPOXXAEHHOrO CyLEeCTBOBAHUA TENAT, 3aBUCUT OT MacChl Tena TeNnsaT Ha poXAeHWW.
McnbiTaHusa coBepLueHbl Ha 12 HOBOPOXXKAEHHBIX TENAT XonwTanH-Oprsmninckon nopoaebl,
pa3fBOeHHbIX B ABYX rpynmnax Ha OCHOBE Macchl Tena Ha poxaeHun. B nepsyto rpynny
(H=6) pacnepegeneHbl TenaTa Ybsa Macca Tena éna 6onbue 35 kr (32,00+3,58 kr). Henoc-
PeACTBEHHO A0 HanavBaHWUs KOSIOCTPYMOM, CITIOBHO M 32 Yaca HOBOPOXKAEHHOW >KW3HM,
B35iTbl 06pa3ynKkn KpoBu. B obpasumkax KpoBSIHOro cepyma B3siTbIM HEMOCPEACTBEHHO
[0 HanamBaHUsA KOJIOCTPYMOM onpefeneHa KoHUeHTpauusa koptusona n Urd-l, noka B
obpasynkax, B3aTbiM 32 yaca nocne poXAeHUsa TeNAT onpeaeneHa KoHueHTpauns U .
KoHueHTpauma kopTusona y TenaT, poXAEHHbIX ¢ 6onee 6OMbLIOW Maccoh Tena
(61,51+32,78 Hmon/n) 6bina Hke (p=0,052), yem y TeNAT, POXXAEHHbBIX C 6051ee HN3KOM
maccoun Tena (94,89+17,74 Hmon/n). YTBep>aeHa 3HadnTenbHasa oTpyyaTenbHas Kop-
pensauusa (r=-0,592; p<0,05) mexay maccom Tena TendaT Ha POXKAEHUN U KOHLEHTpaumm
KopTmnaona. KoHueHTpauua UId-I onpegeneHa HenocpeACTBEHHO MOCE POXAEHUS Y
TenaT ¢ 6onee 60onbloON Maccon Tena Ha poxaeHun (10,17+1,71 Hmon/n) 6bina cta-
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TUCTUYECKM 3aH4MTENBHO 665blue (p<0,05) B OTHOLIEHUM TENAT, POXAEHHbIX C 6onee
HM3KoWN Maccon Tena 7,04+1,15 Hmon/n. CyulecTBoBana 3HauynTeNlbHHAast NONOXUTENb-
Hasa kKoppensumsa (r=0,519; p<0,10), Mexxay Maccon Tena TeNAT Ha POXXAEHUN N KOHLEH-
Tpauum ATd-1. TpuauaTth ABa Yaca nocne poxaeHns KoHueHTpaumusa Url B KpoBsHOM ce-
pyme TensaTt, poXAEHHbIX ¢ 6oree BbICOKOW Maccon Tena (18,72+1,99 r/n) 6bina 3Haum-
TenbHO 66nbwe (p<0,05), 4em y TenaT, poXAEHHbIX C 60nee HU3KOW Maccou Tena
(11,68%4,79 r/n). YTBepXAeHa 3Ha4nTeNbHasA NoOMoX1TENbHAs KOPPENAUMsa MeXAy Mac-
COW Tena TeNAT Ha PoXXAEeHUN 1 KoHueHTpauwm Url, onpegeneHHon TpuauaTtb U BTOPOro
ymcna HoBOPOXXAEHHOM XK3HM (r=0,620; p<0,05), Mony4eHHble pe3ynbTaTbl HANPaBASKOT
Ha BbIBOJ, YTO TenaTa Macchbl Tena 66nbLue 35 Kr Ha poXXAeHnM fy4lle aganTupoBaHbl Ha
YCNOBWS BHELUEHWIA cpefbl B OTHOLIEHUN TENAT, POXXAEHHbIE C MACCOW Tena MeHblue 35
KunorpammMos.

KntoueBble cnoBa: HOBOPOXAEHHbIE TendATa, Macca Tena, koptuson, NI o-1,
UMMyHOrobynuHbl [T Knacca
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KONCENTRACIJA KORTIZOLA, INSULINU SLICNOG

FAKTORA RASTA-I I IMUNOGLOBULINA G-KLASE U KRVI

NEONATALNE TELADI RAZLICITE TELESNE MASE NA

RODENJU"

CONCENTRATION OF CORTISOL, INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-I

AND IMMUNOGLOBULIN G CLASS IN BLOOD OF NEONATAL

CALVES OF DIFFERENT BODY MASS AT BIRTH

Danijela Kirovski, H. Samanc, Natalija Fratrié, D. Gvozdi¢, S. Hristov,

Z. Sladojevié, C. Mircu, Camelia Tulcan®™

*

Cilj ovog rada je da se ispita da li koncentracije kortizola, insulinu-
sliénog faktora rasta-I (IGF-I) i imunoglobulina klase G (IgG), odnosno
parametara krvi za koje se smatra da su izuzetno znacajni za postna-
talni opstanak teladi, zavise od telesne mase teladi na rodenju. Ispiti-
vanja su izvrsena na 12 novorodenih teladi HolStajn-Frizijske rase, raz-
dvojenih u dve grupe na osnovu telesne mase na rodenju. U prvu
grupu (n=6) svrstana su telad Cija je telesna masa bila ve¢a od 35 kg
na rodenju (41,67 +3,08 kg), dok su u drugu grupu (n=6) svrstana te-
lad Cija je telesna masa na rodenju bila manja od 35 kg (32,00+3,58
kg). Neposredno pre napajanja kolostrumom, kao i 32. sata neonatal-
nog Zivota, uzeti su uzorci krvi. U uzorcima krvnog seruma uzetim
neposredno pre napajanja kolostrumom odredivana je koncentracija
kortizola i IGF-1, dok je u uzorcima uzetim 32 sata nakon rodenja teladi
odredivana koncentracija IgG. Koncentracija kortizola kod teladi rode-
ne sa ve¢om telesnom masom (61,51+32,78 nmol/l) je bila niza (p=
0,052) nego kod teladi rodenih sa niZzom telesnom masom (94,89=
17,74 nmol/l). Utvrdena je znacajna negativna korelacija (r=-0,592;
p<0,05) izmedu telesne mase teladi na rodenju i koncentracije Korti-
zola. Koncentracija IGF-I odredena neposredno nakon rodenja kod te-

Rad primljen za Stampu 28. 12. 2009. godine
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ladi sa ve¢om telesnom masom na rodenju (10,17 +1,71 nmol/l) bila je

statistiCki znac¢ajno veca (p<0,05) u odnosu na telad rodenu sa nizom

telesnom masom (7,04+1,15 nmol/l). Postojala je znaCajna pozitivna

korelacija (r=0,519; p<0,10), izmedu telesne mase teladi na rodenju i

koncentracije IGF-I. Trideset dva sata nakon rodenja koncentracija IgG

u krvnom serumu teladi rodene sa viSom telesnom masom (18,72+

1,99 g/l) je bila zna&ajno visa (p<0,05) nego kod teladi rodene sa

nizom telesnom masom (11,68+4,79 g/l). Utvrdena je znacajna po-
zitivna korelacija izmedu telesne mase teladi na rodenju i koncentracije

IgG odredene trideset i drugog sata neonatalnog Zivota (r=0,620;
p<0,05). Dobijeni rezultati upuéuju na zakljucak da su telad telesne

mase preko 35 kg na rodenju bolje adaptirana na uslove spoljasnje sre-
dine u odnosu na telad koja su rodena sa telesnom masom manjom od

35 kilograma.

Kljucne reci: novorodena telad, telesna masa, kortizol, IGF-I,
imunoglobulini G klase

Uvod / Introduction

U prvim danima zZivota teladi endokrini sistem nije potpuno razvijen i
njegovo funkcionisanje je regulisano drugacijim mehanizmima u odnosu na odra-
sle jedinke. Naime, hormonalni status novorodencadi je u velikoj meri uslovljen
prisustvom hormona u njihovoj cirkulaciji koji poti¢u jo$ iz fetalne cirkulacije, a
dospeli su u nju iz krvotoka majke, ili, kasnije, su resorbovani iz digestivhog trakta
a kolostralnog su porekla (Blum i sar., 1999).

Koncentracija kortizola, hormona za koji se smatra da je glavni poka-
zatelj stresogene reakcije, je viSestruko ve¢a kod novorodencadi u odnosu na
odrasle jedinke (Stoji¢ i sar., 2002). Inace, poznato je da kortizol dominira u krvnoj
plazmi novorodene teladi, dok se kortikosteron pojavljuje kasnije, od desetog do
Cetrnaestog dana zivota (Hristov i sar., 1990; 1994) . Smatra se da je ova visoka
koncentracija kortizola u prvim danima zZivota fizioloSki opravdana i neophodna za
opstanak novorodencadi. Utvrdena je Cvrsta veza izmedu duZzine trajanja gravid-
iteta i koncentracije kortizola u krvnoj plazmi novorodene teladi (Richet i sar.,
1987). Naime, kortizolemija je kod teladi rodenih posle optimalnog vremena tra-
janja graviditeta znac¢ajno visa u odnosu na kortizolemiju merenu u isto vreme kod
teladi rodenih posle graviditeta koji je trajao kra¢e od 270 dana ili duze od 285
dana. Dalje, isti autori su utvrdili da je kod teladi koja dolaze na svet posle kra¢eg
trajanja graviditeta (252 do 263 dana) odgovor ¢elija kore nadbubrezne Zlezde na
aplikaciju ACTH slabiji, nego kod teladi koja su rodena na vreme. Ovaj podatak
moze delimi¢no da objasni zasto su neka telad odmah posle rodenja manje ot-
porna i teze se prilagodavaju na razliCite stresogene Cinioce, koji mogu iznenada
da deluju u najranijoj fazi njihovog zivota i tako budu neposredan povod za nasta-
janje zdravstvenih problema.
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Pravilan razvoj somatotropne osovine u prvim danima Zivota je od izu-
zetnog znadaja za kasniji pravilan rast, razvoj i zdravlje teladi (Kirovski, 2002). Me-
hanizam funkcionisanja somatotropne osovine je, pri tome, znacajno razlicit
izmedu novorodenih i odraslih jedinki kod svih Zivotinjskih vrsta. Ispitivanja su po-
kazala da, za razliku od odraslih goveda, kod kojih aplikovanje deksametazona
ima negativnho dejstvo na somatotropnu osovinu, odnosno dovodi do smanjenja
koncentracije insulinu-sli¢nog faktora rasta-l (IGF-I) (Maciel i sar., 2001), kod no-
vorodencadi davanje ovog sintetskog kortikosterodida stimuliSe somatotropnu
osovinu i izaziva porast koncentracije IGF-I u cirkulaciji (Hammon i sar., 2003;
Sauter i sar., 2003).

Odbrana novorodenc&adi od infektivnih bolesti je u velikoj meri uslov-
liena koncentracijom imunoglobulina u krvi. S obzirom da se telad radaju u stanju
fizioloSke agamaglobulinemije, ovi imunoglobulini poti¢u iz kolostruma majke
nakon njihove resorpcije iz digestivnog trakta. Za opstanak novorodencadi je izu-
zetno znacajano da se ovi imunoglobulini resorbuju u dovoljnoj koncentraciji koja
¢e obezbediti adekvatnu zastitu. S obzirom na znacaj imunoglobulina u zastiti te-
ladi od infektivnih oboljenja mnogi autori su ispitivali uticaj razliCitih faktora na kon-
centraciju IgG u krvi novorodene teladi. Na koncentraciju imunoglobulina G-klase
u krvi novorodene teladi uti¢u vreme prvog uzimanja kolostruma, koli¢ina unetog
kolostruma, koncentracija imunoglobulina u kolostrumu, kao i nacin napoja.
Stres, rasa, sezonski faktori i vreme koje telad provede uz majku su do sada pouz-
dano utvrdeni faktori koji takode mogu uticati na stepen resorcije imunoglobulina
u crevu novorodencadi a time i na njihovu koncentraciju u krvi teladi (Stoji¢ i sar.,
2000).

Ciljovog rada je da se ispita da li koncentracija kortizola, IGF-I i imuno-
globulina klase G, odnosno parametara krvi za koje se smatra da su izuzetno
znacajni za postnatalni opstanak teladi, zavisi od telesne mase teladi na rodenju.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Ispitivanja su izvrSena na 12 novorodenih teladi HolStajn-Frizijske
rase, razdvojenih u dve grupe na osnovu telesne mase na rodenju. U prvu grupu
(n=6) svrstana su telad ¢ija je telesna masa na rodenju bila ve¢a od 35 kg, dok su
u drugu grupu (n=6) svrstana telad €ija je telesna masa na rodenju bila manja od
35 kg. Neposredno pre napajanja kolostrumom, kao i 32. sata neonatalnog Zivota,
uzeti su uzorci krvi punkcijom vene jugilaris. Uzorci su ostavljeni da spontano ko-
aguliSu, nakon Cega su centrifugovani na 2000 obrtaja u trajanju od 15 minuta.
Tako dobijeni uzorci krvnog seruma zamrznuti su na -20°C do izvodenja analiza.

U uzorcima krvnog seruma uzetih neposredno pre napajanja odredi-
vana je koncentracija kortizola i IGF-I, dok je koncentracija imunoglobulina G-
klase odredivana u uzorcima uzetim 32 sata nakon rodenja teladi. Koncentracija
kortizola i IGF-I odredivana je radioimunoloSkom metodom uz upotrebu komerci-
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jalnih kitova (RIA, INEP Zemun). Koncentracija IgG odredivana je komercijalnim
radijalnim imunodifuzionim testom (sRID, INEP Zemun).

Rezultati ispitivanja obradeni su standardnim statistiCkim metodama i
izraCunati su srednja vrednost, standardna devijacija, standardna greska i koefi-
cijent varijacije. Za ocenu statistiCke zna¢ajnosti razlika srednjih vrednosti primen-
jen je Student-ov "t —test". Stepen korelacije izmedu telesne mase teladi i ispitiva-
nih parametara u krvnog serumu utvrden je izraunavanjem koeficijenta korelacije

(1)
Rezultati i diskusija / Results and Discussion

U tabeli 1 prikazana je prosecna telesna masa teladi na rodenju, kon-
centracija kortizola, IGF-1 i IgG u krvnom serumu obe grupe teladi kao i statistiCka
znacajnost razlike ispitivanih parametara.

Tabela 1. Telesna masa teladi (kg), koncentracija kortizola (nmol/l), IGF-I (nmol/l) i IgG (g/l) u
krvi neonatalne teladi /

Table 1. Body mass of calves (kg), concentrations of cortisol (nmol/l), IGF-I (nmol/l), and IgG (g/l) in blood of
neonatal calves

Telesna masa / Koncentracija kortizola / | Koncentracija IGF-I / | Koncentracija IgG /
Body mass Cortisol concentration IGF-I concentration | IgG concentration
(kg) (nmol/l) (nmol/l) (9/)
| Il | 1l | Il | Il
X 41,67 | 32,00%** 61,51 94,890 10,17 7,04* 18,72 11,68*
SD 3,08 3,58 32,78 17,74 1,71 1,15 1,99 4,79
SE 1,26 1,46 13,38 7,24 0,69 0,47 0,81 1,95
CV(%)| 7,39 11,18 53,29 18,69 16,81 16,33 10,63 41,01
IV |38,0-45,0|27,0-35,0| 11,22-95,16 [66,83-115,19| 8,36-13,2 | 5,01-8,1 | 15,1-20,5 | 6,4-20,7

IGF-I - insulinu sli¢an faktor rasta-l / insulin-like growth factor-I

IgG — imunoglobulini G klase / immunoglobulin G class

0 —p = 0,05 u odnosu na prvu grupu teladi za ispitivani parametar /

O — p = 0.05 in comparison with first group of calves for examined parameter
* —p < 0,05 u odnosu na prvu grupu teladi za ispitivani parametar /

* — p < 0.05 in comparison with first group of calves for examined parameter

Prosecna telesna masa teladi prve grupe bila je 41,67 +3,08 kg, dok je
prosecna tezina teladi druge grupe bila 32,00+ 3,58 kg. Telesna masa teladi prve
grupe je bila statisti¢ki znacajno veca (p<0,001) nego teladi druge grupe. Iz prika-
zanih podataka se zapaza da je koncentracija kortizola kod teladi rodene sa
vec¢om telesnom masom (61,51+32,78 nmol/l) niza nego kod teladi rodenih sa
nizom telesnom masom (94,89+17,74 nmol/l). Ova razlika je bila na granici sta-
tistiCke znacCajnosti (p=0,052). Koncentracija kortizola kod novorodenih teladi po-
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kazuje znacajnu varijabilnost jer zavisi od izrazito velikog broja kako endogenih,
tako i egzogenih faktora (éamanc i sar., 2008). | pored toga, nasi rezultati poka-
zuju znacajan uticaj telesne mase teladi na rodenju na koncentraciju kortizola u
krvnom serumu. Utvrdivanjem stepena korelacije izmedu telesne mase teladi na
rodenju i koncentracije kortizola utvrdena je znacajna negativna korelacija (r =
-0,592; p<0,05). Ova korelacija je u skladu sa nalazima drugih autora (Burdick i
sar., 2009). Ovaj rezultat nas moze navesti na zaklju€ak da su telad manje telesne
mase na rodenju izlozenija delovanju stresogenih faktora nego telad vece telesne
mase. Moguce je da to vremenom dovede do iscrpljivanja adrenokortikotropne
osovine novorodencadi zbog ¢ega su telad manje telesne mase na rodenju vise
izlozena delovanju stresogenih faktora posle rodenja (Samanc i sar., 2008).

Koncentracija IGF-I odredena neposredno nakon rodenja kod teladi
sa veéom telesnom masom na rodenju (10,17+1,71 nmol/l) bila je statistiCki
znacajno veca (p<0,05) u odnosu na telad rodenu sa nizom telesnom masom
(7,04=1,15 nmol/l). Ovakav rezultat je u skladu sa rezultatima drugih autora koji
su ispitivali povezanost telesne mase teladi na rodenju i koncentracije IGF-I u
krvnom serumu neonatalne teladi (Kuhne i sar., 2001; Kirovski i sar., 2002). 1z lite-
rature je poznato da su glavni faktori koji utiCu na koncentraciju IGF-I u cirkulaciji
koncentracija hormona rasta, koncentracija insulina, kao i koli¢ina hranljivih ma-
terija, narocito aminokiselina, koje se resorbuju iz digestivnog trakta (Ontsouka i
sar., 2004). Kod novorodencadi svih zivotinjskih vrsta, energetski status jedinke,
odnosno koli¢ina unetih hranjivih materija je zna€ajnija u regulaciji koncentracije
IGF-I u krvi, nego hormon rasta, jer je kod njih smanjeno prisustvo receptora za
hormon rasta u jetri (Breier i sar., 1986). Objasnjenje za ovu povezanost koncen-
tracije IGF-li energetskog statusa jedinke lezi u €injenici da u svim slu€ajevima en-
ergetskog deficita jedinke dolazi do dekuplovanja veze izmedu koncentracije IGF-
I i koncentracije hormona rasta u krvi, a uspostavljanja jake pozitivhe korelacije
izmedu koncentracije insulina i koncentracije IGF-I u krvi (Renaville i sar., 2002).
Telesna masa teladi je u izrazitoj pozitivnoj korelaciji sa energetskih statusom
jedinki na rodenju, §to je najverovatniji razlog zbog ¢ega je koncentracija IGF-I
znacajno visa kod teladi sa ve¢om telesnom masom na rodenju. Ra¢unanjem ste-
pena korelacije izmedu telesne mase teladi na rodenju i koncentracije IGF-I do-
bijenih kod teladi ispitivanih u ovom radu utvrdena je zna€ajna pozitivha korelacija
(r=0,519; p<0,10), Sto dodatno potvrduje zaklju€ak da telad sa ve¢om telesnom
masom na rodenju imaju visu koncentraciju IGF- | u krvi.

Utvrdeno je da je 32 sata nakon rodenja koncentracija IgG u krvnom
serumu teladi rodene sa ve¢om telesnom masom (18,72+1,99 g/l) je bila znacaj-
no viSa (p<0,05) nego kod teladi rodene sa nizom telesnom masom (11,68+
4,79 g/l). Pored toga, utvrdena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu telesne
mase teladi na rodenju i koncentracije IgG odredene trideset i drugog sata neona-
talnog zivota (r=0,620; p<0,05). Razlog za ovu korelaciju verovatno je to §to su
kod teladi vece telesne mase neonatalna creva razvijenija, a samim tim je veci i nji-
hov resorptivni kapacitet prema imunoglobulinima (Stoji¢ i sar., 1995). Insulinu
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sliCan faktor rasta—l, €ija je koncentracija znacajno vec¢a kod teladi rodenih sa
ve¢om telesnom masom, ima izrazito veliki znacaj u pravilnom razvoju creva u
prvih nekoliko dana zivota (Ma i sar., 1997), a samim tim, verovatno, i na sposob-
nost neonatalnih creva da resorbuju IgG.

Zakljucak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata moze da se zaklju¢i da telad vece tele-
sne mase na rodenju ima znacajno viSu koncentraciju insulinu sli¢nog faktora ra-
sta-l i imunoglobulina G-klase, a zna¢ajno nizu koncentraciju kortizola u krvnom
serumu u odnosu na telad rodenu sa manjom telesnom masom. To ukazuje da su
telad telesne mase preko 35 kg na rodenju imaju bolju moguénost adaptacije na
uslove spoljasnje sredine, koji podrazumevaju delovanije razli¢itih stresogenih i in-
fektivnih agenasa, u odnosu na telad koja su rodena sa telesnom masom manjom
od 35 kilograma.
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ENGLISH

CONCENTRATION OF CORTISOL, INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-I AND
IMMUNOGLOBULIN G CLASS IN BLOOD OF NEONATAL CALVES OF DIFFERENT
BODY MASS AT BIRTH

Danijela Kirovski, H. Samanc, Natalija Fratri¢, D. Gvozdié, S. Hristov, Z. Sladojevié,
C. Mircu, Camelia Tulcan

The objective of this work was to examine whether concentrations of cortisol,
insulin-like growth factor-I (IGF-I) and immunoglobulin G class (IgG), in fact blood parame-
ters which are believed to be of extreme importance in the postnatal survival of calves, are
dependant on the body mass of calves at birth. Investigations were performed on 12 new-
born calves of the Holstein-Friesian breed, placed into two groups on the grounds of their
body mass at birth. The first group (n=6) comprised calves whose body mass was more
than 35 kg at birth (41.67+3.08 kg), while the second group (n=6) comprised calves
whose body mass at birth was less than 35 kg (32.00+3.58 kg). Blood samples were taken
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immediately preceding the consuming of colostrum, as well as at 32 hours of neonatal life.
Cortisol and IGF-I concentrations were determined in blood serum samples taken immedi-
ately before colostrum consumption, while IgG concentration was determined in the sam-
ples taken 32 hours after the birth of the calves. The cortisol concentration in calves born
with a greater body mass (61.51+32.78 nmol/l) was lower (p=0.052) than in calves born
with a smaller body mass (94.89+17.74 nmol/l). A significant negative correlation (r=
—0.592; p<0.05) was established between the body mass of calves at birth and the cortisol
concentration. The IGF-I concentration determined immediately following birth in calves
with a greater boy mass at birth (10.17+1.71 nmol/l) was statistically significantly higher
(p<0.05) in comparison with calves born with a smaller body mass (7.04+1.15 nmol/l).
There was a significant positive correlation (r = 0.519; p<0.10) between the body mass of
calves at birth and the IGF-I concentration. Thirty-two hours following birth, the IgG con-
centration in blood serum of calves born with a bigger body mass (18.72+1.99 g/I) was sig-
nificantly higher (p<0.05) than in calves born with a smaller body mass (11.68+4.79 g/l). A
significant positive correlation was established between the body mass of calves at birth
and the IgG concentration determined at 32 hours of neonatal life (r = 0.620; p<0.05). The
obtained results point to the conclusion that calves of body mass over 35 kg at birth are bet-
ter adapted to the conditions of the outer environment in comparison with calves born with
a body mass of less than 35 kg.

Key words: newborn calves, body mass, cortisol, IGF-l, immunoglobulins G class

PYCCKUA

KOHLUEHTPALAA KOPTU30NA, UHCYJIUHY MOJOBHOIO ®AKTOPA POCTA-I
N UMMYHOT JIOBYJIMHOB I KNTACCA B KPOBU HOBOPOXXAEHHbIX TENAT
PA3JINHHOU MACCDbI TEJIA HA POXEOHUA

[Oanunena Kuposcku, X. LWamaHuy, Hatanua ®partpuy, A. F'Bo3auy, C. Xpucros,
XK. Cnapoesuy, C. Mircu, Camelia Tulcan

Llenb aton paboTbl ucnbiTaTb NI KOHUEHTPaUMM KOPTM30/a, WHCYIMHY-
nogo6bHoro chakTopa pocta-l (Urd-I) n ummyHornobynuHos knacca I (Url"), To ecTb napa-
METPOB KPOBW AJ1A KOTOPbIX CHUTAETCS, YTO UCKIIIOYMTENBHO 3HAYUTESNbHbIE AMS HO-
BOPOXXAEHHOrO CyLEeCTBOBAHUA TENAT, 3aBUCUT OT MacChl Tena TeNnsaT Ha poXAeHWW.
McnbiTaHusa coBepLueHbl Ha 12 HOBOPOXXKAEHHBIX TENAT XonwTanH-Oprsmninckon nopoaebl,
pa3fBOeHHbIX B ABYX rpynmnax Ha OCHOBE Macchl Tena Ha poxaeHun. B nepsyto rpynny
(H=6) pacnepegeneHbl TenaTa Ybsa Macca Tena éna 6onbue 35 kr (32,00+3,58 kr). Henoc-
PeACTBEHHO A0 HanavBaHWUs KOSIOCTPYMOM, CITIOBHO M 32 Yaca HOBOPOXKAEHHOW >KW3HM,
B35iTbl 06pa3ynKkn KpoBu. B obpasumkax KpoBSIHOro cepyma B3siTbIM HEMOCPEACTBEHHO
[0 HanamBaHUsA KOJIOCTPYMOM onpefeneHa KoHUeHTpauusa koptusona n Urd-l, noka B
obpasynkax, B3aTbiM 32 yaca nocne poXAeHUsa TeNAT onpeaeneHa KoHueHTpauns U .
KoHueHTpauma kopTusona y TenaT, poXAEHHbIX ¢ 6onee 6OMbLIOW Maccoh Tena
(61,51+32,78 Hmon/n) 6bina Hke (p=0,052), yem y TeNAT, POXXAEHHbBIX C 6051ee HN3KOM
maccoun Tena (94,89+17,74 Hmon/n). YTBep>aeHa 3HadnTenbHasa oTpyyaTenbHas Kop-
pensauusa (r=-0,592; p<0,05) mexay maccom Tena TendaT Ha POXKAEHUN U KOHLEHTpaumm
KopTmnaona. KoHueHTpauua UId-I onpegeneHa HenocpeACTBEHHO MOCE POXAEHUS Y
TenaT ¢ 6onee 60onbloON Maccon Tena Ha poxaeHun (10,17+1,71 Hmon/n) 6bina cta-
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TUCTUYECKM 3aH4MTENBHO 665blue (p<0,05) B OTHOLIEHUM TENAT, POXAEHHbIX C 6onee
HM3KoWN Maccon Tena 7,04+1,15 Hmon/n. CyulecTBoBana 3HauynTeNlbHHAast NONOXUTENb-
Hasa kKoppensumsa (r=0,519; p<0,10), Mexxay Maccon Tena TeNAT Ha POXXAEHUN N KOHLEH-
Tpauum ATd-1. TpuauaTth ABa Yaca nocne poxaeHns KoHueHTpaumusa Url B KpoBsHOM ce-
pyme TensaTt, poXAEHHbIX ¢ 6oree BbICOKOW Maccon Tena (18,72+1,99 r/n) 6bina 3Haum-
TenbHO 66nbwe (p<0,05), 4em y TenaT, poXAEHHbIX C 60nee HU3KOW Maccou Tena
(11,68%4,79 r/n). YTBepXAeHa 3Ha4nTeNbHasA NoOMoX1TENbHAs KOPPENAUMsa MeXAy Mac-
COW Tena TeNAT Ha PoXXAEeHUN 1 KoHueHTpauwm Url, onpegeneHHon TpuauaTtb U BTOPOro
ymcna HoBOPOXXAEHHOM XK3HM (r=0,620; p<0,05), Mony4eHHble pe3ynbTaTbl HANPaBASKOT
Ha BbIBOJ, YTO TenaTa Macchbl Tena 66nbLue 35 Kr Ha poXXAeHnM fy4lle aganTupoBaHbl Ha
YCNOBWS BHELUEHWIA cpefbl B OTHOLIEHUN TENAT, POXXAEHHbIE C MACCOW Tena MeHblue 35
KunorpammMos.

KntoueBble cnoBa: HOBOPOXAEHHbIE TendATa, Macca Tena, koptuson, NI o-1,
UMMyHOrobynuHbl [T Knacca
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KONCENTRACIJA KALCIJUMA T FOSFORA U KRVNOM
SERUMU KRAVA SA DISLOKACIJOM SIRISTA NA LEVO’
BLOOD CALCIUM AND PHOSPHORUS CONCENTRATIONS IN COWS

WITH LEFT DISPLACED ABOMASUM

H. Samanc, Danijela Kirovski, D. Savic, 7. Sladojevié¢, I. Vujanac,

Simona Zarcula®

*

Promena poloZaja sirista je jedno od najznacajnijih oboljenja or-
gana za varenje kod visokomlecnih krava. Etiologija i patogeneza nje-
govog nastanka ni do danas nije u potpunosti objasnjena. U radu je is-
pitana kalcemija i fosfatemija kod krava u antepartalnom i postpartal-
nom periodu i njena povezanost sa pojavom promene poloZaja sirista.
U ogled je bilo uklju¢eno 30 krava u visokom graviditetu. Uzorci krvi
uzeti su dve nedelje pre o¢ekivanog partusa, kao i dve nedelje nakon
telienja. U svim uzorcima krvnog seruma (uzetim antepartalno i post-
partalno) odredivana je koncentracija kalcijuma i anorganskog fosfora,
koris¢enjem komercijalnih test paketa (Bio-Merieux). Kod 7 krava od
30 ukljucenih u ogled (23,33%) nakon teljenja je klini¢kim pregledom
ustanovljena promena poloZaja siriSta na levo (eksperimentalna gru-
pa). Preostale 23 krave iz ogleda su bile klini¢ki zdrave i predstavijale
su kontrolnu grupu. Prosec¢na vrednost kalcemije kontrolne grupe
krava u antepartalnom periodu iznosila je 2,72+0,25 mmol|/l, a fosfate-
mije 2,04+0,25 mmol/l. Kod ovih krava je postpartalno ustanovijena
prosecna vrednost kalcemije od 2,46+0,22 mmol/l i fosfatemije od
1,85+0,29 mmol/l. ProseCna antepartalna vrednost kalcemije eksperi-
mentalne grupe krava iznosila je 2,51+0,25 mmol/l, a fosfatemije
1,73=0,22 mmol/l. Postpartalno su prosecne vrednosti kalcemije i fos-
fatemije ove grupe krava iznosile 2,13+0,31 mmol/l i 1,43+
0,24 mmol/l. Razlike izmedu vrednosti za koncentraciju kalcijuma i fos-
fora dobijene postpartalno izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe
su bile statisti¢ki znacajne.

Kljuéne reci: krava, dislokacija sirista, fosfatemija, kalcemija

Rad primljen za Stampu 19. 10. 2009. godine
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Uvod / Introduction

Zajedno sa ketozom, dislokacija siriSta predstavlja jedan od znacajni-
jih poremecaja zdravlja visokomle¢nih krava. Njena pojava je naj¢eS¢a u prvih 30
dana postpartalno (Van Winden i Kuiper, 2003; Le Blanc i sar., 2005; Van Winden i
sar., 2003; Zadnik, 2003; Samanc i Damnjanovié, 1994). Bolest se prvenstveno
pojavljuje kod krava holStajn rase, zatim isto¢nofrizijske, dok se kod ostalih rasa
pojavljuje sporadi¢no. Etiologija i patogeneza dislokacije siriSta nisu ni do danas u
potpunosti razjasnjeni.

Uticaj postpartalne hipokalcemije na pojavu dislokacije siriSta ogleda
se u dodatnom smanjenju motiliteta glatke muskulature predzeludaca i sirista,
pored onog koje nastaje usled smanjene punjenosti (éamanc i Damnjanovi¢,
1994; Van Winden i Kuiper, 2003; Le Blanc i sar. 2005; Van Winden i sar. 2003;
Zadnik 2003). Kao $to je poznato, kalcijum ucestvuje u prenosu nadrazaja sa
nervnog na misi¢no tkivo, te njegov nedostatak dovodi do poremecaja u raz-
drazljivosti miSi¢nog tkiva (Van Winden i Kuiper, 2003; Stoji¢, 2007).

Stepen hipokalcemije koji dovodi do klinicki manifestnih simptoma
puerperalne pareze svakako ¢e dovesti i do poremecaja u motilitetu celog diges-
tivnog trakta, pa tako i siriSta. Massey i sar. (1993) su u svom istrazivanju postavili
hipotezu da subklinicka hipokalcemija na dan teljenja predstavlja faktor rizika za
kasniju pojavu dislokacije siriSta. Kasnija istrazivanja (Oetzel i sar., 1996; Melen-
dezisar., 2003) nisu ustanovila smanjenje ucestalosti dislokacije siriSta nakon do-
davanja kalcijuma u hranu kravama u peripartalnom periodu. Uprkos tome $§to
smanjen unos hrane (koji za posledicu ima smanjenu punjenost buraga) i hipokal-
cemija (koja za posledicu ima hipomotilitet siriSta) izgledaju logi¢no kao faktori
rizika za pojavu dislokacije siriSta, nema dovoljno dokaza koji bi podrzali takve hi-
poteze.

Razmatrajuci istrazivanja koja ukazuju na povezanost klini¢ki ispolje-
ne puerperalne pareze (Gréhn i sar., 1989; Correa i sar., 1993; Rohrbach i sar.,
1999) i subklini¢ke hipokalcemije (Massey i sar., 1993) sa ucestalo$¢u pojave dis-
lokacije siriSta, Le Blanc i saradnici (2005) smatraju da ne postoji direktna pove-
zanost izmedu nivoa kalcijuma u krvi i pojave dislokacije siriSta. U prilog tome, oni
navode da u istrazivanju koje je sproveo Massey (1993) osim kalcemije nisu
praceni drugi metaboliCki parametri. Prema ovim autorima, hipokalcemija koju su
Massey i ostali istrazivaCi ustanovili predstavlja znak nedovoljnog peripartalnog
unosa hrane, koji za posledicu ima druge faktore direktnog rizika za nastanak dis-
lokacije sirista.

Zajedno sa hipokalcemijom, postpartalno dolazi i do razvoja hipofos-
fatemije. Poja¢ano izlucivanje fosfata preko bubrega, kao i putem mleka ima za
posledicu nastanak hipofosfatemije, medutim sve viSe preovladava glediste da
kod krava hipofosfatemija nastaje kao posledica nedovoljne konzumacije hrane
pa samim tim i fosfora. Posto se dislokacija siriSta naj¢esS¢e pojavljuje u ranoj fazi
laktacije kada krave ina¢e konzumiraju manje hrane, moze se oc¢ekivati da kod
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krava obolelih od dislokacije siri$ta nastaje izrazenija hipofosfatemija (Samanc i
Damnjanovi¢, 1994).

Imajuéi u vidu da uloga hipokalcemije u etiologiji i patogenezi pro-
mene polozaja siriSta kod krava nije u potpunosti rasvetljena, istrazivanja u ovom
radu su usmerena na ispitivanje kalcemije i fosfatemije u peripartalnom periodu i
njihove povezanosti sa nastajanjem ove bolesti.

Materijal i metode rada / Material and methods

IstraZivanje je obavljeno na farmi goveda holStajn rase sa oko 1000
krava i prose¢nom proizvodnjom mleka od 7340 litara. Promena polozaja sirista je
klinickim pregledom ustanovljena kod 17 % krava. Pri tome je utvrdeno da se ova
bolest ¢eSc¢e javljala kod krava koje su imale veci broj laktacija i koje imaju vecu
proizvodnju mleka. Od ukupnog broja dijagnostikovanih sluCajeva dislokacije,
18,9 % ih je ustanovljeno kod prvotelkinja, dok je preostalih 81,1% slucajeva bilo
utvrdeno kod krava sa dve i viSe laktacija. UCestalost pojave bolesti u odnosu na
starosnu strukturu svih krava u populaciji je bila najve¢a od druge do pete lakta-
cije.

U ogled je bilo uklju¢eno 30 krava u visokom graviditetu. Odmah
nakon uvodenja u porodiliSte prac¢eno je njihovo zdravstveno stanje i vrSen redo-
van pregled sirista kako bi se isklju¢ila moguc¢nost dislokacije. Dve nedelje pre
oCekivanog partusa, od svih Zivotinja su uzeti uzorci krvi, punkcijom v. jugularis.
Nakon spontane koagulacije i odvajanja krvnog seruma, uzorci su centrifugirani,
a dobijeni krvni serum je odloZzen u zamrziva¢ do izvodenja analiza. Od istih Zivoti-
nja su, dve nedelje posle teljenja, na isti nacin ponovo uzeti uzorci krvi.

U svim uzorcima krvnog seruma (uzetim antepartalno i postpartalno)
odredivana je koncentracija kalcijuma i anorganskog fosfora, koris¢enjem komer-
cijalnih test paketa (Bio-Merieux).

Od 30 krava uklju¢enih u ogled kod 7 krava (23,33%) je nakon teljenja
klinickim pregledom ustanovljena promena polozaja siriSta na levo. Krave sa
utvrdenom dislokacijom predstavljale su eksperimentalnu grupu. Preostale 23
krave iz ogleda su bile klini¢ki zdrave, grupisane su i predstavljale su kontrolnu
grupu. Ovakva podela krava uzeta je u obzir i pri analizi rezultata dobijenih ante-
partalno, $to znaéi da su krave kod kojih se postpartalno javila dislokacija svr-
stane u eksperimentalnu grupu, a one koje su postpartalno ostale zdrave u kon-
trolnu grupu.

Rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki, koriSéenjem osnovnih
parametara deskriptivne statistike. Stepen znagajnosti razlika u srednjim vredno-
stima procenjen je studentovim t-testom za stepen pouzdanosti od 95, odnosno
99 %.
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Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Rezultati istrazivanja prvo su obradeni za ukupan broj krava (n=30) i
prikazani su u grafikonu 1.
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Grafikon 1. Koncentracija kalcijuma i fosfora prikazana zbirno za sve krave (bez podele po
grupama)
Graph 1. Concentrations of calcium and phosphorus presented jointly for all cows (without division into groups)

Iz prikazanih rezultata se zapaza da su se vrednosti za koncentraciju
kalcijuma i anorganskog fosfora u krvnom serumu ispitivanih krava antepartalno
nalazile u granicama fizioloskih vrednosti (za kalcijum X = 2,67 + 0,26 mmol/l, od-
nosno za fosfor X = 1,97 = 0,27 mmol/l). Pojedinacni rezultati su pokazali da u
ovom periodu ni kod jedne krave nisu ustanovljene vrednosti za kalcemiju ispod
fizioloSke vrednosti, dok je kod 3 Zivotinje (10%) ustanovljena hipofosfatemija.

U postpartalnom periodu prosecna vrednost za koncentraciju kalci-
juma kod svih ispitivanih Zivotinja je bila u okviru fizioloSkih granica (2,38 +
0,28 mmol/l), dok je koncentracija anorganskog fosfora bila blizu donje fizioloSke
granice (1,76 = 0,33 mmol/l). U ovom periodu hipokalcemija je ustanovljena kod
2 krave (6,66%), a hipofosfatemija kod 10 krava (33,33%).

U periodu do 15 dana posle teljenja, dislokacija sirista je ustanovljena
kod 7 od 30 posmatranih Zivotinja (23,33%). Antepartalno je prose¢na vrednost
kalcemije bila znacajno veéa kod krava koje postpartalno nisu obolele, u odnosu
na krave kod kojih je posle teljenja dijagnostikovana dislokacija siriSta (p<0,05).
Medutim, u oba slu¢aja dobijene vrednosti su bile unutar fizioloSkih granica. Post-
partalno je kod obe grupe krava utvrdena znac¢ajno niza vrednost kalcemije u od-
nosu na vrednost dobijenu antepartalno (p<0,001 za obe grupe pojedinacno), pri
¢emu je kod obe grupe Zivotinja vrednost kalcemije postpartalno bila na donjoj

334



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright {c) by Foxit Software Company, 2003 - 2009
For Evaluation Only.

Vet. glasnik 63 (5-6) 331 - 340 (2009) H. Samanc i sar.: Koncentracija kalcijuma i fosfora
u krvnom serumu krava sa dislokacijom sirista na levo

fizioloSkoj granici (2,46 + 0,22 mmol/l kod klini¢ki zdravih krava i 2,13 = 0,31
mmol/l kod obolelih). Kod svega 2 krave sa dislokacijom sirista (28,57%) je us-
tanovljena hipokalcemija.

Koncentracija anorganskog fosfora je u antepartalnom periodu ta-
kode bila unutar fizioloSkih granica, s tim da je kod onih krava kod kojih je posle
teljenja ustanovljena dislokacija siriSta prose¢na vrednost fosfatemije bila na don-
joj granici, a kod 3 krave (42,2 %) je ustanovljena vrednost fosfatemije ispod donje
fizioloS8ke granice. U postpartalnom periodu je kod zdravih krava ustanovljena
niza vrednost fosfatemije u odnosu na antepartalnu vrednost (p<0,05), ali je ta
vrednost i dalje bila unutar fizioloskih granica. Kod obolelih Zivotinja je us-
tanovljena hipofosfatemija, pri ¢emu je pregledom pojedinacénih rezultata utvrde-
no da je kod 4 krave (57,14%) ona bila zna¢ajno niza od fizioloSke i kretala se od
1,19 do 1,32 mmol/I.

Kao $to se moze zapaziti, utvrdene prose¢ne vrednosti za kalcemiju i
fosfatemiju su kod zdravih zivotinja bile u granicama fizioloSkih vrednosti, dok je
hipofosfatemija ustanovljena samo kod krava sa dislokacijom siriSta. Ovi podaci
su u saglasnosti i sa navodima drugih autora (Van Winden i Kuiper, 2003; Le Blanc
i sar., 2005; Van Winden i sar., 2003; Zadnik, 2003; Samanci Damnjanovic¢, 1994).

Rezultati dobijeni za koncentraciju kalcijuma i fosfora antepartalno i
postpartalno kod eksperimentalne i kontrolne grupe krava prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Vrednosti kalcemije i fosfatemije eksperimentalne i kontrolne grupe krava /
Table 1. Calcaemia and phosphataemia values in experimental and control group of cows

Antepartalno / Antepartal Postpartalno / Postpartal
Eksperimentalna Eksperimentalna
KOE):;L%? é?rrouu;a / grupe? / gﬁrﬁ;rjmenta] KOB;E'}[;? ?;;;a / grupe? / gg’gﬁ;nm'ntal
Ca P Ca P Ca P Ca P
(mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) { (mmol/l) | (mmol/l)
n 23 23 7 7 23 23 7 7
X 2 72%aaa| 2 04**a | 2 51aaa 1,732 2,46** 1,85%* 2,13 1,43
SD 0,25 0,25 0,25 0,22 0,22 0,29 0,31 0,24
SE 0,05 0,05 0,09 0,08 0,05 0,06 0,12 0,09
CcVv 9,32 12,09 10,09 12,90 8,97 15,73 14,75 17,11
\Y 2,28-3,181,68-2,71|2,16-2,88 | 1,44-1,99 | 2,08-2,98 | 1,26-2,36 | 1,61-2,48 | 1,19-1,79

** p<0,01 uodnosu na vrednost dobijenu kod druge grupe krava u istom terminu uzorkovanja /

p<0.01 in comparison with value obtained for second group of cows at same time of sampling
p<0,05 u odnosu na vrednost dobijenu kod iste grupe krava u drugom terminu uzorkovanja /
p<0.05 in comparison with value obtained for same group of cows at second time of sampling

838 1, 20,001 u odnosu na vrednost dobijenu kod iste grupe krava u drugom terminu uzorkovanja/
p<0.001 in comparison with value obtained for same group of cows at second time of sampling

a
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Iz podataka tabele 1. moze se uoditi da je prose€na vrednost kalce-
mije kontrolne grupe krava u antepartalnom periodu iznosila 2,72+0,25 mmol/l, a
fosfatemije 2,04+0,25 mmol/l. Kod ovih krava je postpartalno ustanovljena pro-
seCna vrednost kalcemije od 2,46+0,22 mmol/l i fosfatemije od 1,85=*
0,29 mmol/l. Prosecna antepartalna vrednost kalcemije eksperimentalne grupe
krava iznosila je 2,51=0,25 mmol/l, a fosfatemije 1,73+0,22 mmol/l. Postpartalno
su prosecne vrednosti kalcemije i fosfatemije ove grupe krava iznosile 2,13+
0,31 mmol/l'i 1,43+0,24 mmol/I.

Studentovim t-testom je utvrdena znalajna razlika u koncentraciji
kalcijuma antepartalno izmedu krava koje su postpartalno ostale zdrave i one kod
kojih se javila dislokacija (p<0,05). Antepartalno, utvrdena je znacajna razlika
izmedu ove dve grupe krava i u koncentraciji fosfora (p<0,01). Isto tako, znacajne
razlike su utvrdene u koncentraciji kalcijuma i fosfora postpartalno, izmedu zdra-
vih i krava koje su obolele od dislokacije (p<0,01 i za kalcijum i za fosfor).

Radi bolje preglednosti, rezultati su dati i pomocu histograma. Kon-
centracija kalcijuma prikazana je na grafikonu 2.

35 7 m Kontrolna grupa / O Eksperimentalna grupa /
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Grafikon 2. Koncentracija kalcijuma u krvnom serumu ispitivanih krava /
Graph 2. Calcium concentration in blood serum of examined cows

Koncentracija fosfora u krvnom serumu krava uklju¢enih u ogled pri-
kazana na grafikonu 3.

Razmatraju¢i mogucu ulogu hipokalcemije u patogenezi dislokacije
siriSta, treba navesti da samo izrazena hipokalcemija dovodi do smanjenja kon-
traktilnosti glatke muskulature siriSta, odnosno atonije i meteorizma. Tako se u lit-
eraturi navodi da se, kada je koncentracija kalcijuma u krvnoj plazmi 1,25 mmol/I,
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motilitet siriSta smanjuje za 70%, a jaCina kontrakcija za 50%. Ukoliko je kalcemija
1,87 mmol/l motilitet se smanjuje za 30%, a jacina kontrakcija za 25%. Atonija
siriSta koja se razvija u ovakvim uslovima moze da bude jedan od razloga disloka-
cije na levu stranu abdominalne duplje (Van Winden i sar., 2003).

2,5 7
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Grafikon 3. Koncentracija fosfora u krvnom serumu ispitivanih krava /
Graph 3. Phospohorus concentration in blood serum of examined cows

Rezultati naseg ispitivanja su pokazali da su vrednosti kalcemije kod
obolelih Zivotinja u fizioloSkim okvirima, a samo kod jedne od ispitivanih krava
(14,28%) je ustanovljena hipokalcemija (1,69 mmol/l).

Imajuéi u vidu da kod puerperalne pareze hipokalcemija dovodi do
poremecaja u motilitetu organa za varenje, pa tako i siriSta, moze se pretpostaviti
da se u ovakvim sluc¢ajevima kao komplikacija moze pojaviti i promena polozaja
siriSta. Medutim, ova pretpostavka do danas nije potvrdena. Massey i sar. (1993)
navode da subklini¢ka hipokalcemija na dan teljenja predstavlja faktor rizika za
kasniju pojavu dislokacije sirita. Medutim, nalazi Melendeza i sar. (2003), koji su
utvrdili da dodavanije kalcijuma u hranu tokom peripartalnog perioda ne smanjuje
ucCestalost dislokacije siriSta kod krava posle teljenja, ukazuju na suprotan za-
klju¢ak. Prema tome, hipokalcemija koja se kod pojedinih Zivotinja pojavljuje
neposredno posle partusa i najcesce traje nekoliko dana, teSko moze da se
dovede u neposrednu vezu sa etiologijom nastanka dislokacije sirista, pogotovo
Sto ovo oboljenje nastaje i u kasnijem periodu kada se kalcemija kod Zivotinja
vraéa u opseg fizioloskih vrednosti. S obzirom na udruzenost snizene koncentra-
cija kalcijuma i fosfora, moze se pretpostaviti da Zivotinje kod kojih je postpartalno
ustanovljena dislokacija jo$ u visokom graviditetu ne unose dovoljne koli¢ine
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hrane, odnosno imaju smanjen apetit. Kao sto je poznato, koncentracija anorgan-
skog fosfora u krvi zivotinja prvenstveno zavisi od snabdevanja iz alimentarnih iz-
vora, tako da je hipofosfatemija utvrdena postpartalno kod Zivotinja obolelih od
dislokacije oCekivana zbog smanjene snabdevenosti iz digestivnog trakta. Medu-
tim, to ukazuje na jo$ jedan veoma vazan Cinilac u etiologiji nastanka dislokacije
siriSta. Ako pojedine zivotinje u poslednjoj fazi graviditeta ne uzimaju dovoljne
koli¢ine hrane to znaci da je kod njih nedovoljna ispunjenost buraga, pa samim
tim je stvorena moguénost da se siriSte lakSe dislocira posle teljenja izmedu zida
buraga i torakoabodimalnog zida.

Zakljucéak / Conclusion

Rezultati prikazani u ovom radu jasno ukazuju na €injenicu da kod zi-
votinja kod kojih je postpartalno ustanovljena dislokacija siriSta postoje znacajna
odstupanja u vrednostima kalcemije i fosfatemije u odnosu na zdrave krave, kako
tokom antepartalnog tako i postpartalnog perioda.

lako su vrednosti kalcemije kod obolelih krava nize u odnosu na
zdrave, odsustvo hipokalcemije kod krava sa dislokacijom siri§ta navodi na
zaklju€ak da koncentracija kalcijuma nije uvek predisponirajuci Cinilac za nasta-
janje dislokacije siriSta. Medutim, ne sme se izgubiti iz vida ¢injenica da su kod Ziv-
otinja kod kojih je postpartalno dijagnostikovana promena polozaja siriSta, ante-
partalno utvrdene znacajno nize vrednosti kalcemije nego kod preostalih Zivotinja
koje postpartalno nisu obolele.

Nalaz snizene antepartalne koncentracije kalcijuma i fosfora u krvi
krava koje su postpartalno obolele od dislokacije sirita, ukazuje na to da te krave
i antepartalno unose manje hrane, sto verovatno dovodi do niza promena u or-
ganizmu znacajnih u etiologiji nastanka ove bolesti, od kojih se posebno izdvaja
ispunjenost buraga sadrzajem.
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ENGLISH

BLOOD CALCIUM AND PHOSPHORUS CONCENTRATIONS IN COWS WITH LEFT
DISPLACED ABOMASUM

H. Samanc, Danijela Kirovski, Dj. Savié, Z. Sladojevié, I. Vujanac, Simona Zarcula

Abomasal displacement is one of the most important disorders of the diges-
tive tract in high-yield dairy cows. The etiology and pathogenesis of its occurrence has not
been fully clarified to this day. The work examines calcaemia and phosphataemia in cows
during the antepartal and postpartal periods and their connection with the incidence of
abomasal displacement. The experiment covered 30 cows in advanced stages of gravidity.
Blood samples were taken two weeks before expected parturition and two weeks after cal-
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ving. In all blood samples (taken antepartal and postpartal), concentrations of calcium and
anorganic phosphorus were determined using a commercial test package (Bio-Merieux).
Following parturition, left displacement of the abomasum was established in seven
(23.33 %) of the 30 cows covered by the experiment (experimental group). The remaining
23 cows in the experiment were clinically healthy, they were placed in a group and repre-
sented control animals. The average value of calcaemia for the control group of cows dur-
ing the antepartal period was 2.72+0.25 mmol/l, and of phosphataemia 2.04+0.25 mmol/I.
In the same cows postpartum, average calcaemia values were 2.46+0.22 mmol/l and
phosphataemia 1.85+0.29 mmol/l. The average antepartal value for calcaemia in the ex-
perimental group of cows was 2.51+0.25 mmol/l, and for phosphataemia 1.73+
0.22 mmol/l. The average values for this group of cows postpartally was 2.13+0.31 mmol/I
for calcaemia and 1.43+0.24 mmol/l for phosphataemia. The differences between the con-
centration values for calcium and phosphorus obtained postpartally between the experi-
mental and control groups were statistically significant.

Key words: cow, abomasal displacement, phosphataemia, calcaemia

PYCCKUA

KOHLIEHTPALUS1 KAJIbLIUA N ®OC®OPA B KPOBSIHOM CEPYME KOPOB C
OUCNOKALIMEN CbIHYTA BJIEBO

X. WamaHu, aHnena Kuposcku, [x. Casuu, XX. Cnagoesuy, WU. ByjaHau,
Simona Zarcula

M3MeHeHne NonoXeHus cbldyra o4HO U3 caMbiX 3HaYUTENbHbIX 3abonesa-
HWI NULLEBAPUTENbHBIX OPraHoB Y BbICOKOMOJIOHHbIX KOPOB. OTMOSIONUS M NaToreHes3 ero
CTaHOBIEHNS HX [0 CMX MOP He MOJTHOCTbIO 06BACHEHLI. B paboTe nenbitTaHa Kansuemmns
n chochaTtemmns y Kopos B fOPOAOBOM M NOCNEPOLOBOM NEpMoaax v €€ CBA3b C ABMEHNEM
N3MEHEHMSA MOJIOXKEHUA Cbivyra. B onbIT 661510 BKIO4eHO 30 KOPOB B BbICOKON 6epeEMEH-
HocTh. O6pas3unkn KpoBM B3ATbl ABE HEAENU A0 OXUAAKLWMX PoAOB, CITIOBHO U ABE
HeJenu nocne TeneHus. Bo Bcex obpasymkax KpoOBSHOro cepyma (B3sTbiM JOPOA0BO U
nocneposoBo) onpefeneHa KoHUeHTpaunus Kanbuymsa ndeopraHmyeckoro docdopa, no-
Nb30BaHNEM KOMMepYecKux TecT nakeTtoB (Brno-Mepueykc). VY 7 kopos n3 30, Bkoye-
HHbIX B OnbIT (23,33 %) nocne TeneHns KAMHUYEeCKNUM OCMOTPOM YCTAHOBMIEHO M3Me-
HEHWe MOoXXeHne Cblyyra BNeBO (3KCnepumeHTanbHas rpynna). OctaTto4dHble 23 KOPOoBbI
13 onbiTa 6bINN KNMHUYECKN 340POBbLIMU, FPYNMUPOBAHHBIE Y NPEACTaBASANM COO0N KOH-
TponbHyto rpynny. CpegHss CTOMMOCTb KarbLEeMUN KOHTPOJTbHOM rpynibl KOPOB B AOPO-
[OBOM nepuofe coctaenana 2,72+0,25 mmon/n, a docaremmm 2,04+0,25 mmon/n. Y
3TMX KOPOB MOCNEepPOAOBO YCTaHOBJIEHA CpefHAs CTOMMOCTb Kanbuemum oT 2,46+
0,22 mmon/n un gocaremum ot 1,85+0,29 mmon/n. CpegHaa gopogoBasi CTOMMOCTb
KarnbLemun SKCnepuMeHTanbHONM rpynnbl KOPoB cocTtasnsana 2,51+0,25 mmon/n, a goc-
patemun 1,73+0,22 mmon/n. MNMocnepofoBo cpefHue CTOMMOCTWU Kasnblemunm u ¢oc-
hatemun 3TOM rpynnbl KOpPoB cocTaenanu 2,13+0,31 mmon/n n 1,43+0,24 mmon/n. Pas-
HULbI MeXAy CTOMMOCTSAMM AN KOHUeHTpauuu Kanbuus un docdopa, nonyyeHHble
NnocnepofoBO Cpeay IKCNEPUMEHTANIbHON U KOHTPOSIbHOW rpynnaMm 6binv ctaTucTuye-
CKW 3HaYUTENbHBbIMU.

KntoueBble cnoBa: KopoBa, AvcnoKauus cblvyra, pocaremmsi, Kanbuemmsi
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CHROMOSOMAL DAMAGE AND MITOTIC INDEX IN
BOSNIAN AND HERZEGOVINIAN MOUNTAIN HORSE
LYMPHOCYTES FOLLOWING LOW DOSAGE X - RAY
IRRADIATION IN VITRO
HROMOZOMSKA OSTECENJA I PROMJENE MITOTSKOG INDEKSA U
LIMFOCITIMA BOSANSKOHERCEGOVACKOG BRDSKOG KONJA
NAKON IN VITRO OZRACIVANJA NISKIM DOZAMA X ZRAKA

Dunja Rukavina, Danica Hasanbasi¢, E. Suljkanovié, Amela Katica™

In this study we investigated the influence of low dosage X - ray ir-
radiation on the incidence of chromosomal damage and changes in mi-
totic index (M) in cultured peripheral lymphocytes of the Bosnian and
Herzegovinian mountain horse following in vitro irradiation. X-ray irradia-
tion induced a dose-dependent decrease in Ml but only the dose of
0.5 Gy induced a significant decrease (p <0.05) in comparison with the
control and other dose groups. The analysis of chromosomal damage
revealed a clear dose-dependent increase in the incidence of chromo-
somal damage per metaphase. Significant differences (p<0.05) were
detected by analysis of variance and the LSD test confirmed significant
differences between cells that received 0.2 Gy and 0.5 Gy when com-
pared to the control cells and cells that received 0.1 Gy. However,
Scheeffes' test assigned significance only to the differences estab-
lished between the cells that received 0.5 Gy and the other groups of
lymphocytes.

Key words: chromosomal damage, cytogenetic dosimetry, horse,
ionizing irradiation
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Introduction / Uvod

Numerous factors may induce chromosomal damages and X-rays are
a potent mutagen and carcinogen, which was observed shortly after their discov-
ery. Numerous studies on individuals that were occupationally, therapeutically or
accidentally exposed to X-rays, as well as in vitro experiments, confirmed genomic
instability as a possible outcome of this type of irradiation (Krishnaja and Sharma,
2004; Balcer and Harrison, 1988).

The sensitivity of the DNA molecule to genotoxic agents makes each
biological individual a potential dosimeter of an agent's biological effects. DNA
molecules are the target of ionizing irradiation and their damages are indubitably
involved in the process of malignant transformation induced by irradiation. Con-
sidering that the DNA molecule is a vital chromosome constituent, the analysis of
chromosomal aberrations in peripheral blood lymphocytes (or bone marrow
cells) is an acknowledged basis of cytogenetic dosimetry. Chromosomal muta-
gen effects are of particular interest as they can be observed at the level of the cell.
Proportional relation among the number of mutations, the applied dosage and the
ability of the smallest dosages to induce mutations are well established (Emery,
1986).

Lymphocytes that continuously migrate between the bloodstream
and extra cellular matrix may represent "circulating dosimeters" (IAEA, 1986). Fol-
lowing in vitro irradiation of lymphocytes a pronounced decrease in response to
mitogenic stimulus of phytohaemaglutinine occurs (Barel and Blomgren, 1976;
Barel et al., 1977). The higher the dosage — the lower the ability of lymphocytes to
undergo blast transformation and commence mitosis (Gantenberg et al., 1991).

The capacity of ionizing irradiation to induce chromosomal damage
has been confirmed in numerous studies (daCruz et al., 1994; Kaplan and Mor-
gan, 1998; Lambert et al., 1998; He et al., 2000; Thierens et al., 2000; Boyle et al.,
2002). Genetic changes caused by ionizing irradiation may be passed along next
cell generations. The main issue in studies of damages induced by irradiation is
determination of the dosage of the absorbed energy, which may enable the as-
sessment and prognosis of the outcome of potential irradiation disease.

Our study was aimed at examining the correlation between the irradia-
tion dosage and the number of chromosomal aberrations as well as alteration of
mitotic index in Bosnian and Herzegovinian mountain horse lymphocytes follow-
ing in vitro irradiation with a low dosage of X-rays.

Materials and methods / Materijal i metode rada

A total of eight Bosnian and Herzegovinian mountain horses of both
sexes (5 males and three females) and different age, were used in this study.
Horse blood was sampled by vein-puncture from the jugular vein into sterile vac-
uum tubes containing heparin. Tubes were irradiated using therapeutical Tele-
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cobalt apparatus, Tehraton 780. The blood was irradiated in vacuum tubes
wrapped in a 0.5 cm thick layer of cotton. Irradiation filed size was 15x 15 CM ata
distance of 80 cm. Blood samples were treated with individual dosages of 0.1, 0.2
and 0.5 Gy. The applied method of peripheral blood lymphocytes cultivation, rec-
ommended by IAEA (2001) was slightly modified to suit the conditions in our labo-
ratory.

Sterile vials were filled with 7 ml of nutritient medium (RPMI 1640 or
MEM), 2 ml of foetal salf serum, 0.2 ml of phytohaemaglutinine (PHA) and 0.8 ml of
blood. Samples were prepared in duplicate for each animal and dosage. Lympho-
cytes were cultivated at 38°C for 48 hours. Following 45 hours of cultivation all
samples were supplemented with 0.2 ml of 0.05% colchicine. Over the following
three hours, all dividing cells were arrested in metaphase. Three hours following
colchicine treatment (48 hours after beginning of cultivation), all cultures were
transferred into tubes and spinned at 1000 rpm for 10 minutes. Supernatant was
discarded and sediment mixed with fresh hypotonic solution 0.075 M KCI.

Treatment with hypotonic solution lasted for 20 minutes at 38°C. This
treatment increases cell volume and improves chromosome distribution. Warm
hypotonic solution improves efficiency by increasing the rate of transmembrane
water transport and membrane softening, which promotes its expansiveness.

Following this procedure, the cell suspension was spinned again.
Thereafter, fixing solution was added to the sediment. Fixing solution contains
ethanol and glacial acetic acid in 3:1 ratio and is used precooled at +4°C. During
fixation, excess water is removed from cells and they were fixed. Cold fixing solu-
tion improves chromosome outlines. Repetitive sequential washes in fixing solu-
tion with centrifugation (10 minutes at 1000 rpm) result in white sediment (cell sus-
pension). Finally, 0.5 ml of fixing solution was added onto white sediment and
thoroughly mixed with a pipette. Suspension is dripped on slightly slanted chilled
slides (-20°C) from an elevated position. Slides were dried at room temperature
and stained with 5% Giemsa for 10 minutes. The stained slides were washed with
running water and with distilled water afterwards.

Chromosomal damage and mitotic index were analyzed in 48-hour
cultures. Mitotic index (MI) represent the number of metaphases per 1000 ana-
lyzed cells. Statistical analysis of the data was performed using variance analysis
and post-hoc multiple tests (LSD test, Scheeffes' test). Cytogenetic analysis of the
slides was performed using research light microscope Olympus BX41 equipped
with digital camera. Changes were recorded using immersion objective (x 1000).
Clearly visible metaphases were examined for each one of the tested irradiation
dosages. In the control samples, 0.1 Gy and 0.2 Gy irradiated samples, we exam-
ined 1600 metaphases for each group. A total of 958 metaphases were examined
in the samples irradiated with 0.5 Gy. The observed aberrations were statistically
analyzed using variance analysis and post-hoc multiple tests (LSD test, Scheeffes'
test) by SPSS 15.0 for Windows program.
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[ Results and Discussion | Rezultati 1 diskusija

There are no available data providing information about the karyo-
gram of Bosnian and Herzegovinian mountain horse which is our autochthonous
horse breed. In order to form baseline control for the identification and the analy-
sis of chromosomal aberration following blood irradiation we have constructed a
normal horse karyogram. Comparison of the constructed karyogram with karyo-
grams of other horse breeds described in literature (Richer et al.,1990) revealed
no observable differences. Diploid number of chromosoms is 2n = 64,XY (2n =
64, XX) which includes 62 autosomal and one pair of sex chromosomes. Diploid
chromosome set consists of 13 pairs of metacentric and sub-metacentric chromo-
somes and 18 pairs of acrocentric chromosomes. Sex chromosomes in female
specimens comprise two sub-metacentric X chromosomes while male karyogram
features has one sub-metacentric X and one acrocentric Y chromosome. It is
worth emphasizing that horse karyotype analysis is quite complex due to a high
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Figure 1. Metaphase figure and karyogram of a horse (male) /
Slika 1. Slika metafaze 1 kariogram konja (muzjak)
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Figure 2. Metaphase figure and karyogram of a horse (female) /
Slika 2. Slika metafaze 1 kariogram konja (Zenka)
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number of chromosomes and an abundance of acrocentric chromosomes (18
pairs), whose morphology complicates the analysis of chromosomal aberrations
(dicentric chromosomes and acentric fragments in particular). Basic attributes of
normal horse karyogram are presented in Figures 1 and 2.

Mitotic index was determined as a relative frequency (%) of cells in mi-
tosis per 1000 examined cells in 48-hour horse blood cultures irradiated with dif-
ferent dosages. The results are presented in Table 1 and Figure 3.

Table 1. Mitotic index of cultivated horse lymphocytes following the irradiation /
Tabela 1. Mitotski indeks kultivisanih limfocita konja posle zracenja

Dosage / Doza | ool / Kontrola 0.1 0.2 0.5
Gy)

MI (%) 15.2 14.8 141 24
*p < 0.05

Variance analysis ANOVA established significant differences among
the examined groups (F = 34,800; p<0.05).

Mitosis index (x) / Mitotski indeks (x)
16
1 .—1'5-2—I~1.4_L. 141
12
10
. w84 | —m—IM (%)
6 —e—Dosage Gy
Doza Gy
4
2
0l eo—eo+—e02—905

Figure 3. Mitotic index (%) of cultivated horse lymphocytes following irradiation /
Slika 3. Mitotski indeks (%) kultivisanih limfocita konja posle zracenja

The results of post-hoc multiple tests demonstrated significant differ-
ence between 0.5 Gy irradiated samples and all other samples. At the same time,
no significant difference was observed among the control samples and samples
irradiated with 0.1 Gy and 0.2 Gy. X-rays were found to alter mitotic index regard-
less of the tested dosage. The number of metaphases in irradiated samples equili-
brated against the control decreased with the increase in dosage. The number of
metaphase lymphocytes in samples irradiated with 0.1 Gy and 0.2 Gy did not sig-
nificantly differ from the control. At the same time, the change in mitotic index in
0.5 Gy irradiated samples was significant experiencing decrease from 15.2% in
the control to 8.4%.
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This result suggests that X-rays exert a negative influence over the mi-
totic index, which declines with the increase in dosage. Increase in the received ir-
radiation dosage causes accumulation of unfavorable changes that cells cannot
sustain, thus numerous cells yield to selection and undergo lysis. It was observed
that the cell abundance decreases with the increase in dosage. When the health
risk assessment is concerned, damages sustained by cells are of greater con-
cern. Such damages undergo clonal expansion and are passed on to the follow-
ing generations of cells. At certain level they most probably cause transformation
of normal into neoplastic cells, i.e. tumor development (lbrulj, 2000).

It is well known that ionizing irradiation induces chromosomal aberra-
tions observable in various human and animal tumors. Many neoplasms are char-
acterized by visible chromosomal aberrations along with certain somatic condi-
tions. Numerous discussions were dedicated to the significance of chromosomal
aberrations and their potential role in the etiology of malignant transformation.
The incidence of chromosomal aberrations and tumors increases with the in-
crease of irradiation dosage which suggests an etiological link between chromo-
somal aberrations and malignant transformation. Numerous experiments con-
ducted on plants and animals revealed chromosomal aberrations in dividing cells
that were exposed to irradiation as an observable response to irradiation or inju-
ries (Makino, 1975).

The results of the analysis of chromosomal damage in the cultured
lymphocytes of the Bosnian and Herzegovinian mountain horse following in vitro
irradiation with a low dosage X-rays are summarized in Table 2 and Figures 4-9.

Table 2. Summarized data on chromosomal damage in horse lymphocytes following
in vitro irradiation /
Tabela 2. Sumirani podaci o hromozomnim ostecenjima na limfocitima konja posle zracenja in vitro

Chromatid
aberrations / Chromosomal aberrations /
Number of |  Hromatidne Hromozomne aberacije
Dosage /| metaphase aberacje
Doza | figures / . Ring o %
(Gy) Broj slika Acentric chromo- Quadriradial
metafaze | Gap/ | Break /|fragments /| Dicentrics / somes / translocation /
Razmak| Prekid | Acentricni | Dicentricni Prstenasti Kvadriradjjalna
fragmenti hromozomi translokacija
Control /
Kontrola 1600 6 5 2 1 - 0.88
0.1 Gy 1600 7 5 4 2 - 1.13
0.2 Gy 1600 10 5 10 8 1 2.13
0.5 Gy 958 7 4 24 18 1 1 5.74

Chromosome analysis in non-irradiated samples revealed spontane-
ous chromosomal aberrations, which is consistent with the available data (Pertti et
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vonKoskull, 1976; Dolphin, 1978; Kubelka, 1985; Lloyd et al., 1987). The fre-
quency of spontaneous chromosomal aberrations in our research was 0.88%
while reports on this value in animals vary. The frequency of spontaneous chro-
mosomal aberrations in pig lymphocytes was 0.77 % (SlijepCevi¢, 1991), 1.40% in
goats (Hasanbasi¢, 1991) and 1.62% in cattle (Hasanbasi¢ et al., 1998).

Also, the data on spontaneous chromosomal aberrations in humans
fluctuate. However, the data by Zaharov are the most reliable (after Obralic, 1992).
According to an examination of 60 thousand people of both sexes, 0 — 70 years of
age, he established a frequency of spontaneous aberrations of 1.02%.

Following in vitro irradiation of horse blood we confirmed that ionizing
irradiation increases the chromosomal aberrations load per metaphase. Also,
chromosomal aberrations are clearly dependant on the irradiation dosage. Chro-
mosome type aberrations are superior to the other types since the aberrations
found in peripheral blood lymphocytes following the irradiation were mainly of
chromosome type. In biological dosimetry, the occurrence of dicentric chromo-
somes, acentric fragments and ring chromosomes is observed with particular at-
tention (Galloway, 1994; Hasanbasi¢, 1991; SlijepCevic, 1991).

In this research, chromatid type aberrations (gaps and breaks) did not
significantly depart from the condition found in non-irradiated lymphocytes. This
finding is consistent with literature data (Bender et al., 1985; Hasanbasi¢, 1991;
Slijepcevi¢, 1991) (Figures 4 and 5).
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Figure 4. Gap (control) / Figure 5. Break (0.1 Gy) /

Slika 4. Razmak Slika 5. Prekid

The number of chromosome type aberration increased with the in-
crease in irradiation dosage. Also, acentric fragments (Figure 6) were always
somewhat more abundant than dicentric chromosomes (Figure 7). Our results
concur with those found in pigs, goats and cattle (Hasanbasi¢, 1991; Slijep&evi¢,
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1991; Hasanbasi¢ et al., 1998), and in humans as well (KaSuba, 1995). The finding
of a ring chromosome (Figure 8) at an early stage of our research at a dosage of
0.2 Gy may be explained by the advanced age of the particular experimental ani-
mal (20 years). It is well established that age may influence the level of chromoso-
mal aberrations since it also influences the metabolic condition of an animal as
well as the condition of enzymatic repair processes. The occurrence of quadrira-
dial translocation in the same sample at 0.5 Gy dosage may be explained in the
same manner (Figure 9).

Figure 6. Acentric fragment (0.1 Gy) / Figure 7. Dicentric chromosome (0.2 Gy) /
Slika 6. Acentricni fragment hromozoma Slika 7. Dicentricni

Figure 8. Ring chromosome (0.2 Gy) / Figure 9. Quadriradial translocation
Slika 8. Translokacija prstenastog hromozoma (0.5 Gy) /
Slika 9. Kvadriradijalni
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We noted a significant increase in chromosomal aberrations fre-
quency following the irradiation of blood with 0.5 Gy. The same observation was
reported by Anderson et al. (2000). They observed a significant increase in chro-
mosomal aberrations frequency in the first human lymphocytes division following
the irradiation with 0.5 Gy.

Change in ploidy was also noted, mainly in the form of tetraploidy
which is the result of mitotic spindle dysfunction. This numerical aberration was
not recorded separately. Variance analysis (ANOVA) confirmed significance of the
differences (F = 71.349; p<0.05). LSD test established significant differences be-
tween the samples irradiated with 0.2 Gy and 0.5 Gy and the control samples and
the samples that received 0.1 Gy. Scheeffes' test showed significant difference
only between the 0.5 Gy irradiated group and all the other analyzed groups.

Analysis of the cultivated peripheral blood lymphocytes has proven to
be a very convenient method for the analysis of chromosomal aberrations. The re-
sults confirm extreme mutagenic and carcinogenic activity of the applied agent.
Uncontrolled utilization of nuclear power, fast technological development and the
use of X-rays in medical diagnostics and therapy contribute to the dangers of hu-
man and animal exposure to ionizing irradiation as well as environmental contami-
nation.
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SRPSKI

HROMOZOMSKA OSTECENJA | PROMJENE MITOTSKOG INDEKSA U
LIMFOCITIMA BOSANSKOHERCEGOVACKOG BRDSKOG KONJA NAKON IN VITRO
OZRACIVANJA NISKIM DOZAMA X ZRAKA

Dunja Rukavina, Danica Hasanbasi¢, E. Suljkanovi¢, Amela Katica

U radu je istrazivan uticaj niskih doza X zraka na pojavu hromozomskih
oStecenja i promjene mitotskog indeksa (IM) u kulturi limfocita bosanskohercegovackog
brdskog konja nakon in vitro ozradivanja. Rezultati su statisti¢ki obradeni koristenjem anal-
ize varijanse i post-hoc multiplih testova (LSD test, Scheeffes' test).

Rezultati analize MI su ukazali da X zraci negativno uticu na MI, smanjujuci
njegove vrijednosti sa povecanjem doze zracenja. Utvrdeno je da se skupina zracena na
0,5 Gy statistiCki znacajno razlikovala u odnosu na ostale ispitivane skupine (p<0,05).
Analiza hromozomskih o$te¢enja pokazala je da jonizujuce zracenje poveéava broj hromo-
zomskih o$te¢enja po metafazi, da hromozomske aberacije pokazuju jasnu ovisnost o dozi
zraCenja. Postojanje signifikantnih razlika utvrdeno je koriStenjem analize varijanse
(p<0,05). Rezultati LSD testa potvrdili su postojanje znacajnih razlika izmedu skupina
zracenih na 0,2 Gy i 0,5 Gy u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu zra¢enu na 0,1 Gy, dok
su rezultati Scheeffes' testa pokazali da se signifikantno razlikuje jedino skupina zra¢ena na
0,5 Gy.

Kljune reci: hromozomska ostecenja, citogenetska dozimetrija, konj, jonizujuée zracenje

PYCCKUA

XPOMOCOMHbIE NOBPEXXAEHNSA U UBMEHEHUSA MUTOTUYECKOIO MHAEKCA
B IMM®OLINTAX BOCHUMCKOIEPLIETOBMHCKOW TOPHOW JIOWIAAN NMOCE
IN VITRO OBJTYHEHUA HU3KUMU JJOSAMU X JTYHEU

[yHsa PykaBuHa, [laHuya XacaH6awmwuy, 3. CynbkaHoBud, Amena Katuuya

B paboTe uccnegoBaHo BAMSHME HU3KMX 03 X Ny4Yen Ha SBIeHNe XpoMo-
COMHbIX MOBPEXAEHWUA U U3MEHEHUA MUTOTUYeckoro mHgekca (MW) B KynbType num-
¢ounToB GOCHUMACKOrepLEroBUHCKOM FOPHOM Nnowaan nocne in vitro obnydexus. Pe-
3yNnbTaTbl CTAaTUCTUYECKN 06paboTaHbl MONb30BaHMEM aHanu3a BapuaHTa u post-hoc
mynbTunnmx TectoB (LSD TecT, Scheeffes' TecT).

PesynbTatbl aHanuaza MW ykasanu, 4to X ny4v oTpyuaTenibHO BAUSIOT Ha
MW, ymeHbLIaa nx CTOMMOCTHY C YBENIMYEHMEM [03bl U3NydeHnst. Hamm yTBep>XX4eHO, HYTO
rpynna, usny4vexas Ha 0,5 Gy ctaTUCTUHECKMN 3Ha4YMTENbHO pasnmMyanach B OTHOLIEHUM
ocTasnbHbIX UCMbITaHHbLIX rpynn (p<0,05). AHanNM3 XPOMOCOMHbIX MOBPEXAEHWI NoKasan,
YTO MOHU3MPYIOLLIEE MU3MTyYEHNE YBENMUYMBAET YMCIIO XPOMOCMHbIX MOBPEXAEHUI NO Me-
Taghase, YTO XPOMOCOMHblE abeppaummn NoKasbiBalT SCHYIO 3aBUCUMOCTb O A03€ W3-
NY4Y€eHWs, U, YTO XPOMOCOMHbIE TUMbl abeppaumin NPeBOCXOAAME B OTHOLLEHUN APYruX
TnoB abeppauuii. CyLecTBOBaHNE 3HAKOBbIX Pa3HULL YTBEPXXAEHO MOMb30BaHNEM aHa-
nu3sa BapuaHTa (p<0,05). Pesynbtathl LSD TecTa nogTBepannm CyLecTBOBaHNE 3HA4M-
TenbHbIX pasHUL Mexay rpynnamu, nanydeHHoix Ha 0,2 Gy n 0,5 Gy B OTHOLIEHUN KOH-
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TPOMbHOM rpynmnbl U rpynny, nanydeHHyto Ha 0,1 Gy, noka peaynbTaTbl Scheffes' Tecta no-
Kasanwu, 4To 3HaKOBO pasfm4aeTcst TONbKO rpynna, nanyyeHHas Ha 0,5 Gy.

KniodeBble crioBa: XpOMOCOMHbIE MOBPEXAEHUS!, LUTOoreHeTndeckas 4o3UMeTpus,
riowazpb, NOHU3MpYOLLee U3syyeHne
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PCR - DIJAGNOSTIKA INFEKCIJE KOD SVINJA KOJU

IZAZIVA MYCOPLASMA SUIS®

MOLECULAR DIAGNOSTICS OF SWINE INFECTION CAUSED BY

Mycoplasma suis

A. Potkonjak, B. Lako, Vesna Mili¢evi¢, B. Savié, V. Ivetié,

Dobrila Jakié-Dimié, O. Stevancevié, B. Toholj™

Patogena hemoplazma, nazvana Mycoplasma suis (prethodni na-
ziv Eperythrozoon suis) je uzrocCnik eperitrozoonoze svinja ili ikteroane-
mije svinja. Uzro¢nik moZe inficirati i ljude. Oboljenje je veoma raspros-
tranjeno u svetu. Najcesc¢a je latentna infekcija svinja izazvana M. suis.
Nakon delovanja faktora stresa, oboljenje se klini¢ki manifestuje. Akut-
ni tok se odlikuje pojavom febrilnog stanja i ikteroanemije. Dijagnoza
oboljenja se, uobicajeno, postavija na osnovu epizootioloSke ankete,
klinickog pregleda i mikroskopskog pregleda razmaza krvi svinja oboje-
nog, najéesc¢e, po Gimzi. Razvijene su savremene metode moleku-
larne biologije poput PCR, koje su osetljivije i specifiCnije u postav-
ljanju dijagnoze infekcije svinja izazvanih M. suis. Primenom PCR testa,
ovim ispitivanjem je utvrdeno prisustvo M. suis na farmama svinja u Re-
publici Srbiji.

Kljucne reci: Mycoplasma suis, Eperythrozoon suis, anemija, svinje,
PCR dijagnostika

Uvod / Introduction

Mycoplasma suis je uzro€nik eperitrozoonoze svinja, imununoloski

posredovane hemoliti¢ke anemije. Morfolo$ki se karakteriSe prisustvom okruglih,
ovalnih, Stapicastih ili prstenastih formi, pre¢nika od 0,8 um do 2,5 um ili ¢ak i
vecéeg, na povrsini eritrocita (Li i sar., 2008). Ove bakterije se umnozavaju jedino in

*

Rad primljen za Stampu 07. 10. 2009. godine

** Mr sci. med. vet. Aleksandar Potkonjak, asistent, dr sci med. vet. Branko Lako, redovni profe-

sor, Departman za veterinarsku medicinu, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu;
Vesna Mili¢evi¢, dr vet. med., istraZivac-pripravnik, mr sci. med. vet. BoZidar Savi¢, dr sci.
med. vet. Vojin Iveti¢, dr sci. med. vet. Dobrila Jaki¢-Dimi¢, Naucni institut za veterinarstvo
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vivo, izvodenjem bioloSkog ogleda na splenektomisanim zivotinjama. Eventualnu
mogucnost umnozavanja M. suis u uslovima in vitro saopStavaju Nonaka i sar.
(1996). Velitina genoma M. suis iznosi 745 kb, koji do danas nije sekvencioniran
(Hoelzle, 2008; Messick i sar., 2000).

Eperitrozoonoza svinja je oboljenje rasireno Sirom sveta i pojavljuje se
u svim starosnim kategorijama svinja (Messick, 2004). Prevalencija infekcije u
Nemackoj, u populaciji tovljenika iznosi 13,9 % i infekcija je prisutna na 40,3 %
farmi svinja (Ritzmann i sar., 2009). Prevalencija infekcije svinja izazvane M. suis u
Brazilu krec¢e se od 13,3 do 24 % (Guimaraes i sar., 2007). Ovo oboljenje je od ve-
likog ekonomskog znacaja za svinjarstvo i morbiditet iznosi 30 %, a mortalitet od
10 do 20 % (Wu i sar., 2006).

Eperitrozoonoza svinja proti¢e u akutnom ili hroni¢nom toku (Gwalt-
ney, 1995). U akutnom toku kada je u krvi prisutan veliki broj uzro¢nika, bolest se
kliniCki ispoljava pojavom hemolitiéne anemije kod prasadi, a rede i kod tovljenika
i krmaca. Hronic¢ni tok eperitrozoonoze moze proticati potpuno asimptomatski.
Kada je ispoljena klini¢ka slika, zapaza se anemija i/ili ikterus kod novorodene
prasadi uz slabo napredovanje; zaostajanje u rastu i razvoju tovljenika i pore-
mecaji reprodukcije kod krmaca (Hoelzle, 2008).

Laboratorijska dijagnostika infekcije kod svinja izazvane Mycoplasma
suis se zasniva na mikroskopskom pregledu hemijski obojenog razmaza perifer-
ne krvi svinja, s obzirom na to da kultivacija uzro€nika u in vitro uslovima nije
moguca. Navodi se da je mikroskopski pregled hemijski obojenog razmaza krvi
svinja, ograniCene vrednosti zbog nize osetljivosti i specificnosti. Danas su raz-
vijene metode molekularne biologije za dijagnostiku ove infekcije svinja, koje su
osetljivije i specifiCnije. Razvoj novih tehnologija za manipulaciju genomom M.
suis, izmedu ostalog, otvara moguénosti za razumevanje vaznih bioloSkih oso-
bina hemotropnih mikoplazmi koje su odgovorne za inficiranje sisara. Kao efi-
kasna molekularna tehnika za identifikaciju hemotropnih mikoplazmi kod Zivotinja
navodi se PCR, koja se zasniva na amplifikaciji 16S rRNK gena, rpoB gena ili spe-
cificnog fragmenta genoma od 1,8 kb za M. suis. Ovi testovi mogu da se koriste i
za dijagnostiku latentne infekcije M. suis kod svinja, kada zivotinje ne ispoljavaju
klinicke simptome bolesti. Molekularne tehnike za dijagnostiku eperitrozoonoze
su unapredene uspostavljanjem LightCycler real-time PCR metode za kvantita-
tivnu detekciju M. suis. Visoko konzervirani msg1 gen, koji kodira povrsSinski lo-
kalizovani protein sli¢an sa GAPDH, a ima ulogu u adheziji za eritrocite, predstav-
ljia gen izbora za definisanje prajmera koji se koriste za PCR. Prednosti ove me-
tode jesu: smanjen rizik kontaminacije, visoka produktivnost, standardizacija i
mogucnost koriS¢enja razli¢itih bioloSkih materijala - uzoraka (krv, organi itd.).
Novi real-time protokol za identifikaciju M. suis je specifian, senzitivan, repro-
ducibilan i pouzdan. Kvantitativni metodi omoguéavaju uspostavljanje i procenu
znacaja terapijskih i profilaktiCkih procedura, kao $to su vakcinacija i aplikacija
antibiotika. Primenom visoko osetljivih i specificnih tehnika molekularne biologije,
moguce je identifikovati prisustvo M. suis kod klini¢ki obolelih ili latentno inficira-
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nih svinja, kao i identifikovati vektore i rezervoare ovog uzro¢nika u prirodi
(Hoelzle, 2008).

Materijal i metode rada / Material and methods

Materijal | Material

Kao materijal za ovo istrazivanje kori§éeni su zbirni uzorci pune krvi sa
EDTA, koja je prikupljena sterilnom venepunkcijom od svinja sa dve farme u
Juznobackom okrugu (farma A i farma B), sa jedne farme u Severnobackom ok-
rugu (farma C) i sa jedne farme u Brani¢evskom okrugu (farma D) u Republici
Srbiji. Ukupan broj jedinki uklju¢enih u istrazivanje je bio 40 (po 10 jedinki sa
svake farme, odnosno 2 zbirna uzorka sa po 5 pojedina¢nih uzoraka krvi).

Metode / Methods

Ekstrakcija DNK
Za izolaciju DNK koris¢en je komercijalni set (QlAamp DNA Mini kit,
Qiagen) prema uputstvu proizvodaca.

Reakcija lanc¢ane polimerizacije (PCR)

Umnozavanije specificnog dela genoma msg1 M. suis obavljeno je sa
slede¢im parom prajmera: 5'- AC AACTAATGCACTAGCTCCTATC - 3' forward
prajmer zamsg1i 5'- GCTCCTGTAGTTGTAGGAATAATTGA - 3' reverse prajmer.
Reakcija lanCane polimerizacije je izvrSena upotrebom komercijalnog seta za
izvodenje reakcije (HotStarTag Master Mix kit, Qiagen) prema uputstvu pro-
izvodaca sa aktivacijom polimeraze na temperaturi od 95°C tokom 15 min., 35 cik-
lusa (denaturacija na temperaturi od 94°C tokom 0,5 min., anilizacija na tempera-
turi od 50°C tokom 0,5 min., ekstenzija na 72°C tokom 0,5 min.) i krajnjom ek-
stenzijom na temperaturi od 72°C tokom 7 min.

Gel elektroforeza

Vizuelizacija reakcije lan¢ane polimerizacije je izvrSena gel elektro-
forezom, u agaroznom gelu koncentracije 2%, u 1 x TAE puferu, sa dodatkom
etidium bromida kao fluorescentnog indikatora. Proces elektroforeze je obavljen
u Hoeffer submarine aparatu za elektroforezu, pri naponu od 60V i jacini struje od
10 mA, tokom 30 minuta. Radi odredivanja karakteristi¢ne duzine amplifikovanog
segmenta koriS¢en je molekularni marker Fast Ruler DNA ladder, low range, Fer-
mentas.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Primenom PCR utvrdeno je prisustvo M. suis na ispitivanim farmama
svinja u Republici Srbiji. U svim zbirnim uzorcima pune krvi svinja identifikovano je
prisustvo specificnog dela genoma msg1 M. suis (Fotografija 1).
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Fotografija 1. Gel elektroforeza produkata PCR reakcije
Figure 1. Gel electrophoresis of PCR reaction products

Legenda:
M — molekularni marker | molecular marker, 1 —voda [ water,
2 i 3 - negativna kontrola | negative control, 4 i 5 — pozitivna kontrola | positive control,

6 do 13 — zbirni uzorci krvi svinja | collective samples of swine blood

PCR - dijagnostika infekcije kod svinja izazvane M. suis ima prednost
u odnosu na seroloSku dijagnostiku ove infekcije iz nekoliko razloga. Do danas ne
postoji ni jedan komercijalni test za serolosku dijagnostiku infekcije svinja izaz-
vane Mycoplasma suis, a dosadasnja istrazivanja i razvoj seroloskih testova bili su
bazirani na tri metode: RVK, ELISA i test indirektne hemaglutinacije. Za ove se-
roloske testove, kori§éeni su nedefinisani antigeni Mycoplasma suis iz periferne
krvi eksperimentalno inficiranih svinja, $to predstavlja smetnju za postavljanje
ta¢ne dijagnoze. Antigeni dobijeni iz krvi eksperimentalno inficiranih svinja i puri-
fikovani u laboratorijama pokazuju veliku varijabilnost i upravo to predstavlja pre-
preku za standardizaciju seroloskih testova za dijagnostiku infekcije kod svinja
izazvane M. suis. Osim toga, svi seroloski testovi pre odreduju titar IgM hladnih
aglutinina, nego titar specifi¢nih antitela klase IgG na M. suis. Utvrdivanje titra an-
titela klase IgM protiv M. suis ima ograni¢enu dijagnosti¢ku vrednost, s obzirom
da su vrednosti visine titra varijabilne i zavise od faze infekcije. Sve ovo ukazuje na
znacaj PCR u dijagnostici infekcije svinja sa M. suis (Hoelzle, 2008).

U naSem istrazivanju, PCR test se pokazao kao jednostavan, brz, spe-
cifican i osetljiv za dijagnostiku infekcije svinja izazvane M. suis.

I Zaklju¢ak / Conclusion

Primenom PCR testa je identifikovano prisustvo M. suis na farmama
svinja u Republici Srbiji. Neophodna su dalja epizootioloSka istrazivanja u cilju
utvrdivanja prisustva i raSirenosti infekcije svinja sa hemotropnim mikoplazmama
u Repubilici Srbiji. Osim toga, istrazivanja hemotropnih mikoplazmi su potrebna i
zbog: moguénosti u¢estvovanja hemoplazmi kao kofaktora u progresiji retrovi-
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rusnih, neoplasti¢nih i imunoloski posredovanih oboljenja; nepoznavanja faktora
virulencije i patogenetskih mehanizma u razvoju ovih infekcija; kao i potrebe razu-
mevanja funkcije imunoloskog sistema, koji je i u ovom slu¢aju odgovoran za po-
javu oportunisti¢nih infekcija.
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ENGLISH

PCR - DIAGNOSTICS OF SWINE INFECTION CAUSED BY Mycoplasma suis

A. Potkonjak, B. Lako, Vesna Milicevi¢, B. Savi¢, V. lveti¢, Dobrila Jaki¢-Dimi¢,
O. Stevanovié¢, B. Toholj

The presence of two types of haemoplasm can be established in the swine
population. Pathogenic haemoplasm, named Mycoplasma suis (previously called Ep-
erythrozoon suis) is the cause of swine eperythrozoonosis or swine ichtheroanaemia. The
cause of this disease can also infect humans. The disease has spread all over the world.
The most frequent form is latent infection of swine caused by M. suis. The disease is clini-
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cally manifest following action by the stress factor. The acute course of the disease is char-
acterized by the occurrence of a febrile condition and ichtheroanaemia. The disease is usu-
ally diagnosed based on an epizootiological poll, a clinical examination, and a microscopic
examination of a blood smear stained most often according to Giemsa. Contemporary
methods of molecular biology have been developed, such as PCR, which are more sensi-
tive and specific in making a diagnosis of swine infection caused by M. suis. In these inves-
tigations, the presence of M. suis on pig farms in the Republic of Serbia has been deter-
mined using the PCR test.

Key words: Mycoplasma suis, Eperythrozoon suis, anaemia, swine, diagnostics, PCR

PYCCKUN

NuP - ANArHOCTUKA UHOEKLUM Y CBUHEWN, BbI3bIBAIOLLYIO
Mycoplasma suis

A. NMoTkoHsK, B. JlTako, BecHa MunuyeBu4, 6. CaBu4, B. UBeTuu,
[Jo6puna Akun4y-Aumuy, O. CteBaH4yeBuY, . Toxonb

B nonynsuum cBMHEN MOXXHO YyTBEPAUTL NPUCYTCTBUE ABe remonnasmel. MNa-
ToreHasi remonnasma, obo3HadeHa Kak Mycoplasma suis (NnpegBapuTeNnibHOe Ha3BaHue
Eperythrozoon suis) - Bo36yauTenb anepuTpo300HO3a CBUHEN UMM UKTEPOaHEMUN CBU-
Heln. BosbyauTtenb MoXeT nHduumposatb 1 nogen. 3abonesaHve pacnpocTpaHeHo no
Bcemy mupy. Hanbonee 4acta nateHTHast nHpeKUMst CBUHEN, BbiaBaHHas M. suis. Nocne
nencTeusa hakTopoB cTpecca, 36o5eBaHne KnuHmydeckn nposiensietcs. OcTpoe TedeHne
oTnM4yaeTcs aBneHnem ebpuibHOro COCTOSHNS 1 UKTepoaeHnMun. inarHo3 3abonesa-
HKS1, 0ObIYHO, MOCTABMIAETCS a OCHOBE 3MU300TONIOMMYECKON aHKETbI, KITMHUYECKOro OC-
MOTpa ¥ MMKPOCKOMMYECKOro 0CMOTPa Ma3ka KpoBM CBUHEW, OKpaLLEHHOr o, Yalle BCero,
no MNimae. Pa3BnTbl COBpeEMEHHbIE METOAbI MONEKYNsipHOM 6uonorum kak MLUP, koTopble
6onee 4yBCTBUTESIbHBIE 1 6ONEe cneundmryeckne B onpeaeneHnn guardosa nHgekumm
CBUHeN, Bbi3BaHHbIX M. suis. MNpumeHennem MNLP TecTa, 3TUM ncnbiTaHMEM YyTBEPXXAEHO
npucyTcTBme M. suis Ha doepmax cBuHern B Pecnybnuke Cepbum.

Kntoyesble cnosa: Mycoplasma suis, Eperythrozoon suis, aHeMns, CBUHbW,
MUP anarHocTuka
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ANALIZA INFEKCIJA MLIJECNE ZLIJEZDE NA OSNOVU
REZULTATA KALIFORNIJA MASTITIS TESTA I
BAKTERIOLOSKIH NALAZA SEKRETA’
ANALYSIS OF MAMMARY GLAND ACCORDING TO RESULTS OF
CMT (CALIFORNIA MASTITIS TEST) AND BACTERIOLOGICAL
FINDINGS IN SECRETION

N. Varatanovié, Amela Katica, T. Muteveli¢, Nadzida Mlaéo, E. Hamzi¢™

Kontrolu zdravlja mlijecne Zlijezde u stadu crnosarih istoéno-frizij-
skih krava vrsili smo uporedivanjem rezultata Kalifornija mastitis testa i
bakterioloskih nalaza uzoraka mlijeka u toku godine. Ukupno su testi-
rana i bakteriolo$ki pregledana 3863 uzorka sekreta mlije¢ne Zlijezde.
U 85,3% slucajeva je utvrdena podudarnost rezultata Kalifornija masti-
tis testa i bakterioloskih nalaza. Najéesce izolovani uzrocnici su stafi-
lokoke u 52,4% slucajeva, streptokoke u 23,5% sluc¢ajeva, mijesane in-
fekcije u 13,1% i enterobakterije u 10,3% slucajeva. Poremecaji sekre-
cije i upalna stanja mlije¢ne Zlijezde se javljaju najéesce u ljetnom peri-
odu, a najriede u zimskom. Kotinuiranom upotrebom ove dvije metode
moguce je dobiti zadovoljavajuce rezultate u poboljSanju kolic¢ine i kva-
liteta mlijeka, te zdravstvenog stanja mlije¢ne Zlijezde.

Kljuéne rijeci: mastitis, Kalifornija mastitis test, krava

Uvod / Introduction

Mastitis je zapaljenski proces parenhima mlijeCne Zlijezde. Karakte-
riSe se patoloskim promijenama u tkivu mlijeCne Zlijezde i fizi€kim, hemijskim i
mikrobioloskim promijenama u mlijeku.

Upala mlije¢ne Zlijezde (mastitis) je odgovor na djelovanje razli¢itih
unutrasnjih i vanjskih faktora. Tokom posljednjih nekoliko decenija mastitis je
postao vrlo skupa bolest muznih krava (Bennetti sar., 1999; Fourichonii sar., 2001;
Kossabiati i sar., 1997). Pokazalo se da postoji visok rizik od razvoja subklini¢kih
* Rad primljen za $tampu 01. 06. 2009. godine

** Dr sci. med. vet. Nazif Varatanovié, profesor, dr sci. med. vet. Amela Katica, docent, dr sci.
med. vet. Tarik Muteveli¢, docent, dr sci. med. vet. Nadzida Mlac¢o, visi asistent, Edin Hamzi¢,
dr vet. med., asistent, Veterinarski fakultet, Univerzitet u Sarajevu, BiH
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mastitisa i visok procenat intramamarnih infekcija u periodu rane laktacije (Trini-
dad i sar., 1990; Oliver i sar., 1992; De Viegher i sar., 2005). Napori su usmjereni
prema poboljSanju uspjeha lijeCenja klinickih mastitisa i nadzoru subklini¢kih
mastitisa u cilju dobijanja mlijeka dobrog kvaliteta (Fabre i sar., 1999; Hillerton,
1998).

Identifikacija i uklanjanje intramamarnih infekcija u ranom periodu lak-
tacije daje znacajne ekonomske koristi. Na pojavu mastitisa prema Alandu (2003)
i Barkemu i sar. (1999) poseban utjecaj ima menadZzment stada, ukljucujuci
smijestaj, ishranu i sistem muze. U razumijevanju epidemiologije i terapije mlije¢ne
zZlijezde veoma je vazna bakteriologija mastitisa. Kao najéesc¢i uzro€nici mastitisa
(Jonssonisar., 1991; Myllys i sar., 1995; Waage i sar., 1999; Tertu, 2004) smatraju
se Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis i
Streptococcus dysgalactiae.

Upala mlijeéne Zlijezde je obi¢no karakterizirana porastom somatskih
¢elija u mlijeku (Rodriguez i sar., 2000). Za njihovo otkrivanje postoji niz metoda,
ali je najjednostavniji i pouzdano prakti¢an California Mastitis Test (CMT) (De Vie-
gherisar., 2005). Njegovu primjenu i preporuku u cilju otkrivanja i suzbijanja mas-
titisa kao metodu izbora preporucuju Dingwell i sar. (2003).

Cilj ovog istraZivanja bio je usporediti rezultate Kalifornija Mastitis
Testa (CMT) i bakterioloSkih nalaza sekreta mlije¢ne Zzlijezde uz indentifikaciju
uzro¢nika u razli€itim periodima godine.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Istrazivanja smo vrSili na stadu crnosarih isto€nofrizijskih krava u kon-
trolisanom farmerskom uzgoju kod Sarajeva u toku Cetiri godiSnja doba. Zimski
period obuhvata XIl, i [l mjesec, proljetnilll, ViV mjesec, ljetni VI, VIl i VIl mjeseci
jesenski IX, X i XI mjesec. Kontrolu zdravlja mlije¢ne Zlijezde vrSili smo klini¢kim
pregledom mlije€ne Zlijezde, testiranjem mlijeka pomo¢u CMT-a kao i bakteri-
oloskim pregledom uzoraka mlijeka.

Klinickim metodama pretrage ustanovili smo sve promjene koje su
nastale u tkivu Zlijezde bilo akutnim bilo hroni€nim upalnim procesom. Inspekci-
jom smo sagledali asimetriju Cetvrti i razlike u obliku, razvijenosti i polozaju sise.
Od vrha vimena preko mlije€ne cisterne prema parenhimu zlijezde, palpacijom
smo utvrdivali nepravilnosti vrha sise, zadebljanja i oteknu¢a u sisnom kanalu, cis-
terni i paremhimu usporedujuc¢i medusobno Cetvrti.

Nakon klini¢kog pregleda mlijene Zlijezde vrSili smo testiranje mlijeka
svake Cetvrti pomocéu CMT-a (SOMA TEST i testatora proizvodac¢a FARM d.o.o.
Vrbanovac RH). Test smo radili direktno na testatorima u Stalama, neposredno
nakon klinikog pregleda. Reagens se mijeSa sa priblizno istom koli¢inom mlijeka
(1-2 ml) i laganim kruznim pokretima testatora ocitava se nastala promjena unutar
1-2 minute. Mlije¢ni uzorci koji su bogati sa stani¢nim elementima su davali vidlji-
ve promjene unutar nekoliko sekundi. Sadrzaj iz testatora smo nakon ispitivanja
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izlijevali u posebne posude, testatore oprali u mlakoj vodi, osusili i ponovno koris-
tili za pretragu. Prezentacija reakcije je bila: negativna (-) u slu¢ajevima gdje smo
imali mjeSavinu mlijeka i reagensa homogeno mutnu, sumnjiva (+) kada su
prisustne grudvice i krpice koje daljnjim mijeSanjem nestaju, pozitivna (+) kada
su prisustne pahuljice koje se daljnjim mijeSanjem koncentriSu u sredinu i izrazito
pozitivhu reakciju (++) gdje se prilikom mijeSanja reagensa i mlijeka stvara gusta
viskozna masa sa odvajanjem bistre tekucine ili se stvara Zelatinozna masa.

Prije uzimanja uzoraka za bakterioloSku pretragu, sise smo oprali i
dezinficirali sa 70%-nim alkoholom, te u sterilnu epruvetu uzimali svaki treci
izmuzaj kao uzorak za analizu. Svaka epruveta je oznacena brojem Cetvrti i bro-
jem zivotinje. Uzorke nismo uzimali iz Eetvrti sa vidno upalnim procesima, a uzeti
su uzorci svih Cetvrti bez obzira da li je CMT reagovao pozitivno ili negativno. Za
izolovanje uzro€nika mastitisa koristili smo krvni i endo agar, Edwardsovu i TKT
podlogu. Nasadane hranjive podloge mlijeénim uzorcima smo ocitavali nakon
inkubacije 24 - 48 sati pri temperaturi od 37°C. Determinaciju Streptococcus aga-
lactiae smo radili na CAMP ploc¢i, a indentifikaciju stafilokoka prema pigmentu
izraslih kolonija, stvaranju hemolize na krvnom agaru, koagulaza testom i testom
fermentacije manitola. Izolaciju enterobakterija smo radili na Mac Conkey agaru, a
korinebakterije (Arcanobacter pyogenes) na krvnom agaru.

Rezultati / Results

Reakcije CMT-a i nalazi bakterioloSke pretrage iskazani su procentu-
alno kroz sva Cetiri godiSnja perioda u tabeli 1.

U zimskom periodu (decembar, januar i februar) ishrana krava se sas-
tojala od kukuruzne silaze, sijena i koncentrata. FizioloSki gledano ovo je period
sa najveéim brojem teljenja. U toku ovog perioda ukupno je pregledano 765 uzo-
raka mlijeka. Broj pozitivnih reakcija CMT-a se mijenjao po mjesecima, a najmanja
vrijednost od 17,6% je zabiljezena u februaru, $to ujedno predstavlja i najmanju
zabiljezenu vrijednost u toku cijele godine. BakterioloSkom pretragom uzoraka
mlijeka izolovali smo prosje¢no 14,83% pozitivnih sluCajeva od ¢ega je najvedi
broj pozitivnih nalaza bio u decembru, a najmaniji u januaru.

Proljetni period (mart, april i maj) donosi promjene u ishrani, jer se kra-
jem aprila krave pocinju hraniti djelimi¢no svjezom zelenom masom. Uzorci
mlijeka, njih 748, prilikom testiranja CMT-om su dali nesto veéi procenat pozitivnih
reakcija nego u zimskom periodu. Variranja pozitivnih reakcija CMT-a su odi-
gledna, pri ¢emu je najveéi broj pozitivnih reakcija utvrden u maju, 91 (23,5%).
Uporedimo li broj pozitivnih bakterioloSkih nalaza uogljivo je da je on ve¢i nego u
zimskom periodu. U martu je zabiljezen najveci procenat bakterioloSki pozitivnih
nalaza, 18,8%. Nalaz iz aprila je interesantan po tome $to su ispitivani uzorci dali
najmanji postotak pozitivnih reakcija sa CMT kao i bakterioloskih nalaza.
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U ljetnom periodu (juni, juli i august) ishrana krava je bila kabasta sa
zelenom masom uz dodatak manijih koli¢ina koncentrata. Od ispitanih 1510 uzo-
raka mlijeka najveci procenat pozitivnih reakcija CMT-a je bilo u julu, a nesto niZi u
junu i augustu.

Procenat pozitivnih bakteriolo$kih nalaza se sli¢no kretao rezultatima
CMT-a. NajviSe pozitivnih nalaza je bilo u julu, zatim u augustu dok je najnizi pro-
cenat zabiljeZzen u junu

Jesenji period predstavlja prelazno razdoblje u ishrani u kojem dolazi
do postepenog prelaska sa ljetne na zimsku prehranu. Za vrijeme ovog perioda je
ispitano 870 uzoraka mlijeka i primjecen je pad pozitivnih reakcija na CMT po mje-
secima. Najveci broj pozitivnih reakcija utvrden je u septembru, 125 (24,3%). Bak-
terioloski nalazi variraju u odnosu na nalaze CMT-a. Najveéi procenat pozitivnih
bakterioloskih nalaza je bio u oktobru zatim novembru, a najmaniji u septembru.

Od izolovanih bakterija u zimskom periodu najviSe je bilo stafilokoka
(7,8%), zatim streptokoka (3,8%), a u 2,4% slucajeva ostali uzro¢nici mijesanih in-
fekcija. Hemoliticnih stafilokoka je bilo podjednako u decembru i januaru, a
najmanije u februaru. Sc. agalactiae je izolovan u najve¢em procentu u decembru,
a ostale streptokoke u februaru (tabela 2).

Kada je rije€ o izolovanim bakterijama u proljethom periodu najzas-
tupljenije su bile nehemoliticne stafilokoke, onda hemoliticne stafilokoke, strep-
tokoke te enterobakterije i korinebakterije. U najve¢em broju slu¢ajeva je utvrdena
mijeSana infekcija.

HemolitiCni stafilokoki su najéeS¢i u maju, augustu i oktobru, a najrjedi
u februaru i martu. U oktobru su naj¢eSc¢e zabiljeZeni streptokoki, a najrjede u
martu i septembru. Kada je rije€¢ o streptokokama koje uzrokuju mastitise,
najéesSce su izolovane u julu, a zatim u avgustu i junu. MjeSovitih infekcija je
zabiljezeno najviSe u martu, a najmanje u junu i septembru.

Od izoliranih uzro€nika u jesenskom periodu najviSe su zastupljeni
stafilokoki i streptokoki u oktobru, dok su drugi uzro¢nici mastitisa ¢eséi u sep-
tembru.

Rezultati CMT-a i bakterioloSkog nalaza u toku godine ukazuju na to
da je tokom ljeta najveéi broj sluCajeva poremecaja sekrecije, pozitivnih bakteri-
oloskih nalaza, a shodno tome i upala mlije¢ne Zlijezde. U ovom periodu su stafi-
lokoke i streptokoke kao uzrocnici oboljenja mlije¢ne zlijezde izolovani u naj-
vec¢em broju. Usporedbom dobivenih rezultata reakcija CMT-a i bakterioloSkih
pretraga u toku godine vidi se podudarnost u 85,3% sluCajeva. Bitno je na-
pomenuti da je bilo uzoraka mlijeka koji su dali negativnu reakciju sa CMT-om, ali
pozitivan bakteriloSki nalaz i obrnuto.

Iz reakcija CMT-a i bakterioloSkog nalaza po mjesecima vidna je podu-
darnost, pri ¢emu je najveéi procenat pozitivnih reakcija testom zabiljezen u
martu, septembru i julu, a bakterioloSkih nalaza u martu, julu i oktobru.
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Diskusija / Discussion

Dosadas$nja nastojanja u suzbijanju mastitisa i kontrole zdravstvenog
stanja mlijeCne Zlijezde se zasnivaju na otkrivanju grla sa poreme¢enom sekreci-
jom i identifikacijom uzro€nika takvih stanja. Da bi se sprijeCile i umanijile infekcije
mlije¢ne Zlijezde patogenim bakterijama iz okoline neophodno je voditi brigu o
kompletnom menadzmentu proizvodnje (Compton i sar., 2007; Kelmus i sar.,
2006; Ferguson i sar., 2007) $to i mi podupiremo.

Odnos podudarnosti reakcije CMT-a i bakterioloSkog nalaza se kre¢e
od 70 do 86% ovisno o vrsti uzro¢nika (Sanfordu i sar., 2006), dok Bastan i sar.
(2008) iznose podatak podudarnosti od 85%. Navodi ovih autora se slazu sa re-
zultatima nasih istrazivanja, koji iznose 85,3%.

Kao najc¢eSée izolirane uzro€nike niz autora (Milne i sar., 2002; Brad-
ley, 2002; Sol i sar., 2002; Schukken i sar., 1989; Fatur i sar., 2000; Dingvell i sar.,
2003) navode stafilokoke i streptokoke, te koliformne bakterije, $to je u saglas-
nosti sa rezultatima nasih istrazivanja.

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu analiza sekreta mlije¢ne zlijezde kroz duzi period CMT-om i
bakterioloSkom pretragom moze se zakljuditi:

1. Poremecaj sekrecije mlije¢ne Zlijezde je otkriven CMT-om u 23,5%
sluCajeva.

2. Procenat slaganja CMT-a i bakterioloSkog nalaza je bio 85,3%.

3. CMT-om i bakteriolo$kim analizama je utvrdeno da se poremecaji
sekrecije i upalna stanja mlije¢ne Zlijezde najcesce javljaju u ljetnom periodu, a
najrijede u zimskom.

4. NajceSc¢e su kao uzrok subklini¢kih mastitisa dokazane stafilokoke
52,4%, zatim streptokoke 23,8%, mijeSana infekcija 13,1% i enterobakterije
10,3%.
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ENGLISH

ANALYSIS OF MAMMARY GLAND ACCORDING TO RESULTS OF CMT
(CALIFORNIA MASTITIS TEST) AND BACTERIOLOGICAL FINDINGS IN SECRETION

N. Varatanovi¢, Amela Katica, T. Muteveli¢, Nadzida Mla¢o, E. Hamzi¢

Health control of the mammary gland was conducted comparing results of
CMT (California Mastitis Test) and bacteriological findings of milk samples during one year.
A total of 3863 secretion samples of mammary glands were collected. There were 85.3%
matches for CMT and bacteriological findings.

The most frequently isolated causative agents were: staphylococci (52.4%),
streptococcus bacteria (23.5%), mixed infections (13.1%), and enterobacteria (10.3%). Se-
cretions disorder and inflammations of mammary gland are most common for the warm pe-
riod of the year, and very rare for the winter period. With permanent use of these two meth-
ods it is possible to obtain satisfactory results in order to get better milk production and
health condition of the mammary gland.

Key words: mastitis, California Mastitis Test, cow

PYCCKUA

AHAIN3 UHOEKLIMA MONTOYHOM XXENE3bl HA OCHOBE PE3YJIbTATOB
KAJIM®OPHUA MACTUT TECTA U BAKTEPUOJIOTMYECKUX PE3YJIbTATOB
CEKPETA

H. BapataHoBu4, Amena Katuua, T. MytaBenuy, Hagxuaa Mnavo, 3. Xam3any

KOHTponb 340pBbsi MOJTOYHOM XXefe3bl B cTage YepHONEcTpbix BocTouHO-
@pU3NNCKNX KOPOB Mbl COBEpLUANN CpaBHEHMEM pe3ynbTaTtoB KanudgopHus mactuT
TecTa v 6aKTepUONOrMYecKnx pesyibTaTtoB 06pa3ymMKoB MOoka B TedeHue roga. CoBok-
YMHO NPOBeAEeHbI UCNbITaHWs 1 6aKTepuonorn4eckn ocmoTpeH 3863 obpasyunka cekpeTta
MOJI04HOM Xenesbl. B 85,3% cnydaes yTBep)x4eHO coBnageHue pesynbtaTtoB Kanndgop-
HUS MacTUT TecTa N 6aKTepuoNiormyecknx pesynbTaToB. Kak yalle Bcero n3onuposa-
HHble BO36yanTenu ctachmnokokku B 52,4% cny4aes, CTPENTOKOKKM B 23,5% cryyaes,
cMelaHHble nHdekumn B 13,1% un aHTepobakTepum B 10,3% cnydaes. PaccTtponcTtso
Cekpeuun 1 BocnanuTesnbHble COCTOAHUSA MOJTIOYHOW XKene3bl SBMA0TCA Yalle BCero B
NeTHEM Nepuose, a pexxe BCEro B 3MMHEM. HenpepbIBHbIM yNOTPe6IEHNEM 3TUX ABYX Me-
TOAOB BO3MOXXHO MOMY4YMTb YA0BNETBOPUTENbHbIE PedyrbTaThl B YNy4YLWEHUN Konnde-
CTBa M KayecTBa MOJIOKa, fa COCTOSHNE 300POBbSA MOSIOYHOW XXenesbl.

KnoueBbl crioBa: MacTuT, KaJ'II/I(bOpHI/Iﬂ MacCTUT TeCT, KopoBa
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UDK 636.083.18:.2+.4

STANDARDI DOBROBITI I BIOSIGURNOSTI NA FARMAMA
GOVEDA I SVINJA - USLOVI SMESTAJA I DRZANJA
GOVEDA I SVINJA®
WELFARE AND BIOSECURITY STANDARDS ON CATTLE AND PIG
FARMS - CATTLE AND PIG REARING CONDITIONS

S. Hristov, B. Stankovié, T. Petrujki¢™

U radu se detaljno razmatraju osnovni elementi uslova smestaja i
drZanja goveda i svinja u cilju formulisanja standarda dobrobiti i biosig-
urnosti. Ovi elementi, koji obuhvataju relevantne prostorne, mikrokli-
matske i higijenske uslove gajenja razliitih kategorija goveda i svinja,
definisani su na osnovu detaljnih jednogodisnjih istraZivanja na 11
farmi goveda i 5 farmi svinja u nasoj zemlji. Od prostornih uslova za for-
mulisanje standarda dobrobiti i biosigurnosti u radu se narocito istice
znacaj korektne izgradnje i redovnog odrZavanja higijene leZista, bok-
sova i ispusta. U formulisanju standarda dobrobiti i biosigurnosti na-
roCita paZnja se posvecuje osobinama materijala koji se koriste za
izgradnju zidova i leZista staja, obezbedenju povrSina za leZanje i
mogucénostima kretanja u stajama i ispustima koje zadovoljavaju fi-
zioloske i etoloske potrebe u skladu sa najnovijim nau¢nim saznanji-
ma. Od mikroklimatskih faktora razmatra se znacaj obezbedenja odgo-
varajuée temperature, relativne vlaznosti i brzine strujanja vazduha. U
radu se, pored navedenog, istice znaCaj obezbedenja odgovarajuce
ventilacije u stajama radi oCuvanja optimalnih mikroklimatskih uslova
(uklanjanje Cestica praSine i gasova neprijatnog mirisa). Od higijenskih
uslova naglasava se redovno odrZavanje higijene stajskih povrsina i
tela svih kategorija goveda i svinja.

U radu su izneti osnovni principi i kriterijumi za procenu nivoa do-
brobiti i biosigurnosti. Na osnovu utvrdenih rezultata u jednogodisnjem
istraZivanju posebno se razmatraju mogucnosti korekcije uslova
smestaja i drzanja goveda na farmama u nasoj zemiji.

Kljucne reci: goveda, svinje, uslovi gajenja, dobrobit, biosigurnost

*  Rad primljen za $tampu 08. 07. 2009. godine

** Dr sci. med. vet. Slavéa Hristov, redovni profesor, mr sci. med. vet. Branislav M. Stankovic,
asistent, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Beogradu, Srbija; dr sci med. vet. Tihomir Pe-
trujki¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, Srbija
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Uvod / Introduction

U stocarstvu i veterinarskoj medicini danas se sve veci znacaj pridaje
obezbedenju dobrobiti zivotinja i biosigurnosti na farmama. Dobrobit Zivotinja
predstavlja stepen njihove prilagodenosti na uslove kojima se omogucavaju kvali-
tetna ishrana i napajanje, smestajni prostor, fizicka, psihi¢ka i termi¢ka udobnost,
sigurnost, ispoljavanje osnovnih oblika ponasanja, socijalnih kontakata sa zivoti-
njama iste vrste, odsustvo neprijatnih emocionalnih i telesnih iskustava, kao §to
su bol, patnja, strah, stres, dosada, bolesti i povrede (Broom, 1996; Bracke, 2001;
Hristov i sar., 2007b). Pri sveobuhvatnom definisanju stanja biosigurnosti na far-
mama, treba imati u vidu Cetiri povezana koncepta: planove biosigurnosti, pro-
cenu rizika na kriticnim kontrolnim tackama (Hazard Analysis and Critical Control
Points — HACCP), menadzment rizika i planove za urgentne situacije. Biosigur-
nosni planovi su namenjeni sprecavanju nezeljenih situacija i unapredenju po-
slovanja farmi, a, u sustini, omogucéavaju efikasnu preventivu bolesti (Uhlehoop,
2007).

Detaljan i ilustrativan opis dobrobiti i ponaSanja goveda i svinja moze
se nadi u delima Frasera i Brooma (1990), Webstera (2005) i Vucini¢eve (2006).
Najnoviji podaci o dobrobiti Zivotinja i biosigurnosti na farmama izneti su u radu
Hristova i sar. (2008). Novi standardi o uslovima gajenja domacih zivotinja razma-
trani su i u radu Hristova (2003). Pored toga, uslovi gajenja, dobrobit i ponasanje
farmskih Zivotinja opisani su u radu Hristova i sar. (2006c). U revijalnom radu Hris-
tova i sar. (2007c) izneti su najznacajniji aspekti pitanja zasto je potrebno obezbe-
diti odgovarajuc¢u dobrobit Zivotinja u farmskim uslovima gajenja. Minimalni stan-
dardi o uslovima gajenja i dobrobiti goveda detaljno su opisani u radu Hristova i
sar. (2007a), a o uslovima gajenja svinja u radu Petrovi¢eve i sar. (2007). Rezultati
procene uslova smestaja u nasoj zemlji, sa osvrtom na dobrobit krava prikazani
su u radu autora Hristova i Reli¢eve (2009), a mikroklimatski i higijenski uslovi ga-
jenja goveda u poglavlju monografije autora Hristova i sar. (2006). Veoma korisni i
iscrpni podaci o uticaju toplotnog stresa na proizvodnju mle€nih krava mogu se
naci u revijalnom radu Hristova i sar., (2007). Rezultati procene uslova gajenja i
dobrobiti muznih krava prikazani su u radovima Maksimovi¢eve i Hristova (2007) i
Reli¢eve i sar. (2008). Najznacajniji propusti u obezbedenju dobrobiti Zivotinja na
farmama goveda izneti su u radu Hristova i Stankovi¢a (2009).

Higijenski uslovi gajenja svinja opisani su u knjizi Hristova (2002),
higijenski standardi u uzgoju prasadi u radu Hristova i sar., (2006a), a primena
odredenih sredstava koja poboljSavaju uslove gajenja u radu Hristova i sar.
(2006b). Biosigurnosne mere na farmama goveda u nasoj zemlji razmatarne su u
radu Hristova i sar. (2007a), a naj¢eSéi propusti u obezbedenju biosigurnosti na
farmama goveda i svinja u radu Stankovica i Hristova (2009).
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Najznacajniji indikatori i parametri uslova gajenja /
Most important indicators and parameters of rearing conditions

Da bi se negativni uticaji na dobrobit Zivotinja i biosigurnost na far-
mama, vezani za stajski nacin drzanja zivotinja, sveli na najmanju moguéu meru,
neophodni preduslovi su detaljna analiza lokacije za podizanje staja, svrsishodno
gradevinsko projektovanje staja, izbor odgovaraju¢eg gradevinskog materijala i
korektna gradnja samih staja. Pri svemu tome treba voditi racuna da se u stajama
stvore uslovi za kvalitetan Zivot zivotinja. Ovi uslovi treba da Stite dobrobit Zivotinja
i biosigurnost na farmama i omogucavaju rentabilnu proizvodnju. Ni u kom
slu€aju uslovi u stajama ne smeju pogodovati nastajanju i Sirenju bolesti, kao i bilo
kom drugom remecenju dobrobiti Zivotinja i biosigurnosti na farmama (Fraser i
Broom, 1990; Hristov 2002; Vucini¢, 2006; Hristov i sar., 2008).

Staje treba da se grade na nacin koji omogucava lako i brzo obav-
ljanje svih aktivnosti vezanih za drzanje, ishranu, negu i proizvodnju Zivotinja i da
omogucuju lako CiS¢enje i dezinfekciju, kao i primenu svih drugih higijenskih
mera u vezi sa eventualnom pojavom i suzbijanjem zaraznih i parazitskih bolesti.
Zbog toga se naglaSava potreba upoznavanja sa pojedinim, Cisto tehni¢kim deta-
liima gradenja staja, jer su oni od znacaja sa stanovista dobrobiti Zivotinja i biosi-
gurnosti na farmama (Hristov i sar. 2006).

U tabeli 1 navedeni su najznacajniji indikatori i parametri za ocenu
uslova smestaja i drzanja, definisani na osnovu detaljnih jednogodisnijih istrazi-
vanja na 11 farmi goveda i pet farmi svinja u nasoj zemlji. Pri formulisanju parame-
tara i indikatora dobrobiti goveda kori§¢ena su i saznanja Sandruma i sar. (1994),
Bartusseka (2000), Brackea i sar., (2001), Keelinga i Veisseira (2005) i Blokhuisa
(2008).

Detaljni podaci o izboru mesta za podizanje staja za goveda i svinja
mogu se naci u knjizi Hristova (2002), a za podizanje staja za goveda i u poglavlju
monografije Hristova i sar. (2006). Izbor mesta za podizanje staja u nasoj zemlji
razmatra se uglavnom na vec¢im gazdinstvima, dok je na malim individualnim pos-
edima mesto za lokaciju staje ve¢inom unapred odredeno opstim planom naselja,
polozajem i veli¢inom okuénice i ekonomskim mogucnostima odgajivaca. Izbor
mesta treba da omoguci propisno postavljanje staja za Zivotinje, objekata za
skladiStenje hrane, deponija stajnjaka, oso¢nih jama i drugih neophodnih ob-
jekata. Pravilan izbor mesta za podizanje staja predstavlja osnovni preduslov za
zastitu dobrobiti Zivotinja i biosigurnosti na farmama (Hristov i Reli¢, 2009).

Za podizanje staja za goveda i svinja najpovoljnija su suva i lako pro-
pusna zemljiSta, s tim da se podzemna voda u njima nalazi na dubini od najmanje
2 m. Vlazne i mocCvarne terene treba izbegavati za lokaciju staja, a ako je to ne-
moguce ove terene treba najpre drenirati, odnosno potpuno osusiti, a eventualno
i nasuti. Kotline, blizinu reka i Suma treba takode izbegavati. ZemljiSte za lokaciju
staja treba da bude krupnozrnasto, ali ni u kom slucaju Cisti pesak ili Sljunak (Hris-
tov, 2002; Hristov i Reli¢, 2009).
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Tabela 1. Indikatori i parametri uslova gajenja /
Table 1. Indicators and parameters of rearing conditions

Indikatori / Indicators

Parametri / Parameters

Mesto za podizanje staja/
Place for facility construction

* Zemljiste / Soil

* Podzemna voda / Ground water

* Moguénost dobijanja hrane / Possibility for securing forage

* Lokacija i raspored staja za Zivotinje, deponija stajnjaka, oso¢nih
jama, objekata za hranu i drugih neophodnih objekata /
Location and layout facilities, manure storage, drain pit, forage facilities
ete.

* Nagib terena / Court slope

* IzloZenost suncu i hladnim vetrovima / Sun and cold wind exposure

* Higijenski ispravna voda / Clean water

* Postavljanje ¢eonog bo¢nog zida / Front side facility orientation

Prostorni i smestajni
uslovi /

Space and accommodation
conditions

* Zapremina staje / Stable volume

* Povrsina staje / Stable surface

* Tip lezista / Floor type

* Povrsina lezista / Floor space

* Kvalitet poda lezista / Floor quality

« Zidovi staja / Stable walls

» Oprema za ishranu i napajanje / Feeding and watering equipment
» Oprema za izdubravanje / Manure removal equipment

* Nagib leZista / Floor slope

* Prostirka / Bedding quality

Mikroklimatski uslovi /
Microclimatic conditions

 Temperatura / Temperature

* Relativna vlaznost / Relative humidity

* Brzina strujanja vazduha / Air velocity

» Gasovi neprijatnog mirisa / Noxious gases
* Prasina / Dust

 Mikroorganizmi / Microorganisms

* Buka i vibracije / Noise and vibrations

Higijenski uslovi /
Sanitary conditions

* Mehanicko ¢iscenje / Mechanical cleaning

* Sanitarno pranje / Sanitary washing

 Dezinfekcija, dezinsekcija, deratizacija /
Disinfection, disinsection, deratisation

* Ventilacija / Ventilation

* Kanalizacija / Sewage

Mesto za podizanje objekata treba da je nesto uzdignuto od okoline,
uz blag nagib terena od 4%. Time se smanjuje mogucnost plavljenja i direktnog
vlaZenja staja. Zidovi podignutih staja na poviSenom terenu su suvlji, a funkcioni-
sanje kanalizacije znatno olak$ano. Pri izboru terena za lokaciju staja treba voditi
racuna da objekti imaju $to duzu insolaciju i da ne budu suviSe izloZeni delovanju
hladnih vetrova. Od vaZnosti je, takode, da u blizini objekata postoji higijenski is-
pravna voda u dovoljnoj koli€ini za potrebe napajanja zivotinja, kao i za proiz-
vodne i sanitarne potrebe. Za stvaranje povoljnih mikroklimatskih uslova u sta-
jama od velikog znacaja je pravac postavljanja frontalne duze osovine staje. Staja
treba da bude pravilno postavijena u smislu da se §to manje nekontrolisano
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rashladuje, odnosno njeni duZi zidovi treba da budu $to manje izlozeni stalnim
vetrovima. Pored toga, ona treba da u dovoljnoj meri omogucuje delovanje di-
rektnih suncevih zraka. Zbog toga, duza osovina staje treba da se postavi
paralelno sa pravcem duvanja vetrova karakteristicnih za dato klimatsko po-
drucje. U nasem klimatskom podruéju najpovoljniji je severoisto¢no-jugozapadni
smer poduzne ose staje. U principu, bo¢ni zid staje moze biti okrenut i prema is-
toku ili jugoistoku. U nasem klimatskom podrucju to su povoljni polozaji, jer staje
u jutarnjim ¢asovima imaju dovoljno sunceve svetlosti, koja obiluje ultravioletnim
zracima, a vazduh nije suviSe zagrejan. Jugozapadni i juzni poloZaji procelja su
manje pogodni zbog suviSnog zagrevanja staja tokom leta. Sasvim zapadni
polozaj je takode manje pogodan. Staje u tom polozaju dobijaju suviSe infracr-
venih zraka na racun ultravioletnih, ¢ija se zastupljenost smanjuje posle podne
usled povecéane koli¢ine prasine u vazduhu. Severni poloZaj je najnepovoljniji, jer
iskljuuje direktnu suncevu svetlost, a izlaze staju hladnim vetrovima i kiSama.
Severni polozaj moguce je primeniti jedino za zivotinje u tovu. Od dominantnih i
hladnih vetrova objekti moraju biti zasti¢eni zelenim pojasom (Hristov, 2002; Hris-
tov i sar., 2006).

Lezista su, praktino, najznacajnije povrsine u staji, odnosno povrsine
na kojima zivotinje provode najviSe vremena. Od njihove veli€ine i nacina
izgradnje zavisi u velikoj meri dobrobit Zivotinja i biosigurnost na farmama, od-
nosno zdravlje i proizvodnja zivotinja u celini. Podaci o veli¢ini i nadinu izgradnje
leziSta mogu se nacdi u delu Hristova (2002;7), a i ocena leziSta u sklopu uslova
smestaja sa osvrtom na dobrobit u radu Hristova i Reli¢eve, (2009). Pod leziSta za
krave mora imati odgovaraju¢i nagib prema kanalu radi oticanja mokrace (1-2%).
Ako je pod hrapaviji nagib mora biti veci, dok glatki podovi dozvoljavaju blazi
nagib. SuviSe strmi nagib poda moze imati za posledicu oboljenja tetiva i neprav-
ilne stavove ekstremiteta, a u krava prolapsus vagine ili materice.

Danas su dobrobit i ponaSanje svinja u razli¢itim boksovima veoma
Cesta pitanja (Fraser i Broom, 1990; Webster, 2005; Vucini¢, 2006; Petrovi¢ i sar.,
2007). Boksovi su prakti¢no najznacajnije povrsine u stajama za svinje. Oni mogu
biti postavljeni na razli¢ite nacine, svrstani u jedan ili viSe redova i izgradeni od
razli¢itog materijala. Pored toga, oni mogu biti razliCite veli¢ine i obezbedivati Ziv-
otinjama razli¢it komfor. Problemi dobrobiti se uoCavaju gotovo u svim boksovima
za svinje u naSoj zemlji, a ti€u se fizi€kog, termalnog i psihickog komfora svinja,
uskracivanja nekih znacajnih bihevioralnih potreba, narocito u domenu socijalnog
i pretrazivackog pona$anja. Pored toga, neodgovarajuc¢e biosigurnosne mere,
narocito po pitanju sanitacije, Cesto doprinose pojavi infektivnih bolesti, najce$ce
kod prasadi. Istrazivanja pokazuju da se u nasoj zemlji Eesto nailazi na vrlo loSe
uslove gajenja ¢&iji su uzroci neodgovarajuca kanalizacija i ventilacija (Stankovic i
Hristov, 2009). Podaci o veli€ini i nacinu izgradnje boksova za razliCite kategorije
svinja mogu se naci u delu Hristova (2002).

Za dobrobit zivotinja od mikroklimatskih faktora najznacajniji su tem-
peratura, vlaznost, brzina strujanja vazduha, suncevo zracenje sa svetlosnim ul-
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travioletnim i toplotnim spektrom i toplotno zracenje, vazdus$ni pritisak, buka i vi-
bracije. Gasovi najznacajniji za dobrobit Zivotinja su kiseonik, ugljen-dioksid,
amonijak, sumpor-vodonik, a od korpuskularnih zagadenja vazduha praSina i
mikroorganizmi. Optimalne vrednosti za pojedine mikroklimatske faktore mogu
se nadi u delu Hristova (2002).

Optimalna temperatura vazduha u stajama za evropske rase goveda
iznosi 8-18°C, za krmace i nerastove 10-18°C, nazimad 18-20°C i novorodenu
prasad 32-22°C u zavisnosti od uzrasta. Optimalna relativna vlaznost vazduha u
stajama za goveda i svinje uz malobrojne izuzetke iznosi od 65 do 70%. Najpovolj-
nija brzina strujanja vazduha u zoni ovih vrsta Zivotinja iznosi od 0,3-0,5 m/s. Rela-
tivna vlaznost vazduha od 40 do 90% uz optimalnu temperaturu sredine ne uti¢e
znacajno na fizioloSke reakcije i proizvodnju. Medutim, ako temperatura prede
optimalne vrednosti, uticaj ve¢ih vrednosti relativne vlage izrazitiji je od nizih vred-
nosti. Ako temperatura vazduha padne ispod optimalnih vrednosti, mora se nas-
tojati da u stajskom vazduhu bude $to niza relativha vlaga, jer vlazan vazduh
povecava odavanije toplote (Hristov, 2002; Hristov i sar., 2006).

Kondicioniranje mikroklime u zatvorenim stajama obavlja se dobrom
termoizolacijom povrSina, grejanjem, ventilacijom i prikladnom populacijom Zivot-
inja. Detaljan opis toplotnog balansa staja u zimskom i letnjem periodu iznet je u
delu Hristova (2002).

Najmanija jacina osvetljenja u stajama u zavisnosti od vrste i kategorije
zivotinja kre¢e se od 10 do 130 luksa. Na leziStu za odbijenu telad i junad
najmanja jaCina osvetljenja iznosi 10 luksa, a u porodilistu pri teljenju 130 luksa.
Obicno se u stajama za goveda preporucuju vrednosti od 30 do 50 luksa, osim u
izmuziStu, gde se zahteva jacina osvetljenja od 100 luksa. U objektima za svinje
najmanja ja€ina osvetljenja treba da iznosi 25 luksa na leziStu za krmace i neras-
tove i 70 luksa u prasili§tu. Za ostale kategorije najmanja jacina osvetljenja kre¢e
se od 20 do 50 luksa. Pored prirodne treba obezbediti i odgovarajuée vestacko
osvetljenje (Hristov, 2002).

Radi o€uvanja optimalnih mikroklimatskih uslova, naroc€ito po pitanju
uklanjanja Cestica praSine i gasova neprijatnog mirisa, veliki zna€aj ima obez-
bedenje odgovarajuce ventilacije u stajama. Od higijenskih uslova znacajnih za
dobrobit Zivotinja i biosigurnost na farmama veliki zna¢aj ima redovno odrzavanije
higijene stajskih povrsina i tela svih kategorija goveda i svinja.

Principi i kriterijumi za procenu dobrobiti Zivotinja izneti su u radovima
Bartusseka i sar. (2000), Blockhiusa (2008), Webstera (2005) i Vucini¢eve (2006).
Dobrobit farmskih zivotinja se uglavnom procenjuje na osnovu: 1. klini¢kog pre-
gleda i utvrdivanja zdravstvenog statusa zivotinja (fizioloSka, funkcionalna dobro-
bit), 2. ispitivanja ispoljenosti fizioloskih oblika ponasanja i moguénosti zadovolje-
nja urodenih zivotnih potreba (bihevioralna dobrobit), 3. ispitivanja prisustva pozi-
tivnih emocija i odsustva negativnih emocija kod Zivotinja (emocionalna dobrobit)
i 4. ispitivanja pogodnosti uslova zivota - koji treba da odgovaraju vrsti, rasi, polu,
starosnoj kategoriji i drugim osobinama farmskih Zivotinja.
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Najcesc¢i propusti u obezbedenju dobrobiti goveda i svinja na nasim
farmama ogledaju se u nepostojanju pisanog plana obezbedenja dobrobiti i
zdravstvenog stanja, zatim u neadekvatnim prostornim, mikroklimatskim i higijen-
skim uslovima gajenja, koji dovode do pojave tehnopatija i etopatija i smanjenja
proizvodnih rezultata (Hristov i Stankovi¢, 2009).

Na osnovu utvrdenih rezultata u nasim istrazivanjima moze se konsta-
tovati da postojeci nivo biosigurnosti uglavhom zadovoljava, ali postoje kriti¢na
mesta u tehnoloSkom procesu proizvodnje koja mogu omoguciti prodor infektiv-
nih agenasa i ugrozavanja proizvodnje. Fragmenti koncepcije biosigurnosti gen-
eralno postoje, ali se uo€ava i nedostatak jasnih pisanih uputstava koja moraju
postati uobiCajena praksa u svakodnevnom radu i nacin reSavanja problema u
ostvarivanju zadovoljavajuéeg nivoa biosigurnosti (Stankovi¢ i Hristov, 2009).

Naucne strategije u oblasti stoCarstva i veterinarske medicine u bu-
duénosti ¢e biti fokusirane na definisanje indikatora dobrobiti i biosigurnosti zivoti-
nja, koji ¢e biti primenjivani u cilju procene prihvatljivosti pojedinih tehnolo$kih
procesa proizvodnije. Ovi indikatori treba da omoguce sagledavanje uslova ga-
jenja koji ¢ée omoguciti svrsishodnu primenu biosigurnosnih mera, odgovarajuci
komfor i iskljuciti pojavu stanja koja su suprotna dobrobiti, kao Sto su distres, bol,
anksioznost, frustracije, konflikti, averzije i patnje zZivotinja. Stres uzrokovan soci-
jalnim i sredinskim stresorima i njihovim interakcijama trebalo bi nau¢nim is-
traZivanjima preciznije da se definiSe, da bi se limitirali njihovi negativni uticaji na
proizvodnu efikasnost i dobrobit Zivotinja (Webster, 2005).

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu sagledavanja uslova smestaja i drzanja u cilju formulisanja
standarda dobrobiti i biosigurnosti goveda i svinja moze se zakljuciti sledece:

- na farmama goveda i svinja znacajni indikatori dobrobiti i biosigur-
nosti su mesto lokacije staja, prostorni i smestajni uslovi, mikroklimatski uslovi i
higijenski uslovi u stajama;

— lezista i boksovi su, prakti¢no, najznac¢ajnije povrsine u stajama, od
¢ije veliCine i nacina izgradnje zavisi u velikoj meri dobrobit, zdravlje i proizvodnja
zivotinja;

— mikroklimatski uslovi u stajama (temperatura, vlaznost, brzina stru-
janja vazduha, vazdus$ni pritisak, sunCevo zracenje, kiseonik, ugljen-dioksid,
amonijak, sumpor-vodonik, prasina i mikroorganizmi, buka i vibracije) su veoma
znacajni parametri za dobrobit Zivotinja i biosigurnost na farmama;

— naucne strategije u oblasti stoCarstva i veterinarske medicine u
buduénosti ¢e biti fokusirane na definisanje indikatora dobrobiti i biosigurnosti
zivotinja, koji ¢e biti primenjivani u cilju procene prihvatljivosti pojedinih teh-
noloskih procesa proizvodnije.
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ENGLISH

WELFARE AND BIOSECURITY STANDARDS FOR DAIRY COW AND PIG FARMS -
CATTLE AND SWINE REARING CONDITIONS

S. Hristov, B. Stankovi¢, T. Petrujki¢

In this paper the essential elements concerning cattle and swine rearing and
growing conditions were given in order to establish welfare and biosecurity standards.
These elements were formed according to detailed annual investigations on 11 cattle and 5
swine farms and include relevant spatial, microclimate and hygienic conditions. In order to
establish welfare standards, certain spatial conditions have higher importance, such as
correct construction and maintenance of beds, pens and yards, and type and quality of ma-
terials used to build beds and walls. It is necessary to enable movement of animals in sta-
bles and yards as basic physiological and ethologic needs, according to latest scientific
data. Also, optimal temperature, relative humidity and air velocity insuring have to be con-
sidered, as well as quality ventilation in order to establish and preserve optimal microcli-
mate conditions. Also, it must be pointed out that hygiene maintenance of stable surfaces
and animal bodies on a regular bases is essential.

Basic principles and criteria for welfare level assessment are given in this pa-
per. According to results obtained in previous investigations, special attention is given to
possibilities to correct rearing and growing conditions in cattle and swine farms in our
country.

Key words: cattle, swine, rearing conditions, welfare, biosecurity

PYCCKUA

CTAHAAPTbI BJIATOCOCTOSAHNA U BUOBE3OMNMACHOCTU HA ®EPMAX
KPYMHOIO POFATOIO CKOTA 1 CBUHEW - YCNIOBUA PASMELLEHUSA U
COAEPXXAHUSA KPYNMHOIO POrATOINO CKOTA U CBUHEM

C. Xpuctos, B. CtaHkoBuu, T. MNeTpynkuny

B paboTe getanbHO paccmMaTpyBalOTCA OCHOBHbIE 3M1EMEHTbI YCMOBUIA pas-
MELLEHUSI N COAEPXKAHWUSI KPYMHOro poraTtoro CKOTa M CBUHEN C Lenbio (hOpMyIMPOBKM
cTaHAapToOB 651aroCOCTOSAHNA U 6M06E30MACHOCTU. DTN 3NEeMeEHTbI, OXBaTbiBalOLWMe pe-
NeBaHTHbIE MPOCTOPHbIE, MUKPONIMMATUYECKME U TUTMEHNYECKNE YCIIOBUSA pas3BefeHuUst
pasnnYHbIX KaTeropui KpyrnHOro poraToro CKoTa v CBUHEN, onpeAesnieHbl Ha OCHOBE Ae-
TarnbHbIX OQHOMETHNX NCcCneaoBanHnin Ha 11 chepm KpyrnHOro poraTtoro ckota v naTe hepm
CBUHeN B Hawem cTpaHe. OT NPOCTOPHBIX YCNOBUIA Ansi POPMYIMPOBKU CTaHA4apTOB 61a-
rococTOsHUA 1 6nobesonacHOCTU B paboTe 0CO6EHHO NOAYEPKMBAETCS 3HAYEHUE KOp-
PEKTHOrO CTPOMTENBCTBA U PErYNSIPHOrO COAEPXKAaHUS TUTMeHbl NeX6uLL, 6OKCOB U Bbina-
coB. B chopmynupoBke ctaHgapToB 61arococTtosHUA 1 61Mo6e30nacHOCTN OCO6EHHOoe
BHUMaHWe MOCBSILLAeTCsl CBOMNCTBaMM MaTepuarnos, Nosb3yemble Afs CTPOUTENbCTBa
CTEH 1 nexouLy xneBoB, 06eCneyeHN0 NMOBEPXHOCTEN AN NEXaHNUA U BO3MOXHOCTAM
OBVDKEHMS B XJ1eBax M Bbinacax, yaoBneTsopsiowme usnonorm4eckne n 3Tmonornyec-
KMNe Hy>Zbl B COOTBETCTBMU C CaMbIMW HOBbIMU Hay4HbIMU NMO3HaHUAMU. OT MUKPOKIN-
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mMaTu4eckmx hakTopoB paccMaTpuBaeTCsl 3HadeHne obecneyeHuss oTBevalowen Tem-
neparypbl, PENSTUBHON Ba>KHOCTW M CKOPOCTU CTPyeHus Bo3ayxa. B paboTe, Hapsigy ¢
I'IpI/IBe,EI,éHHbIM, BblaensaeTca 3Ha4eHne obecnedveHus OTBe‘-IaIOLL[eVI BEeHTUNALUN B XeBax
pagv coxpaHeHns onTUMasbHbIX MUKPOKITMMaTNYeCKnX (yonpaHvue 4YacTtul nbinv n ra3os
HenpuaTHOro 3anaxa). OT rMrmeHnYecKnx yCrnoBun AenaeTca yaapeHe perynsipHoe co-
JEp>XXaHne rUrneHbl XJ1IEBHbIX NMOBEPXHOCTEN M TEN BCEX KATEropui KpyrnHOro poratoro
CKOTa 1 CBUHEWN.

B paboTe BHeceHbl OCHOBHbIE MPUHLMMbLI U KPUTEPUM 4NS OLEHKU YPOBUS
6rarococTosHna 1 6uobesonacHocTn. Ha ocHoBe yTBEPXXAEHHBLIX pesynbTaToB B O4HO-
NeTHeM nccreaoBaHnM OTAeNbHO paccMaTpUBalOTCS BO3MOXHOCTU KOPPEKLMK YCITOBUIA
pasmeLLeHns U cofepXKaHus Ha hepmax KpyrnHOro poraTtoro CKoTa B Hallen cTpaHe.

Krnto4eBble cnoBa: KpymnHbIN poraTbii CKOT, CBUHbW, YCITOBMSA pa3BeAeHNns,
6narococTtosiHne, 6Mob6e30nacHOCTb
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MOZDANI NATRIJUMURETICNI PEPTID: DIJAGNOSTICKI
POTENCIJAL KOD PASA*
BRAIN NATRIURETIC PEPTIDE: DIGANOSTIC POTENTIAL IN DOGS

Ljubica Spasojevi¢ Kosi¢"™*

Endokrina uloga srca ogleda se u lu¢enju noradrenalina i natrijum-
uretiCnih peptida. Lucenje natrijumureti¢nih peptida predstavlja koris-
tan mehanizam za razli¢ita stanja sr¢ane disfunkcije. MoZdani natriju-
mureticni peptid (BNP) je u humanoj kardiologiji prihvac¢en kao bio-
marker sréane insuficijencije i koronarne arterijske bolesti. Specific-
nost strukture BNP-a vezana je za vrstu, pa se za ispitivanje dijag-
nosti¢kog i prognosti¢kog potencijala kod pasa zahteva postojanje
testa koji je homologan za ovu Zivotinjsku vrstu. Postojanje adekvatne
metode merenja koncentracije BNP-a omogucava njegovu primenu
kao skrining testa u svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Kljucne reci: sr¢ana oboljenja, sréana insuficijencija, dijagnostika,
BNR pas

Srce kao sekretorni organ / Engleski

Srce ne posmatramo samo kao pumpu, ve¢ ovaj organ pored kon-
traktilne uloge poseduje i endokrinu ulogu. U srcu se obavlja sinteza i oslobada-
nje noradrenalina (Baunwald i sar., 1964). Osim toga, hormonalna aktivnost srca
ostvaruje se i preko natrijumuretic¢nih peptida. Ispitivanja sprovedena pedesetih
godina proslog veka su pokazala da pretkomore srca sisara sadrze granule koje
morfoloski podsecaju na sekretorne granule u endokrinim celijama (Kirsh, 1956).
Razumevanije njihovog funkcionisanja pocelo je sa dokazivanjem njihovih natriju-
muretiCnih, diureticnih i vazodilatatornih efekata (deBold i sar., 1981), a potom je
usledila i njihova izolacija (Kanagawa i Matsuo, 1984; Sudoh i sar., 1988; Sudoh i
sar., 1990). Otkri¢e natrijumureticnih peptida je obelezZilo poslednju deceniju
dvadesetog veka i izazvalo najveéi pomak u kardiologiji od uvodenja ehokardio-
grafije kao dijagnosticke metode.

* Rad primljen za $tampu 10. 07. 2009. godine

** Dr sci. med. vet. Ljubica Spasojevi¢ Kosi¢, asistent, Departman za veterinarsku medicinu,
Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu
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Porodicu natrijumureti¢nih peptida sacinjavaju tri posebna peptida:
natrijumureticni peptid tip A (ANP), natrijumureti¢ni peptid tip B (BNP) i natriju-
mureti¢ni peptid tip C (CNP). ANP je peptid koji se sastoji od 28 aminokiselina, a
njegova sekrecija se odvija na nivou pretkomora. Natrijumureti¢ni peptid tip A de-
luje kao sr€ani hormon sa raznovrsnim fizioloSkim dejstvima uklju€ujuéi natriju-
murezu, diurezu, vazorelaksaciju i inhibiciju sekrecije renina i aldosterona (Nakao
i sar., 1992). BNP je peptid sacinjen od 32 aminokiseline, koji pokazuje strukturnu i
bioloSku slicnost sa ANP. Sinteza i sekrecija ovog sréanog hormona se odvijaju na
nivou pretkomora i komora (Mukoyama i sar., 1991; Ogawa i sar., 1991). CNP je
peptid koji se sastoji od 22 aminokiseline i pokazuje strukturnu sliCnost sa
sréanim hormonima ANP i BNP (Komatsu i sar. 1991). Natrijumureti¢ni peptid tip C
je Siroko rasprostranjen na nivou vaskularnog endotela (Espiner, 1994) i ima
znacajnu ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa (Clavell i sar., 1993).

BMP (Humanpy HP LGSPGSASDLETSGELOECQRDOHL 08
ENP(Cantney H P LG GRSPALGGASEALS - ELLGRLED
ENP(Porctney HF LG GAGLASELPGI G- ELLDRLRD
ENP(Mouwsey H P LEGPS OSPEGFLMO. - KLLELIRE

ENP(Raty HP LGSPS OSPEQSTMO.- - KLLELIRE
HLSET-Q\'EQTSLEPLQESPHPTG\' KEREY A TE

H'I'SEL-E.'.EHTDLEPLHQDHGLTE.‘. ELMREMAML P
ESEEMAGR- oLl LEDQGLTKEHLEKRY f-

L
.'.'n'SEL-Q.'.EQI..'.LEF'LHFESHSF'.'.E.'.F'E.'.-GGTPH
L
L
KESEEMALOGR.- oL SKDOQGPTHKELLKRY L R-

ST RGEHREMYLYTLRAPREF ANV OGS GCFGREMD AT
EVLAPHDSYLOGALRRLRAISPEMMHESGCFGRALDR I
G L E§H55| FavL ﬁ5|ﬁs PKTMRO SGCFBRAL DRI
nE
R
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B, Steinhelper, Chrodotion Reseorely 72, MO 5, 904 (7 005)

Slika 1. Aminokiselinski niz prohormona BNP razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Zasen&ene oblasti
predstavljaju regije homologije /

Figure 1. Amino acid sequence of BNP prohormones of different animal species. Framed regions present homo-
logue regions
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Karakteristika peptida porodice natrijumureti¢nih peptida je da se sin-
tetiSu u obliku preprohormonskih formi. Od preprohormonskog oblika ovih pep-
tida u endoplazmatskom retikulumu dolazi do odvajanja malog peptida, a potom
se kao prohormoni deponuju u citoplazmatskim granulama. Posle oslobadanja
proforme se cepaju kako bi se proizvele aktivne forme (C — terminalne aminokise-
line (aa)) i N — terminalni peptidni fragmenti.

Nivoi peptida u cirkulaciji reguliSu se preko vezivanja za receptore i
neutralne endopeptidaze. Postoje tri transmembranska receptora za natriujum-
uretiCne peptide (NPR-A, NPR-B, NPR-C). Natrijumureti¢ni peptidi se najviSe ve-
zuju za receptor A, buduéi da on vezuje i ANP i BNP, dok se za receptor B vezuje
CNP Vezivanje za receptore A i B dovodi do stvaranja intracelularnog cGMP, ¢ime
se ostvaruju kardiovaskularni i renalni efekti peptida. Ovi receptori se u znacaj-
nom iznosu nalaze u endotelnim ¢éelijama bubrega i srca, kao i vaskularnim glat-
komisi¢nim celijama. Suprotno receptorima A i B, NPR-C deluje kao receptor kli-
rensa. Vezivanjem za ovaj receptor stvara se NPR-C ligand kompleks, koji pod-
leze endocitozi i degradaciji. Drugi put eliminacije natrijumureti¢nih peptida obav-
lja se preko neutralnih peptidaza koji se nalaze u renalnim tubulima i vaskularnom
endotelu (Koller, Goeddel, 1992).

Aminokiselinski niz i od ANP i od CNP je u visokom stepenu ouvan
medu vrstama, dok struktura BNP u mnogome varira. Zbog nepostojanja homolo-
gije izmedu vrsta za natriureti¢ni peptid B, istrazivaci su se fokusirali na kloniranje
za vrstu specifi¢nih gena i definisanje nukleotidne i aminokiselinske strukture pep-
tida. Komplementarna DNK sekvenca pse¢eg BNP je determinisana (Asano i sar.,
1999a). Prijavljeno je postojanje visokog stepena homologije BNP za pse, krave,
svinje i ovce (Aitken i sar. 1999).

Natrijumuretic¢ni peptid B (BNP) / Sodiumuretic peptide B (BNP)

Mada je natrijumureti¢ni peptid tip B (BNP, brain natriuretic peptide)
inicijalno izolovan iz mozga (Sudoh i sar., 1988), on se u ve¢oj meri oslobada na
nivou sréanih komora (Turk, 2000) kao odgovor na stimuluse sliéne onima kod
ANP (povecanje pritiska i istezanje komora). Tenzija, naprezanje zida komore
(stres zida sréane Supljine) je faktor koji najvise odreduje sintezu i sekreciju BNP
(Magga i sar., 1998). | mehanicko istezanje i poveéanje pritiska indukuju ekspre-
siju gena BNP i povecanje njegove sekrecije (Magga i sar., 1994; Liang i sar.,
1997). Indukcija proizvodnje BNP odvija se direktno mehanic¢kim rastezanjem
(zida komora) i/ili preko neurohumoralne stimulacije (posredstvom reninangio-
tenzinaldosteron i endotelina 1) (Liang i sar., 1997; Liang i Gardner, 1998).

Regulacija sinteze BNP u pretkomorama i komorama je razli¢ita (Bian-
ciotti i de Bold, 2001). Sekrecija BNP iz ¢elija komora odvija se brzo posle sinteze,
dok se u pretkomorama BNP deponuje u granulama i oslobada kontrolisanim me-
hanizmima (regulatornim putevima) (Nakagawa i sar., 1995). Endotelin 1 (ET-1)
prouzrokuje ventrikularnu, ali ne i atrijalnu sintezu BNP kod hipertenzivnih pacova
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(Bianciotti i de Bold, 2000). Kod zdravih pasa sré¢ani BNP, iRNK i BNP tkiva srca je
atrijalnog porekla. U ranoj disfunkciji leve komore, BNP, iRNK i tkivni BNP su
znacajno povecani u levoj pretkomori zajedno sa povec¢anjem cirkuliraju¢eg BNP,
ali ostaje ispod granica ili pri granici detekcije u levoj komori. Kod manifestne CHF,
BNP i iRNK se dalje povecava u levoj pretkomori i u levoj komori zajedno sa
povecanjem tkivnog BNP leve komore i daljeg povecanja cirkulirajuéeg BNP
(Luchner i sar., 1998). Aktivacija transkripcije BNP je jedna od najranijih i naj-
pouzdanijih markera hipertrofije ventrikularnih kardiomiocita (Liang i sar., 2001).
Ventrikularna sekrecija BNP se takode poveéava sa poveéanjem ozbiljnosti dis-
funkcije leve komore (Yasue i sar., 1994).

Ekspresija BNP i iRNK pasa je otkrivena ne samo u pretkomorama veé
i u komorama zahvaéenim infarktom. Sinteza pse¢eg BNP se povecava zajedno
sa ishemic¢nim oSte¢enjem miokarda, pa BNP kod pasa moze da se koristi kao in-
dikator ozbiljnosti oSte¢enja miokarda komora (Asano i sar., 1999b).

BNP je prisutan i proizvodi se u kulturi psecih fibroblasta srca, gde
smanjuje sintezu kolagena i pove¢ava metalproteinaze matriksa preko cGMP-
protein kinaze G. Mada je tesko utvrditi bioloske i klinicke implikacije ovakvih in vi-
tro nalaza, ovi rezultati obezbeduju uvid u antifibroti¢na svojstva sréanog hor-
mona BNP i njegovog signalnog sistema, koja mogu da budu znac¢ajna u progre-
siji sr€ane insuficijencije. Ovakvi in vitro nalazi govore u prilog ulozi BNP u regula-
ciji strukture miokarda preko kontrole funkcije sréanih fibroblasta (Tsuruda i sar.,
2002).

Primarni direktni bioloSki efekat BNP je proizvodnja natrijumureze u
proksimalnim i distalnim renalnim tubulima (Nakao i sar., 1992). Koncentracija na-
trijuma u plazmi je usko povezana sa volumenom plazme. Angiotenzin Il (All)
stimuliSe sekreciju aldosterona, koji potom stimuliSe reabsorpciju natrijuma u bu-
brezima, $to je praéeno poveéanjem volumena plazme. Ovo povecéanje prouz-
rokuje distenziju sréanih miSi¢a i oslobadanje ANP i BNP. Hormoni ANP i BNP
stimuliSu natrijumurezu, a time i redukciju volumena plazme. Na taj nacin su natri-
jum plazme i volumen plazme pod dvostrukom hormonalnom kontrolom (Velle,
2002).

BNP inhibira sekreciju ET-1 i renina, ¢ime prouzrokuje sekundarno
smanjenje All i koncentracije aldosterona (Woods i Jones, 1999). Posledi¢no, on
proizvodi sekundarne bioloSke efekte koji obuhvataju vazodilataciju i natriju-
murezu (Nishidai sar., 1990). Natrijumureti¢ni peptidi takode poseduju antiprolife-
rativna svojstva u mezangijalnim ¢elijama bubrega, astrocitima, endotelijalnim
¢elijama, sréanim fibroblastima, vaskularnim glatkomisiénim éelijama i kardiomio-
citima (Calderone i sar., 1998). BNP inhibira sintezu kolagena, verovatno preko in-
hibicije ET-1 (Ogawa i sar., 2001).

PoviSena koncentracija BNP i proBNP u krvi ne znaci nuzno i sréanu
insuficijenciju, ve¢ moze proizilaziti iz sr€ane ishemije. Ishemija miokarda prouz-
rokuje povecanje koncentracije BNP i proBNP. Efekat akutne hipoksije miokarda
moze da se registruje merenjem proBNP koncentracije u plazmi. BNP je mo¢an
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vazodilatator na nivou koronarnih krvnih sudova. Hipoksijom indukovano poveca-
nje u ekspresiji BNP gena ima teleolo$ki smisao, ako BNP funkcioniSe kao para-
krini mehanizam da poveca lokalno snabdevanije krvlju hipoksi¢ne oblasti. Na taj
nacin, Cak i skromno povecanje ekspresije gena za BNP moZe da ima znacajnu
lokalnu funkciju. Ovo moze delimiéno da objasni zasto koncentracija pro BNP u
plazmi predstavlja prognostiCki faktor za sréanu smrt, ¢ak i kod pacijenata bez
sréane disfunkcije (Goetze i sar., 2003; 2004).

Srcani biomarkeri / Cardiac biomarkers

BioloSki marker ili biomarker je karakteristika koja se objektivno meri i
procenjuje kao indikator normalnih bioloSkih procesa, patogenih procesa ili far-
makoloskog odgovora na terapeutsku intervenciju. Kao sréani biomarkeri su se
pokazale supstance koje su uklju¢ene u sistemski neurohumoralni odgovor na
sréanu insuficijenciju (natriuretiCni peptidi, angiotenzin Il i endotelin) ili supstance
koje se oslobadaju iz tkiva miokarda kao odgovor na oSteéenje (kreatin kinaza
izoenzimi i troponini). U humanoj medicini doslo je do prave revolucije u upotrebi
biomarkera za dijagnostiku sréanih oboljenja i sréane insuficijencije.

Na polju veterinarske medicine nalazimo se na pocetku ispitivanja
sréanih biomarkera. Mada ljudi predstavljaju pogodan i dobro izu¢avan model za
naSe pacijente, postoji fundamentalna razlika izmedu vrsta: razlike izmedu bolesti
koje ih zahvataju, a koje su karakteristicne za pse kao vrstu, razlika u strukturi
odredenih molekularnih markera, moguce razlike u prirodi i redosledu aktivnosti
neurohumoralnog odgovora (Boswood, 2004).

Koristan biomarker, koji bi se upotrebljavao u ispitivanju Zivotinja sa
oboljenjem srca, treba da nas snabde informacijama koje mogu da se koriste da
pobolj$aju nase razumevanje bolesnog procesa ili da pomogne tretman individu-
alnih pacijenata. Biomarker moze da se koristi da pomogne u dijagnostici bolesti,
odredivanju stadijuma bolesti, identifikaciji subpopulacije koja zahteva specificnu
intervenciju, prepoznavanju odgovora na odredenu terapiju ili da pomogne u
prognozi (Boswood, 2004).

Sré¢ano oboljenje moze da bude asimptomatsko tokom razli¢itog vre-
mena. Vazeca sredstva u dijagnostici kardiovaskularnih oboljenja obuhvataju ra-
diografiju, koja je neegzaktna i subjektivna pri interpretaciji, i ehokardiografiju,
koja zahteva sofisticiranu opremu i interpretaciju od strane specijaliste. Razvoj
pouzdanog, jednostavnog, jeftinog skrining testa za dijagnostiku sréanih obol-
jenja kod pasa i mac¢aka, mogao bi da potvrdi potrebu sprovodenja daljeg ispiti-
vanja (npr. ehokardiografije) (Sisson, 2000, 2001; Archer, 2003).

Mesto BNP u klini¢koj praksi / Place of BNP in clinical practice

Ispitivanja na ljudima su dokazala dijagnostiCki i prognosticki znacaj
natrijumureticnog peptida tipa B (BNP i NT-proBNP) kod sr€ane insuficijencije,
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asimptomatske disfunkcije leve komore, dijastolne disfunkcije srca, kao i pore-
mecaja funkcija desne komore. Natrijumureti¢ni peptid tip B (BNP) je prihva¢en u
humanoj medicini kao biomarker sr€ane insuficijencije i ishemije/hipoksije mio-
karda (Matunovi¢ i sar., 2005). Sa druge strane, ispitivanja obavljena u veterinar-
skoj medicini su mnogo manjeg obima i po broju ispitivanja i po broju Zivotinja na
kojima su ispitivanja sprovedena.

Dijagnosticki znacaj BNP kod pasa | Diagnostic significance of BNP in dogs

Klini¢ka ispitivanja kod King Carls $panijela, rase sa predispozicijom
za mitralnu regurgitaciju, pokazala su postojanje povec¢anja koncentracije BNP-a
samo kod pasa sa dekompenzovanom sréanom insuficijencijom, sa dvostruko
viSom koncentracijom ovog peptida u odnosu na zdrave pse. Primarni faktor, koji
je uticao na koncentraciju sva tri ispitivana peptida (ANP, NT-proANP i BNP) bila je
veliina leve pretkomore i komore. Medutim, NT-proANP i ANP predstavljaju pouz-
danije parametre od BNP za kardiomegaliju ili sréanu insuficijenciju izazvanu mi-
tralnom regurgitacijom (Haggstrom i sar., 2000).

Nasuprot ovome, ispitivanja sprovedena na psima razliCitih rasa sa
mitralnom regurgitacijom zbog mitralne endokardioze (MacDonald i sar., 2003) su
utvrdila postojanje visoke koncentracije BNP u plazmi kod pasa sa umerenim do
ozbiljnim miksomatoznim oboljenjem mitralne valvule (MVD) u odsustvu konges-
tivne sréane insuficijencije (CHF). Koncentracija BNP u plazmi se dalje poveca-
vala sa kongestivhom sréanom insuficijencijom. Postojalo je minimalno prekla-
panje u koncentraciji BNP u plazmi kod normalnih pasa i pacijenata sa umerenim
do ozbiljnim oboljenjem mitralne valvule, ali bez CHF. Vrednost koncentracije
BNP u plazmi od 23 pg/ml obezbeduje najbolju senzitivhost i specifi¢nost u odva-
janju zdravih od obolelih jedinki. Koncentracija BNP u plazmi vecéa od 35 pg/ml je
bila umereno senzitivna i specificna za diferenciranje pasa koji nisu bili u sréanoj
insuficijenciji od pasa sa kongestivhom sréanom insuficijencijom.

Prva studija koja je ispitivala koncentraciju ANP i BNP u plazmi kod
specifitnog asimptomatskog poremecaja srca kod pasa, bilo je ispitivanje kar-
diomiopatije kod miSi¢ne distrofije zlatnih retrivera (GRMD - Golden Retriever
Muscular Dystrophy) (Chetboul i sar., 2004). Kao i kod Duchenne distrofije kod
ljudi, GRMD kardiomiopatija inicijalno se karakteriSe nekrozom miokarda, a po-
tom regeneracijom i zamenom misi¢nog tkiva fibroznim tkivom, mastima i minera-
lima. Ovakve promene mogu da se jave veoma rano, veé od treceg meseca po
rodenju psa (Valantine i sar., 1988; Valantine i sar., 1989). Sekundarna sistolna dis-
funkcija, dilatacija leve komore i kongestivna sréana insuficijencija se razvijaju u
kasnom stadijumu bolesti, tako da postoji relativno duga asimtomatska faza
bolesti od nekoliko meseci do godina (Valantine i sar., 1988).

Vrednosti koncentracije ANP nemaju znacaja u ranoj dijagnostici
GRMD kardiomiopatije, ali je koncentracija BNP u plazmi znacajno povec¢ana u
okultnoj kardiomiopatiji kod GRMD. Povecanje koncentracije BNP u plazmi se
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deSava pre bilo kakvog klinickog simptoma sréanog oboljenja (Chetboul i sar.,
2004) i pre promena ehokardiografskih parametara (Chetboul i sar., 2004). Pret-
postavlja se da ovakvo odstupanje moze da bude u vezi sa suptilnim promenama
u funkciji miokarda koje se ne mogu identifikovati putem konvencionalnih imi-
dzing metoda. Ovakva hipoteza je podrzana nedavnim ispitivanjima kod ljudi (Gi-
glioisar., 2003; Agrettoi sar., 2002) i GRMD pasa (Chetboul i sar., 2001; Chetboul i
sar., 2002), koja prijavljuju da ultrazvucne tkivne karakterizacije i dopler imidzing
miokarda mogu da pokazu abnormalnosti pre pojave promene u morfologiji leve
komore. Senzitivnost i specificnost koncentracije BNP u plazmi za identifikaciju
GRMD pasa nije bila veoma visoka kod svih ispitivanih pasa (senzitivnost od 57% i
specificnost od 93%), sa vrednos$¢u koncentracije BNP u plazmi od 65 pg/ml, koja
odvaja obolele od zdravih pasa. Dijagnosticki potencijal koncentracije BNP u
plazmi zavisi od obima sréanih alteracija (Chetboul i sar., 2004), za koje se zna da
zavise od starosti GRMD pasa (Moise i sar., 1991; Valantine i sar., 1988; Valantine i
sar., 1989).

Merenje koncentracije BNP u krvi moze da posluzi kao skrining za
subklini¢ku (okultnu) dilatacionu kardiomiopatiju (DCM) kod pasa. Koncentracije
BNP koje su vec¢e od 6,21 pg/ml imaju senzitivnost od 92,5% i specifi¢nost od
61,9% u identifikaciji pasa sa okultnom DCM (Oyama i sar., 2007).

Ispitivanja na psima su takode pokazala kliniCki zna¢aj merenja kon-
centracije BNP-a u otkrivanju uzroka dispnoje i odredivanju da li je ona sréanog ili
nesréanog porekla (ProSek i sar., 2007; DeFrancesco i sar., 2007). Kod pasa sa
dispnojom nesréanog porekla koncentracija BNP je bila 12,18 pg/ml (10,91 —
16,17 pg/ml), dok je kod pasa sa dispnojom sréanog porekla koncentracija izno-
sila 34,97 pg/ml (23,51 — 52,02 pg/ml) (ProSek i sar., 2007).

Dosadas$nja ispitivanja koncentracije BNP kod pasa navode razli¢ite
koncentracije kod razli¢itih rasa pasa, ali se razlikovala i metodologija merenja
koncentracije BNP. Ovo ukazuje na potrebu sistematizacije rezultata i utvrdivanja
pozitivne vrednosti za dokazivanje postojanja disfunkcije miokarda ili sréane in-
suficijencije, odnosno utvrdivanje negativne vrednosti koja bi iskljucila postojanje
disfunkcije srca. S obzirom na teznju da se ispitivanje koncentracije BNP koristi
kao skrining na osnovu ¢ega bi se Zivotinje upucivale na dalje dijagnostic¢ke pre-
trage, veliki znacCaj u veterinarskoj kardiologiji bi imalo ispitivanje koje bi obuhva-
tilo veliki broj pasa po rasama.

Odredivanje koncentracije BNP kod pasa u vec¢ini dosadas$njih ispiti-
vanja sprovedena su koriS¢enjem radioimunotesta (RIA). Nacin prikupljanja, pri-
prema i Cuvanje uzoraka do analiza, kao i posebne laboratorije koje se zahtevaju
za izvodenje RIA metoda ne idu u prilog brzoj dijagnostici. Odredivanje koncen-
tracije BNP pomocu enzimoimunosorbentnog testa (ELISA) specificnog za pse
omogucavaju razvoj brzog skrining testa (DeFrancesco i sar., 2007).
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Druge mogucnosti primene BNP u klini¢koj praksi /
Other possibilities for BNP application in clinical practice

Odredivanje koncentracije BNP kod pasa znacajno je za definisanje
rizika za pojavu oboljenja, prognoze bolesti i optimalnog delovanja lekova kod
pasa sa sréanim oboljenjima. Jedino veterinarsko ispitivanje, koje je ispitivalo
BNP kao prognosticki indikator smrti od kardiovaskularnog oboljenja, pokazalo je
da $to je bila veéa koncentracija BNP to je ucestalost pojavljivanja smrti bila visa
kod pasa. Doza-odgovor odnos izmedu koncentracije BNP u plazmi i tendence
uginjavanja jedinki u okviru 4 meseca (kratkotrajno prezivljavanje) je naden: za
svako povecanje koncentracije BNP od 10 pg/ml mortalitet se povec¢ava aproksi-
mativno 44%. Nije postojala veza izmedu koncentracije BNP u plazmi i dugo-
trajnog prezivljavanja od 18 meseci nakon inicijalne dijagnoze (MacDonald i sar.,
2003).

Korisni kompenzatorni efekti natrijumureti¢nih peptida suprotstavljaju
se Stetnim efektima drugih hormona, kao $to su noradrenalin, All, aldosteron, ET-1
i vazopresin. Tokom ranih stadijuma sréane insuficijencije kompenzatorni me-
hanizmi su tako uspesni da oko 50% pacijenata sa disfunkcijom leve komore ne-
ma klini¢ke simptome. Tokom kasnijih stadijuma sréane insuficijencije, kao i u de-
kompenzovanim stanjima (akutna sréana insuficijencija) ravnoteza neurohormo-
nalnih mehanizama se pomera prema poviSenju nivoa medijatora koji dovode do
kongestije i redukovane perfuzije. Koristan tretman kori§¢enjem sistema natriju-
mureti¢nih peptida ostvaruje se inhibicijom neutralne endopeptidaze i egzoge-
nom aplikacijom sintetskih ANP i BNP (Burnett, 2005; Kalra i Coats, 2002). Po-
zitivni efekti, naroCito u pogledu terapije sréane insuficijencije, koronarne arte-
rijske bolesti i hipertenzije, ve¢ su postignuti u klini¢kim ispitivanjima kod ljudi, ali i
na psima koji su u ispitivanjima posluzili kao eksperimentalni model (Lisy i sar.,
2001; Chen i sar., 2006).
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ENGLISH
BRAIN NATRIURETIC PEPTIDE: DIGANOSTIC POTENTIAL IN DOGS
Ljubica Spasojevi¢ Kosi¢

The endocrine role of the heart is evident in the secretion of noradrenaline
and natriuretic peptides. The secretion of natriuretic peptides presents a useful mechanism
for different conditions of cardiac disfunction. Brain natriuretic peptide (BNP) has been ac-
cepted in human cardiology as a biomarker for cardiac insufficiency and coronary arterial
disease. The specificity of the BNP structure is specie-specific, so that the testing of diag-
nostic and prognostic potential in dogs requires the existence of a test that is a homologue
for that animal specie. The existence of an adequate method for measuring BNP concen-
tration makes possible its implementation as a screening test in everyday clinical practice.

Key words: heart diseases, cardiac insufficiency, diagnostics, BNP, dog

PYCCKUU

MO3roBOM HATPUNYPETPUYECKWUW NENTUA: ANArTHOCTUYECKUIN
NMOTEHUMAN Y COBAK

Jlio6uuya CnacoeBuy Kocuy

OHOOKPVHHAA pofb cepAua oTpaxkaeTcs B BblAENeHUN HopagpeHanuHa v
HaTpunypeTpMHeCcKnX NenTnaos. BoigeneHne HaTpuilypeTpuyecknx nenTugos npeacra-
BNISI€T COO0MN MONE3HbIN MEXAHU3M AJ18 Pa3/IMYHbIX COCTOSHWUIN CepAeyHON AnchyHKLMM.
MosroBson HaTpuinypeTpudeckuin nentug (MHIT) B rymaHHOM Kapavonoruy NpuHAT Kak
6roMapkép cepAeyHON HeJOCTaTOYHOCTM M KOPOHAPHOW apTepuarnbHon 6onesHu. Cne-
undndHocTb cTpykTypbl MHI-a cBA3aHa Ans Buaa, Aa ANA UCNbITaHNS AuarHoCTuYe-
CKOrO W MPOrHOCTUHECKOro noTeHuvana y cobak TpebyeT cywecTBOBaHME TecTa, KO-
TOPbI FOMOMOTMYECKUI 4NS 9TOro XMBOTHOro Bruga. CylecTsoBaHne afeKBaTHOro me-
TOoAa U3MepeHna KoHueHTpaumm MHIM-a npeactaBngeT BOSMOXKHOCTb €ro NpUMEHEHUS
KaK CKPVHWHT TecTa B eXXeAHEeBHON KIMHUYECKON MpaKkTuKe.

Kniodesble cnosa: cepgeyHblie 3ab6oeBaHuns, cepaedHas HeJoCTaTOYHOCTb,
AnarHoctuka, MHI1, cobaka
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TROVANJA DOMACIH ZIVOTINJA TESKIM METALIMA®
POISONING OF DOMESTIC ANIMALS WITH HEAVY METALS

R. Velev, Natasa Krleska-Veleva, V. Cupi¢™

*

Termin teski metali odnosi se na metale koji imaju relativno visoku
gustocu i koji su toksini za Zivotinjski i ljudski organizam u niskim kon-
centracijama. Oni su prirodni sastojci zemljine kore, ne mogu biti
razgradeni ili unisteni, a u malim koli¢inama ulaze u Zivotinjski organi-
zam hranom, vodom ili vazduhom. Pojedini teSki metali kao bakar,
gvozZde, hrom i cink u malim koli¢inama su esencijalni za Zivi organi-
zam, ipak kada su prisutni u ve¢im koli¢inama remete normalne Zivotne
procese, odnosno izazivaju trovanje. Za razliku od njih teski metali kao
olovo, kadmijum, Ziva i talijum nisu esencijalni i toksi¢ni su za organi-
zam ve¢ u veoma malim koli¢inama. Trovanje domacih Zivotinja ovim
teskim metalima je rezultat njihovog neplaniranog ulaska u Zivotinjski
organizam, najéesce preko kontaminirane hrane, vode ili vazduha. Oni
imaju tendenciju bioakumulacije u Zivom organizmu, a pojava manifest-
nih znakova njihove toksi¢nosti varira u zavisnosti od prirode hemij-
skog jedinjenja u kojem se nalaze, zatim koli¢ine i viemena izloZenosti,
Zivotinjske vrste, uzrasta, pola, kao i uticaja okoline i svakako nacina
ishrane. Kod pojedinih teskih metala postoje velike razlike u izazivanju
toksi¢nih efekata, kako posle jednokratnog izlaganja Zivotinja njihovim
visokim koncentracijama ili pak izlaganja Zivotinja niskim koncentraci-
Jjama ovih toksikanata u toku duZeg vremenskog perioda (hroni¢no izla-
ganje). Cilj ovog rada je da prikaZe moguce izvore trovanja i toksi¢nost
pojedinih tesSkih metala (olovo, Ziva, kadmijum, talijum), kao i novija
saznanja o toksi¢nim efektima ovih metala na zdravlje domacih Zivoti-
nja.

Kljuéne reci: teski metali, domace Zivotinje, toksi¢nost, olovo,
kadmijum, Ziva, arsen, talijum

Rad primljen za Stampu 19. 10. 2009. godine

** Dr sci. med. vet. Romel Velev, docent, Fakultet za veterinarna medicina, Skopje, R Make-

donija; Natasa Krleska-Veleva, dr vet. med., Replekfarm AD, Skopje, R Makedonija; dr sci.
med. vet. Vitomir Cupi¢, redovni profesor Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beo-
gradu, Srbija
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Uvod / Introduction

Metali su elementi koji u hemijskim reakcijama otpustaju elektrone i
prelaze u pozitivno naelektrisane jone (katjone). Poseduju najvise dva elektrona u
poslednjem energetskom nivou zbog ¢ega su veoma aktivni pri dolasku u organi-
zam, §to je i razlog njihove visoke toksi¢nosti. Metali zauzimaju najveci deo tabele
periodnog sistema elemenata. Generalno metali su oni hemijski elementi u peri-
odnom sistemu izmedu grupe IlA i grupe VIB. Od ostalih toksi¢nih jedinjenja me-
tali se razlikuju u tome $to ih ljudi ne stvaraju i ne mogu ih unistiti, pa zbog toga
imaju tendenciju akumulacije u zemlji, morskoj i svezoj vodi i sedimentu. Termin
teski metali moze imati razli¢ito znacenje, opste ili specifi¢no. Prema jednoj defini-
ciji teSki metali su grupa elemenata u periodnom sistemu hemijskih elemenata
izmedu bakra i olova, koji imaju relativnhu atomsku masu izmedu 63.546 1 200.590 i
specificnu masu najmanje 4 do 5 puta ve¢u od one za vodu. Stroza definicija
ograni¢ava termin na one hemijske elemente sa metalnim svojstvima (na dnu pe-
riodnog sistema iza lantanoida) sa velikom atomskom masom i specificnom ma-
som iznad 8 pri 20°C (Ziva, talijum, olovo). Sa medicinskog stanovista pojedini
teski metali kao bakar, gvozde, kobalt, hrom i cink u malim koli¢inama su neza-
menljivi (biogeni) i veoma potrebni za odvijanje biohemijskih procesa u Zivoti-
njskom organizmu, deluju kao kofaktori u enzimskim sistemima, poboljSavaju
funkciju nervnog sistema ili u€estvuju u reakcijama zakiseljavanja ili redukcije
promenom njihove valence. Oni su poznati i kao esencijalni elementi u tragovima.
Ipak, kada su prisutni u ve¢im koli¢inama mogu delovati Stetno i izazvati pore-
mecaj u funkcionisanju normalnih Zivotnih procesa, odnosno uzrokovati trovanje.
Za razliku od njih teSki metali kao §to su olovo, kadmijum, Ziva i talijum nisu esen-
cialni i toksi¢ni su za organizam ve¢ u veoma malim koli¢inama. Oni se kumuliraju
u organizmu i medusobno su sliéni po toksogenezi (blokiraju SH-grupe i formiraju
metaltionine), po klini¢kim simptomima (zahvataju nervni sistem) koje izazivaju i
po antidotskoj terapiji (koriste se helatogene supstancije). U ovu grupu spadai ar-
sen (iako po hemijskim svojstvima pripada metaloidima, koji nemaju izrazita svoj-
stva metala, te nemaju veliku atomsku masu i gustinu), zato $to poseduje toksik-
oloska svojstva teSkih metala. U teSke metale se ponekad ubrajaju i torijum i ura-
nijum, ali oni se ¢eS¢e nazivaju jednostavno radioaktivnim metalima.

Trovanja teskim metalima kroz istoriju | Heavy metal poisoning through history

Metali najverovatnije spadaju u najstarije otrove koje je Covek upo-
znao. Na jednom od najstarijih medicinskih zapisa zapadne civilizacije Eberso-
vom papirusu (1552. g. p.n.e.) pored velikog broja (preko 700) nabrojanih lekovi-
tih supstancija i pripravaka, navedeni su i podaci o mogu¢em toksicnom de-
lovanju nekih teskih metala. Hipokrat (460-370. g. p.n.e.) je prvi koji je identifiko-
vao zivu, olovo, antimon i arsen kao otrovne, dok je Aristotel (350-250. g. p.n.e.)
opisao veliki broj biljnih, Zivotinjskih i mineralnih otrova. Za otrovnost, odnosno
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toksi¢nost olova, Cija je proizvodnja zapocela jo$ pre 4500 godina u topionicama
srebra znali su stari gr¢ki i arapski lekari. Tako, prvo trovanje olovom, pod nazivom
plumbismus opisao grcki pesnik i lekar Nikander pre viSe od 2000 godina.

U drevnom Rimu soli olova su dodavane u hranu i vino za pobolj$anje
varenja (digestije) i za ublazavanje unutra$njih i bolova za vreme poradanja, a u
javnoj higijeni se olovo koristilo za izradu cevi za vodu. Danas se izmedu ostalog
smatra da je trovanje olovom (nastalo kao rezultat konzumiranja vode kontamini-
rane olovom ili konzumiranje vina iz pehara izradenih od olovnih legura) bio i je-
dan od razloga propasti Rimske imperije, buduci da je dovelo do postepenog
nestajanja ljudi iz viSih vladajuéih krugova. Tako se na primer misli da je naruseno
mentalno zdravlje imperatora Klaudija (54. g. n.e.) i Nerona (68. g. n.e.) bilo posle-
dica nastanka encefalopatije, izazvane hroni¢nim trovanjem olovom. Kao posle-
dica intenzivne primene olovnih boja i olovnih cevi za vodu u javnoj higijeni, ljudi
su ne samo u proslosti, ve¢ i danas (kao i zivotinje) takode izloZzeni ovom teSkom
metalu. IzloZenost dece olovu danas je od posebnog pedijatrijskog znacaja. Do-
bijanje i upotreba Zive isto tako je poznata od davnina, a prvi podatak o otrovnom
dejstvu ovog metala datira iz prvog veka pre n.e. u Plinijevom zapisu o bolesti u
rudnicima zive. lzraz "ludi SeSirdzija" potiCe od izradivaca SeSira iz 19. veka, koji su
hroni¢no bili izloZeni jedinjenjima Zive pri njihovoj izradi. 1z istorije je poznato i
lekovito i otrovno delovanije arsenovih jedinjenja. Jo§ 2000 g. p.n.e. arsenovtriok-
sid koji je dobijan pri topljenju bakra i kalaja, upotrebljavao se kao lek i otrov. Stari
Grci i Rimljani upotrebljavali su arsenovdisulfid i trisulfid, pa i sam naziv arsenik
dolazi od grcke rijeci arsenikon (mo€an, jak). Hipokrat (460-377. pre n.e.) i Galen
(138-201. n.e.) pravili su smeSe od jedinjenja sumpora i arsena i koristili ih za
le€enje koznih Cireva, a prve pisane propise o upotrebi arsena u medicini dao je
Paracelsus (oko 1520 g. n.e.). U to vreme dobijen je i elementarni arsen, pa je ovaj
metal u vidu razli¢itih jedinjenja upotrebljavan, a i danas se upotrebljava u indus-
triji, poljoprivredi, te u humanoj i veterinarskoj medicini. Arsenik, t.j arsenovtri-
oksid, vekovima je bio i zloglasni otrov, a 1786. god. je uveden u medicinu kao
tonik i kao lek za astmu i psorijazu u obliku Fovlerove solucije (1% arsenovtri-
oksid). Arsenova jedinjenja su bili i prvi hemioterapeutici, koji su se Kkoristili protiv
spiroheta i tripanosoma, $to je otkrio 1905. god. Erlih. Nakon toga sintetisano je
oko 12500 lekova koji sadrze kao aktivhu supstanciju arsen (Lisella i sar., 1972).
Danas se jedinjenja arsena skoro viSe i ne koriste u klini¢koj praksi (samo po-
negde za lije€enje tripanosomijaze u humanoj medicini) jer je dokazano da je ar-
sen karcinogen.

Teski metali u prirodi i njihovi izvori kao uzroCnici trovanja domacih Zivotinja |
Heavy metals in nature and their sources of poisoning for domestic animals

TeSki metali su prirodni sastojci zemljine kore i vode i prisutni su u
razliCitim koncentracijama u svim ekosistemima. Teoretski svakih 1000 kg zemlje
sadrzi 200 g hroma, 80 g nikla, 16 g olova, 0,5 g Zive i 0,2 g kadmijuma. U zemlji se
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teSki metali nalaze pretezno u obliku polimetalnih ruda. Danas postoiji velik broj iz-
vora teSkih metala koji mogu biti uzrok trovanja domacih zivotinja. Kao klasi¢an i
najvazniji izvor kontaminacije okoli§a, odnosno potencijalni izvor trovanja teSkim
metalima smatraju se podrucja oko rudnika i topionica olova, cinka, zive i drugih
metala, kao i industrije koja ove metale koristi u svojim tehnolo$kim procesima i u
proizvodniji najrazli¢itijih proizvoda Siroke potrosnje (Petkov i sar., 1979).

Otpadnim vodama i dimom iz takvih preduzeéa zagaduje se zivotna
sredina olovom, kadmijumom, Zivom, arsenom i drugim metalima, t.j. zagaduju se
vazduh, tlo, voda i biljna vegetacija (Koh i Badridge, 1986). lako je, za razliku od
Sesdesetih i sedamdesetih godina proSlog veka, godiSnja emisija kadmijuma,
olova i cinka na prostoru Evrope u opadanju, emisija ovih metala je jo$ uvek ve-
lika. | u Makedoniji je emisija ovih teskih metala u zadnjih 15 godina u drasti¢nom
opadanju, ali se smatra da je to pre svega rezultat procesa tranzicije kroz koju
zemlja prolazi, kao i ostale zemlje u okruZenju. Najveéi zagadival okoliSa teSkim
metalima u Makedoniji je topionica olova i cinka Zletovo iz Velesa (Veli¢kov i sar.,
1976). Najnovija ispitivanja pokazuju da je tlo u okolici Velesa najzagadenije tlo na
Balkanu. Apsorpcijski kapacitet tla za prihvatanje novih koli¢ina teskih metala je
na grani¢nom nivou. U odredenim podrucjima olova ima u 3 puta vecoj koli¢ini od
tolerantnog nivoa, a 10 puta viSe od svetskog proseka. Kadmijumaima 7 puta viSe
od nivoa koji se jo§ uvek toleriSe, a 20 puta viSe od maksimalno dozvoljene
koli¢ine (na nekim mestima i 70 puta viSe) (Velickov i sar., 1990). Kao rezultat
ovakvog stanja u proSlosti su zabelezeni brojni slu€ajevi trovanja kod domacih
zivotinja, Ciji su uzro€nici bili teSki metali. Tako je na primer u toku 1975. godine u
okolici Velesa bilo dijagnostikovano masovno trovanje ovaca i jagnjadi, koje se
kod jedinki manifestovalo anemijom, promenama u muskulaturi i pove¢anim bro-
jem abortusa (Petkov i sar., 1980). Pri ispitivanju travnog pokrivata nadene su
povecane koncentracije olova, kadmijuma i cinka, a u unutrasnjim organima obo-
lele jagnjadi koli¢ina ovih metala je bila iznad dozvoljenih. U 1988. godini za-
belezeno je takode akutno trovanje krava hranjenih svezim repinim rezancima,
koji su bili kontaminirani za vreme transporta u kamionima (kiperima) u kojima se
pre toga prevozila ruda teskih metala (BoSnakovski i sar., 1990). Ispitivanjem
slobodno napasanih u okolini topionice, utvrdene su takode koncentracije ovog
metala iznad dozvoljenih (BoSnakovski i sar., 1991).

Vazan izvor olova, kadmijuma i zive u gradskim sredinama pred-
stavljaju i izduvni gasovi benzinskih motora, odnosno izgaranje fosilnih goriva
(ugljena, nafte i prirodnog gasa) koji zagaduju atmosferu i zivotnu sredinu (Can-
non i Bowles, 1962). Sirovi fosfati u veStac¢kim dubrivima i sto¢noj hrani izvor su
zagadenosti tla i vegetacije kadmijumom, kao i mulj iz kanala gradskih otpadnih
voda (Pahren i sur., 1980).

Veoma vazan izvor zagadivanja zivotne sredine, bez strogo defini-
sanih geohemijskih zona predstavlja i Siroka primena razli€itih pesticida koji u sebi
sadrze teske metale kao na primer neorganska jedinjenja arsena, koja se koriste
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kao insekticidi, herbicidi ili rodenticidi, zivina jedinjenja koja se koriste kao insekti-
cidi, herbicidi ili fungicidi, kadmijum-sukcinat koji se upotrebljava kao fungicid ili
soli talijuma, koje se upotrebljavaju kao rodenticidi. Dospevanjem u zemlju, oni se
raspadaju i oslobadaju metale, koji se u zavisnosti od pokretljivosti u obliku soli
kre¢u po ekoloSkom lancu do zivotinja i ljudi. Danas je upotreba proizvoda za
zastitu biljaka koji sadrze teSke metale (Ziva, olovo, arsen, molibden) znacajno
ogranicena.

Vazan izvor koji Cesto predstavlja i direktan uzrok trovanja zivotinja su i
razli¢iti anthelmintici, koji sadrze arsen, olovo ili kadmijum; antiprotozoalna jedin-
jenja, hemioterapeutici ili stimulatori rastenja koji sadrze arsen; zatim antiseptici
koji sadrze kadmijum; adstringensi koji sadrze olovni acetat; Zivina jedinjenja koja

Toksi¢nost i metabolizam teskih metala /
Toxicity and metabolism of heavy metals

U organizam zivotinja teSki metali uglavhom ulaze ingestijom kon-
taminirane hrane i vode. Apsorpcija teSkih metala iz gastrointestinalnog trakta
iznosi svega 2-10% i zavisi od razliCitih faktora (hemijske prirode jedinjenja, nje-
gove rastvorljivosti, polariteta, vrste i starosti zivotinje itd.). Metali, koji se u prirodi
najéeSce nalaze u obliku helata (kompleks sa organskim molekulama), imaju
bolja apsorptivna svojstva u poredenju sa samim metalima ili njihovim neorgan-
skim solima.

Od neorganskih jedinjenja zive, Zivindihlorid (sublimat) je dobro rast-
vorljiv u vodi i predstavlja veoma jak otrov za razliku od zivinoghlorida (kalomela)
koji se prakti¢no ne rastvara, ne apsorbuje i nije toksi¢an. Ipak, ne treba zaboraviti
da u digestivnom traktu neka nerastvorljiva jedinjenja mogu preéi u rastvorljiva
pod uticajem hlorovodoni¢ne kiseline i pH vrednosti, kao $to je to slu¢aj sa jedin-
jenjima olova. U tankom crevu olovo stvara i komplekse sa zuéi, koja takode po-
spesuje njegovu apsorpciju (Clarke, 1973). Stepen apsorpcije ponekad zavisi i
od polariteta jedinjenja, pa tako anjonski oblik arsena se bolje i brze apsorbuije
nego katjonski. Stepen i brzina apsorpcije iz digestivnog trakta mogu zavisiti i od
starosti zivotinje, Sto je takode slu€aj kod olova. Kod odraslih Zivotinja stepen
apsorpcije nije visok i kre¢e se od 1 do 10% u zavisnosti od hemijske prirode
jedinjenja i vrste zivotinje (ovca 1-2%, odrastao pas 10%, Stene do 36%). Kod
odraslog ¢oveka stepen apsorpcije olova iz creva iznosi ispod 10%, a kod dece u
postnatalnom periodu do 50% (Mahaffey, 1983). Kada je u pitanju apsorpcija
metala iz gastrointestinalnog trakta, treba istaéi da ona ponekad zavisi i od
mogucih interakcija izmedu njih samih. Na primer, prisustvo malih koncentracija
kalcijuma, cinka i gvozda u hrani pojacava apsorpciju i toksi¢nost olova i kadmi-
juma, a prisustvo kadmijuma u digestivhom traktu smanjuje apsorpciju hranljivih
materija i gvozda. ViSak molibdena izaziva deficit bakra, Sto je najbolje izrazeno
kod goveda. Kod svinja visok nivo kalcijuma u hrani dovodi do deficita cinka.
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Nakon apsorpcije, teski metali se obi¢no kumuliraju u odredenim tkivima (olovo u
kostima, metilovana Ziva u mozgu, kadmijum u bubrezima), gde najce$¢e i nas-
taju odredene toksi¢ne promene (olovo €ini izuzuetak). Ipak metali deponovani u
nekim organima Cesto i nemaju toksikoloski znacaj, t.j. ne mogu izazvati trovanje
(deponovanije arsena u dla¢nom pokrivacu). Toksi¢ni efekti teskih metala u orga-
nizmu zavise i od njihove hemijske forme. Tako, na primer neorganski oblici ar-
sena i zive obi¢no deluju Stetno na jetru i bubrege, a organska arsenova i zZivina
jedinjenja uglavnom deluju toksi¢no na nervni sistem. U principu organska jedi-
njenja metala lakSe prolaze bioloSke membrane. Neorganska jedinjenja arsena
su mnogo toksiénija od organskih, a medu neorganskim arseniti (As®* koji su tro-
valentni) su toksi¢niji od arsenata (As®*) petovalentnih.

Razlog za ovo delomiéno lezi u injenici Sto se petovalentna jedinjenja
brze izluuju od trovalentnih, odnosno trovalentna se duze zadrzavaju u organi-
zmu. | toksi¢nost organskih jedinjenja arsena takode zavisi od valentnosti inkor-
poriranog arsena, koja uti¢e na stepen apsorpcije, raspodelu u organizmu i izluci-
vanje. Petovalentna organska jedinjenja arsena su manije toksi¢na od trovalentnih
i zbog toga $to neznatno utiCu na procese respiracije u ¢elijama, dok su trova-
lentni jaki inhibitori. Petovalentna jedinjenja se u organizmu mogu metabolisati i
preéi u trovalentne i obrnuto, Sto takode uti¢e i bitno je za procenu toksi¢nosti.
Kod pojedinih te$kih metala toksi¢ni u€inak zavisi i od prethodnog opterecenja or-
ganizma tim metalom. Tako, na primer osetljivije su one Zivotinje koje unose hranu
siromasnu olovom, t.j. higijenski ispravniju hranu i obrnuto. Veli¢ina otrovne doze
za svaku zivotinju delom zavisi i od postoje¢eg sadrzaju olova u organizmu. Isto
tako, osetljivost na olovo se razlikuje kod pojedinih vrsta Zivotinja, Sto znaci da
olovo ne izaziva podjednako toksi¢ne efekte kod svih zivotinja. Prezivari, koniji i
ptice su osetljiviji od pasa, svinja i kuni¢a. Ovce su podjednako osetljive na olovo,
kao i goveda, dok se konji pasuci na kontaminiranim pasnjacima ¢eSce otruju od
goveda, jer dublje hvataju vlati trave, pa pojedu i koren na kojem zaostaje zemlja
zagadena olovom. Trovanje svinja olovom je retka pojava, a razlog je i urodena ot-
pornost. Ulazak teSkih metala u organizam preko pluéa nije karakteristi¢no, iako
se kroz pluca oni lak$e apsorbuju nego kroz gastrointestinalni trakt. Naime, zivot-
inje retko kada borave duze vreme u atmosferi zasi¢enoj teSkim metalima. To je
jedino sluc¢aj kod pasa koji se koriste kao Guvari objekata, smestenih pored mag-
istralnih puteva ili u preduzec¢ima, odnosno industrijskim objektima u kojima se
preraduje ruda. Inace kroz respiratorni trakt u organizam mogu uéi, odnosno ap-
sorbovati se samo manje Cestice, jer one sa veéim pre¢nikom (na primer za olovo
iznad 0,5 um) zaostaju na trepljama respiratornih epitelnih Celija i ne prolaze u
nize delove. Respiratorni put je najéeS¢i nadin dospevanja kadmijuma u organi-
zam Coveka i zivotinja. InaCe i apsorpcija kadmijuma preko pluéa zavisi od
veli¢ine i oblika Cestica ovog metala i njegovih jedinjenja (20-40% u obliku dima,
60 % u obliku pare) (Moor i sar., 1973). Zdrava nepovredena koza je aktivna
barijera za ulazak teSkih metala, ali ako je njen integritet narusen i preko nje se
mogu apsorbovati teSki metali, $to dovodi do trovanja.
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Klini¢ka slika kod domacih Zivotinja otrovanih teskim metalima /
Clinical picture in domestic animals poisoned with heavy metals

Klini¢ka slika trovanja olovom manifestuje se poremecajem u funkcio-
nisanju nervnog sistema i probavnog trakta, a kod nekih vrsta zivotinja i hemato-
poetskog sistema. Tok je po pravilu akutan, subakutan ili hroni¢an sa akutnim ili
perakutnim pogorSanjima. Akutni i subakutni tok su sli¢ni kod goveda, ovaca,
pasa i svinja, a razlikuju se od toka bolesti kod peradi i konja. Hroni¢ni tok se javlja
kod svih vrsta Zivotinja, a najée$¢e kod mocévarnih ptica. Kod preZivara sa akutnim
oblikom trovanja karakteristi¢an je gubitak apetita, zatvor i naduvenost, te izrazito
uzbudenje s manijakalnim napadima, konvulzivho gréenje skeletnih misi¢a, de-
presija i stupor (rede). Zivotinje besciljno lutaju, muéu, obilno sline i slabije vide
(Dorn i sar., 1986). Ponekad se javlja i nistagmus, znojenje i Skrgutanje zubima.
Telad ponekad imaju proliv.

Kod manjeg broja otrovanih goveda su primeceni i poremecaji u gu-
tanju i Zvakanju (sumnja na parezu zvakacih misi¢a i miSi¢a zdrela). Kod odrede-
nog broja jedinki se javlja i prividno slepilo (zamuéenje mreZnjace), kao i oslabljen
refleks zenica (Hamond i Sorensen, 1957). Hroni¢no trovanje olovom je reda po-
java kod prezivara, a znakovi su gubitak apetita, loSa telesna kondicija, zatvor i
slabokrvnost, kod gravidnih ovaca se ¢ak moze javiti i abortus (Egan i Cvill, 1969),
a jagnjad koja siSu mleko majki koje su kontaminirane olovom mogu oboleti od
osteoporoze (Singer, 1973). Kod konja akutno otrovanih olovom javljaju se kolike i
proliv, potiStenost, pareza i paraliza nerava ekstremiteta (konji povremeno klecaju
i posréu). Hroni¢no trovanje je kod ovih Zivotinja karakteristicno. Jedinke gube
apetit, telesnu masu, nastaje anemija, pareza nerava usana i zadnjih nogu, te
hemiplegija larinksa, kao rezultat oSte¢enja n. recurensa) i poslediéno poremecaj
gutanja, pa €ak i aspiraciona pneumonija. Javlja se i otezano disanje, a isto tako i
plava linija na desnima (Bartonova linija) kao rezultat prisustva olovo-sulfida (Bur-
rows i sur. 1982). Svinje su prirodno otporne na trovanje olovom i klini¢ki znaci su
slabo izraZeni i nedovoljno specifiéni (izgube apetit, imaju proliv, slabe, rede
povracéaju, koZa im ohrapavi, kasnije se javlja nekoordinirano kretanje, lateralni ni-
stagmus, trzanje glavom i prednjim nogama) (Link i Pesinger, 1966). Kod Zivine
koja je akutno otrovana olovom javlja se gubitak apetita, Zed, snuzdenost, slabost
misic¢a, plavilo kreste i podbradnjaka, izmet je svetlozelene boje. Jedinke bes-
pomocno stoje, opustenih krila i vrte glavom, a pre uginuca leze kao oduzete ili su
u komi. Hroni¢no trovanije se javlja samo kod divljih ptica (mo¢varica), a manifes-
tuje se gubitkom apetita, slabo$¢u misi¢a, anemijom, jedinke ne mogu da polete,
gube na telesnoj masi i imaju zeleno obojen izmet (Simpson, 1981).

Trovanja zivotinja kadmijumom su retkost i ukoliko se desi znaci akut-
nog trovanja su nespecifi¢ni. Nakon ingestije javlja se obilno slinjenje, povrac¢anje,
kolike, proliv, vrtoglavica i gubitak svesti, a nakon inhalacije dugotrajno kijanje i
kasalj, pa ¢ak bronhitis, emfizem pluc¢a i ostec¢enje njuha (Venugopal i Luckey,
1978). Hroni¢no trovanje se manifestuje smanjenim apetitom, zastojem u rastu
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(jagnjad, svinje, telad, pili¢i), hipohromnom anemijom (posledi¢na hiperplazija
kostne srzi), smanjenom produkcijom i sekrecijom mleka, poremecajem funkcije
bubrega (proteinurija, glukozurija, hipertenzija), jetre, polnih Zlezda (distrofija i
degeneracija testisa, inhibicija spermatogeneze), srca i prostate, poremecéajima u
metabolizmu ugljenih hidrata i minerala (nedovoljna mineralizacija kostiju, ano-
malije na kostima embriona, osteomalacija i osteoporoza), zatim poremecajima u
reprodukciji (sterilnost), te teratogenim, karcinogenim i mutagenim promenama
(Doyle i sar., 1974). Kod goveda i ovaca kadmijum ima embriotoksi¢no delovanje
(resorpcija fetusa, pobacaj) i izaziva malformacije (lateralna rotacija prednjih nogu
i promene na ki¢mi) (Wrighti sar., 1977). Kod goveda hroni¢no otrovanih kadmiju-
mom smanjuje se keratinizacija papaka, rozni sloj je suv i krhk, sluznice su blede,
dlaéni pokriva¢ neuredan, ¢esto se javlja abortus i teratogeni efekti. Kod teladi
nastaje teSka hipohromna anemija, a kod ovaca anemija, nefropatija i deminerali-
zacija kostiju. Kod svinja se javlja mikrocitna i hipohromna anemija, a kod ptica je
prisutno slabije iskori§¢avanje hrane i usled toga slabiji prirast.

Klini¢ka slika trovanja zivom zavisi od prirode jedinjenja, mesta ulaska
u organizam, doze ili koli¢ine i duzine izlozenosti. Preovladavaju tri vida klini¢kih
simptoma: respiratorni (kod inhalacije Zivinih para), bubrezni (posle peroralne in-
gestije neorganskih soli Zive) i nervni (kod organskih jedinjenja zZive). Zivine pare
kod akutnog trovanja izazivaju intersticijalnu pneumoniju i difuzni bronhitis
(kasalj, guSenje), a kod veéih doza edem pluca. Pored toga, javlja se i salivacija,
povracanije i dijareja. Hroni¢no trovanje je retko, a manifestuje se upalom usne
sluzokoze i desni, slinom sa primesama krvi i dermatitisom. Neorganska jedin-
jenja Zive posle ingestije odmah na pocetku (u prvoj, agresivnoj) fazi izazivaju sto-
matitis, faringitis, povra¢anje i dijareju. Za 1-2 dana nastupa druga (anuri¢na) faza
koja se manifestuje oligurijom i azotemijom. Tre¢a faza traje duze i manifestuje se
istim efektima, koji se javljaju u toku duzeg vremenskog perioda. Goveda su osetl-
jivija od drugih zZivotinja i kod njih se mogu javiti pustulozne promene na kozi, pe-
tehije na sluznicama, erozije u usnoj sluznici, pneumonija, ataksija i pareze. Kod
hroni¢nog trovanja javljaju se dijareja, slabost i emfizem pluc¢a. Kod ovaca otrova-
nih Zivinimdihloridom moZe nastati atonija predzeludaca, smanjen apetit, Zed,
pojacana salivacija, dijareja, teSko disanje, ubrzan puls, bolnost u podrucju bu-
brega, stomatitis, sekrecija iz nosa, edemi na glavi i grudima, depresija, kloni¢ni
gréevi i treperenje, svrab koze. Kod hroniénog trovanja dolazi do oSte¢enja bu-
brega, javlja se hipohromna anemija, smanjena rezistentnost eritrocita i trom-
bocita. Kod konja se Ziva kumulira u bubrezima, mozgu i drugim unutra$njim or-
ganima. Klini¢ki se ovo trovanje manifestuje dijarejom, slabo$éu i polidipsijom.
Kod hroni¢nog trovanja se javlja glukozurija, proteinurija, fosfaturija i azotemija.
Trovanje organskim jedinjenjima se na pocetku manifestuje crvenilom koze, kon-
junktivitisom, suzenjem i stomatitisom, posle ¢ega slede nervni simptomi (depre-
sija, ataksija, inkoordinacija, pareza i slepilo). Na kraju se javljaju dermatoloski
simptomi (dermatitis, Cirevi, ulceri). Organska Zzivina jedinjenja kod teladi, pasa i
macaka izazivaju stimulaciju, a kod odraslih goveda, svinja i ptica depresiju CNS-
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a. Telad postupno izgubi vid, javljaju se konvulzije i gastrointestinalni poremecaji,
zivotinje guraju glavu u razne predmete, leZze, a mogu nastupiti koma i smrt. Kod
odraslih goveda intoksikacija organskim Zivinim jedinjenjima te¢e protrahirano
(nekoliko nedelja do 5 ili 6 meseci), a manifestuje se anoreksijom, gubljenjem
telesne mase, slabo$éu, depresijom, loSom orjentacijom, spazmom misic¢a lica,
Cestim uriniranjem s primesama krvi, dijarejom, kolitisom, ispadanjem zuba,
povecanjem limfnih ¢vorova, hemoragijama na sluznicama, poremec¢ajem rada
srca i plu¢a, dermatitisom, ekzemom, konvulzijama, komom i smréu. Kod svinja
su simptomi isti kao kod goveda, samo $to su gastrointestinalni izrazeniji.

Na arsen su osetljive sve Zivotinje. Trovanja neorganskim i organskim
alifatskim arsenovim jedinjenjima su uCestalija kod goveda, nego kod ovaca,
konja i pasa, a velika su retkost kod svinja i peradi. Svinje i perad se ¢e$¢ée otruju
fenilarsoniénim jedinjenjima. Tok je perakutan, akutan, subakutan i hronican.
Perakutan i akutan traje 2-3 dana. Manifestuje se poremecajima u respiratornom,
gastrointestinalnom, kardiovaskularnom, nervnom i hematopoetskom sistemu.

Proti¢e sa simptomima jake boli u stomaku, uko¢enim hodom, pri-
sutna je izrazita slabost, drhtanje, slinjenje, povrac¢anije (€ak i kod goveda), krvavi
proliv, ubrzan rad srca, iscrpljenost, atonija buraga, normalna ili subnormalna
telesna temperatura, kolaps i smrt (Riviere i sar., 1981). Uz to se javlja vodenast iz-
met s krpicama crevne sluznice i krvi. Kod trovanja arsenovim kupkama, pored
ovih simptoma po kozi se mogu razviti i mehuriéi, a potkozno edem i krvarenje
(Robertson i sar., 1984). Hroni¢no trovanje je retka pojava kod Zivotinja, a znaci su
opsta slabost, nevoljnost, neuredan dlaéni pokrivac i sluznice ciglastocrvene bo-
je. Zivotinje otrovane fenilarseniénim jedinjenjima imaju drugadiju klini¢ku sliku:
prisutna je inkoordinacija i nesposobnost kontrolisanog pokretanja nogu, atak-
sija, a kasnije i potpuna adinami¢nost ili paraliza uz sacuvan apetit i Zivahnost (Sa-
bec i sar., 1978). Neka jedinjenja (arsanilna kiselina) izazivaju i slepilo, crvenilo
koZe i osetljivost na suncevu svetlost. Kod svinja hroni¢no trovanje se manefes-
tuje progresivnim razvojem slepila i djelimiénom paralizom nogu, a kod peradi se
javlja ataksija, gubitak apetita i jedinke obi¢no kunjaju (Harding i sar., 1968). Kod
teladi se javljaju gastrointestinalni poremecaiji sli¢ni onim koji nastaju posle tro-
vanja izazvanih neorganskim jedinjenjima (Buck i sar., 1976).

LeCenje domacih Zivotinja otrovanih teSkim metalima /
Treatment of domestic animals poisoned with heavy metals

Kod konja i preZivara otrovanih olovom moZe se usporiti apsorpcija
ovog metala iz probavnog trakta primenom magnezijumovog ili natrijumovog sul-
fata, koji s olovom grade nerastvorljivi olovo- sulfat, a deluju i laksativno. Najdelot-
vorniji hemijski antidot (helatogena supstancija) je kalcijumov versenat, odnosno
monokalcijum-dinatrijumova so etilen-diamino-tetrasiréetne kiseline (Ca-
Na2EDTA). Pored toga, moze se koristiti i BAL (dimerkaprol) i metalkaptaza (d-
penicilamin). Kalcijumov versenat kod hroni¢no otrovanih Zivotinja moze izazvati
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stanje akutnog otrovanja olovom jer mobilizira i veZe (helira) olovo iz kostiju, ali ne
i ono iz eritrocita. BAL helira olovo iz eritrocita pa se uspesno primenjuje zajedno
sa kalcijumovim versenatom. Metalkaptaza se primenjuje oralno, a helirai olovo iz
mekih tkiva. U novije vreme se primenjuje (kod ukrasnih ptica) i dimerkapto-
sukcinilna kiselina (DMSA) koja je visoko efikasna i manje toksi¢na. Kod akutno
otrovanih jedinki treba izvrSiti rehidraciju, a uzbudene zivotinje smiriti sedativima i
hipnoticima. Kod goveda je dobro primeniti i tiamin jer spreC¢ava deponovanje
olova u mekana tkiva (jetra, bubreg, centralni i periferni nervni sustav).

Toksi¢ni u€inak kadmijuma se ublazava dodatkom gvozda, bakra,
cinka i selena u suvisku hrani, te vitamina C i D (Weber i Reid., 1971). Selen uman-
juje toksi¢ni u¢inak kadmijuma na testise. Hepatotoksicni efekat se umanjuje
stimulacijom sinteze glutationa u jetri (Dudley i Klaassen, 1984). Antidot za kadmi-
jum je kalcijumov versenat i d-penicilamin. Dimerkaprol je kontraindikovan, jer
povecava toksi¢nost kadmijuma prema bubregu.

Zivina jedinjenja s povrSine tela se odstranjuju vodom i sapunom. Ap-
sorpcija iz probavnog kanala (svinja, pas, macka) moze se spreciti Zivotinjskim
uglienom. Isto tako kao lokalni antidot moZze posluziti i magnezijum-hlorid, skrob
u vreloj vodi i belance jajeta sa vodom ili mlekom.

Korisno je i ispiranje Zeluca (do 15 minuta) sa rastvorom formaldehid-
hidrosulfita ili natrijum-bikarbonata. Pomaze i primena rastvora natrijum-tiosulfata.
Sistemski su antidoti dimerkaprol i d-penicilamin koji su indikovani kod subakut-
nih i hroni¢nih trovanja organskim Zivinim jedinjenjima. Eksperimentalno je doka-
zano da selen, odnosno vitamin E $tite organizam od toksi¢énog delovanja metil
zive (Welsh i Soares, 1976), aisto i cink (Fukino i sar. 1984). Diuretik spironolakton
sprecava toksi¢ni ucinak zivinog hlorida na bubreg (Selye, 1970).

Pri akutnom trovanju neorganskim i alifatskim jedinjenjima arsena
veoma je znacajna rana dijagnoza. Kod konja i prezivara primenjuju se laksansi
(gorka so) i sluz. Zivotinjama koje mogu povracati daju se emetici, pa se zatim vrSi
ispiranje zeluca mlakom vodom. Primenjuju se i infuzije elektrolita i parenteralno
aplikuju vitamini B kompleksa i vitamin C. Sistemski antidot je natrijum-tiosulfat.
Klasi¢ni sistemski antidot pri trovanju ljudi sa arsenom poznat kao BAL nije se po-
kazao uspesnim kod zivotinja. Lipoi¢na kiselina se kod goveda pokazala efikasni-
jom nego dimerkaprol, a veliku nadu daju i novi analozi dimerkaprola mezodi-
merkaptosukcinilna i dimerkaptosukcinilna kiselina. U humanoj medicini dobri re-
zultati su postignuti D-penicilaminom koji se daje peroralno (Watson i sar., 1981).
Za fenilarseni¢na jedinjenja nisu poznati antidoti.
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ENGLISH

POISONING OF DOMESTIC ANIMALS WITH HEAVY METALS
R. Velev, Natasa Krleska-Veleva, V. Cupié

The term heavy metal refers to a metal that has a relatively high density and is
toxic for animal and human organism at low concentrations. Heavy metals are natural com-
ponents of the Earth's crust. They cannot be degraded or destroyed. To a small extent they
enter animal organism via food, drinking water and air. Some heavy metals (e.g cooper,
iron, chromium, zinc) are essential in very low concentrations for the survival of all forms of
life. These are described as essential trace elements. However, when they are present in
greater quantities, like the heavy metals lead, cadmium and mercury which are already
toxic in very low concentrations, they can cause metabolic anomalies or poisoning. Heavy
metal poisoning of domestic animals could result, for instance, from drinking-water con-
taminantion, high ambient air concentrations near emmision sources, or intake via the food
chain. Heavy metals are dangerous because they tend to bioaccumulate in a biological or-
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ganism over time. Manifestation of toxicity of individual heavy metals varies considerably,
depending on dose and time of exposure, species, gender and environmental and nutri-
tional factors. Large differences exist between the effects of a single exposure to a high
concentration, and chronic exposures to lower doses. The aim of this work is to present the
source of poisoning and toxicity of some heavy metals (lead, mercury, cadmium, thalium,
arsenic), as well as new data about effects of those heavy metals on the health of domestic
animals.

Key words: heavy metals, domestic animals, toxicity, lead, mercury, cadmium, arsenic,
thallium

PYCCKUN

OTPABJIEHUS1 OMALLHUX XXWBOTHbIX TSKENbIMUA METANIAMU
P. Benes, Hatawa Kpnecka-BeneBa, B. Hynuy

TepMuH TSKENble MeTan bl OTHOCUTCS K MeTaniam, MMelolwme pensaTuBHO
BbICOKYIO I'YCTOTY U KOTOPblE TOKCUYECKUE A1 XKMBOTHOIO 1 HYeNTOBEYECKOro OpraHnama
B HU3KUX KOHUeHTpaumsax. OHM nNpupoaHble COCTaBHbIE YacTu 3eMHOW KOpbl, He MOryT
6bITb Pa3ropaXKeHbl UM YHUHTOXEHDI, 8 B MaNeHbKUX KONMYECTBaxX BXOAAT B XXMBOTHbIN
OpraHn3m KOPMOM, BOAOW MMV BO3AyXOM. HekoTopble TsKEnble MeTanmbl Kak Mefb,
)Keneso, XpOM U LUMHK B ManeHbKUX KOMYeCTBax 3CCeHUManbHble A5 XKUBOro OpraHu-
3Ma, BCETaKM, Koraa npucyTCTByoLWme B 60MbLUMX KOMMYECTBAaX HapyLlaloT HopMarbHble
npouecchl TO eCTb BbI3bIBAIOT OTpaBrieHne. B oTnmume oT HUX TSHKENbIe MeTanbl Kak
CBWHeL,, Kamyi, PTYTb W Tanui He 3CCeHLUManbHble N TOKCUYECKUE 715 OpraHnm3ma yxxe B
O4YeHb ManeHbkux Konunyectsax. OTpaBreHve JOMALLHMX XXMBOTHbBIX 3TUMU TSHXKENbIMU
MeTannamm pesynbTaT UX HEMMaHUPOBaHHOMO BXOAa B XKUBOTHbIV OPraHvam, Yalle BCero
Yyepe3 KOHTaMUHUPOBAHHbLIN KOPM, BOAY unv Bo3ayX. OHY UMEIOT TeHAEHUMIO 610aKKy-
MYNALMM B XKUBOM OprHansme, a siBfieHne MaHngecTHbIX 3HAKOB MX TOKCUYHOCTY Bapby-
pyeT B 3aBUCMMOCTM OT MPUPOAbl XMMWUYECKOrO COeAMHEHUS B KOTOPOM HaxOAsTCs,
3aTeM KonuM4ecTBa W BPEMEHU MOABEPrHyTOCTM, XXMBOTHOMO BuAa, BO3pacTta, nona
CMOBHO 1 BO3JENCTBUS OKPECTHOCTM N HEMPUMEHHO Crnocoba KOpMIeHNs. Y HEKOTOPbIX
TSDKENbIX METASOB CYLECTBYIOT 60bLUME Pa3HULbI B BbI3bIBAHUM TOKCMYECKMX IhdeK-
TOB, KakK Nnocsie 04HOKPaTHOro NOABEPraHns X BbICOKMMU KOHLIEHTPaLMSAMUN UK XKe NOA-
BEPraHns >XUBOTHbIX HU3KUMU KOHLEHTPaUMSMU 3TUX TOKCMKAHTOB B TeyeHue bonee
[ONITOro BPEMEHHOro nepuoga (XpoHudeckoe nogsepraHuve). Llenb aTon paboTbl noka-
3aTb BO3MOXHbIE UCTOYHVKM OTPABIIEHNSA N TOKCUYHOCTb HEKOTOPBIX TSXKENbIX MeTarl-
NOB (CBUHEL, PTYTb, KaAMWI, TalSINA) CITIOBHO 1 6051e€ HOBbIE MO3HAHNS O TOKCUYECKUX
adppekTax aTMX METaNNoB Ha 340POBbE AOMALUHNX XKUBOTHbIX.

KrntoyeBble crnoBa: Tsxxénble MmeTansibl, AJOMAaLLHUE XUBOTHbIE, TOKCUYHOCTb, CBUHEL,
KagMWI, PTYTb, MbIlUbSAK, Tanui
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PRIKAZI KNJIGA - BOOK REVIEWS

Dr sci. med. vet. Snezana Ivanovié:
BIBLIOGRAFSKA MONOGRAFIJA "NA PUTU"
[zdanje: Naucni institut, Beograd, 2008. god.

Monografske bibliografske publikacije su retkost kod nas. One nam
daju prikaz opusa referenci autora sa sazecima i predstavljaju u mnogome koris-
tan izvor podataka za sve potonje istrazivace o oblastima kojima se autor bavi.
Sada je pred nama jedno ovakvo delo bibliografska monografija "Na putu", autora
dr Snezane Ivanovi¢, viSeg nau¢nog saradnika, zaposlenog u Nauénom institutu
za veterinarstvo Srbije u Beogradu. Za razliku od sli¢nih Stiva u kojima se daje tak-
sativan prikaz nau¢noistrazivackog rada autora kroz objavljene publikacije i sepa-
rate, Ceto suvoparno nabrojane i sloZzene po kriterijumima ili godistima, navedeno
delo je autobiografski — liéni pristup autora koja je nacinila od bibliografskog is-
tovremeno i narativno delo.

Svoj stav prema onome $to je bilo i zavrSnom koraku ka zvanju savet-
nika (koji je ujedno i najviSe naucnoistrazivacko zvanje) autor mozda najbolje
iznosi pocetnom recenicom u knijizi: "Prita o mom hodu po putu do nau¢nog
savetnika namenjena je mladim kolegama". U njoj je definisana potka celog Stiva,
da kroz jedan narativan, ali i pou¢an nacin povede &itaoca kroz svoj dosadasnji
radni vek, odnosno preko 26 godina rada, proveden prvo na stru¢nim, a zatim
naucnoistrazivackim poslovima vezanim za bezbednost i kvalitet mesa.

Monografija "Na putu" je napisana na 265 stranica i podeljena je u Xl
poglavljaito: Na putu do nau¢nog savetnika, | Kako sam pocela i dokle sam stigla,
I Bakterioloska kontaminacija meda, lll Paraziti u mesu, IV uticaj probiotika na kva-
litet i bakteriologiju mesa, V Kvalitet namirnica, VI Radovi iz proizvodnje u stocar-
stvu, VIl Primenjena naudna istraZivanja, VIll Sta mi se jos naslo na putu, IX Sta
dalje, X Kako sti¢i do nau¢nog savetnika, XI Bibliografija radova dr SneZane Iva-
novic.

Gledano u celini, osnovni i najvazniji delovi rukopisa odnose se na pri-
kaz naucnoistrazivackog rada autora, a prateci tok knjige, ulazimo u svet istrazi-
vanja kojima se autor bavi i koja su podeljena na logi¢ne celine po vrsti problema
koje prati. 1z njih se lako uoCava da je najveéi, a svakako i najvredniji deo
naucénoistrazivackog rada autora posvecen bakterijskim agensima, kontaminen-
tima mesa (kampilobakterije, salmonele, listerije) znaCajnim za zdravlje ljudi. Iz
ove oblasti objavljeno je najviSe radova, koji su Stampani u svetskim nau¢nim
Casopisima. Pri tome, Campylobacter spp. je svakako dominantan agens koji je
najvise obraden od strane autora i za njega je vezana njena specijalizacija, magis-
tarska teza i dobrim delom i doktorska disertacija.
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Znacajan deo njenog nau¢nog opusa vezan je i za izu¢avanje kon-
taminiranosti mesa parazitima znacajnim za zdravlje ljudi (toksoplazmoza, ehi-
nokokoza). U ovoj oblasti su posebno obimna njena istrazivanja vezana za preva-
lencu toksoplazmoze u mesu (radena u saradnji sa dr |. Pavlovicéem) i ona su prva
te vrste u nasoj zemilji.

Veliki deo svog naucnoistrazivackog rada dr Snezana Ivanovi¢ je
posvetila parametrima kvaliteta mesa razli¢itih vrsta Zivotinja, njegovim senzornim
osobinama, hemijskom sastavu i nutritivnoj vrednosti, kao i iniocima koji uti¢u na
parametre kvaliteta mesa. U ovaj deo istrazivackog rada ulaze i radovi u kojima se
govori 0 prinosu mesa vezanih za uticaj nacina proizvodnje u sto€arstvu i ova is-
traZivanja su mahom vr§ena u okviru nauénih (nacionalnog i razvojnog) projekata
Ministarstva nauke.

Monografija se lako prati zahvaljujuéi pre svega licnom pristupu auto-
ra, koji na lep i jasan nacin uvodi ¢itaoca u ovo §tivo i pruza odgovore na pitanja
koje je autor postavio i sebi i ispred sebe na putu do nau¢nog savetnika.

Beograd, 09. 11. 2008. Dr Ivan Pavlovi¢, naucni saradnik
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VESTI - NEWS

VETERINARI IZ SRBIJE NA VETERINARSKOJ KONFERENCIJI
U SLOVACKOJ

Svetska organizacija veterinara Madara, Ciji su Clanovi veterinari iz
Madarske, Srbije, Rumunije, Slovacke i Ukrajine, svoju redovnu godiSnju konfe-
renciju ove 2009. godine je odrzala u Slovackoj. Skup je odrzan u Visokim Ta-
trama u mesu Tatranske Lomnice. Bilo je viSe od 400 ucesnika. Iz nase zemlje na
skupu je uCestvovalo 27 veterinara.

Ucesnike je doCekao divan prizor u Visokim Tatrama. Sneg do kolena,
prava novogodisnja atmosfera.

16. 10. 2009. godine je bio prvi dan konferencije.

Predsednik SOVM, Sibert IStvan, pozdravio je skup i u¢esnicima poze-
leo uspesan rad. Rad se odvijao u vidu plenarne sednice. Bilo je nekoliko izuzet-
nih predavanja.

éotonji Peter i Frenjo Laslo su odrzali predavanje o anatomiji i fiziolo-
giji muskih i Zenskih polnih organa. éotonji Peter je prikazao svoju fenomenalnu i
jedinstvenu kompjutersku animaciju determinacije pola u ranom embrionalnom
razvoju, ukljuéujuéi i ulogu X i Y polnih hromozoma. Publika je nagradila preda-
vaca velikim aplauzom.

Orban Eva, nacelnik univerzitetske biblioteke na Veterinarskom fakul-
tetu u Budimpesti, u svom predavaniju je isticao znacaj virtuelne biblioteke i inter-
neta kako za studente, za postdiplomce, tako i za veterinare u svakodnevnoj
praksi.

DuSan Rajsky, naucni saradnik Veterinarskog instituta u Zvolenu,
odrzao je predavanje pod naslovom "Fibromoatoza jelena".

Prvi dan konferencije se zavrSio sveCanom vecerom na kojoj je pri-
sutne pozdravio i potpredsednik Veterinarske komore Slovacke, Tibor Brauner.
Posebno je istakao znacaj kontinuirane edukacije veterinara u svakodnevnoj
praksi.

Drugog dana, 17. 10. 2009. godine, rad konferencije se odvijao u dve
sekcije.

U sekciji za velike zivotinje bilo je predavanja o sinhornizaciji estrusa,
0 novim metodama u vestackom osemenjavanju svinja, kao i 0 ekonomskim gubi-
cima koji su posledica problema u reprodukciji. U ovoj sekciji nas kolega iz Veteri-
narskog specijalistickog instituta "Subotica", mr Horvat Jozef, odrzao je preda-
vanje pod naslovom "Reprodukciona nega u zapatima mlecnih krava.
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U sekciji za male zivotinje ¢uli smo interesantno predavanje o ishrani
pasa i macaka, sa naroCitim osvrtom na greSke u ishrani. Problematika kontra-
cepcije i reprodukcije pasa i macaka privukla je paznju mnogih kolega.

Juhas Caba je odrzao iscrpno predavanje o ovario-histerektomiji kuja.
Predavanije je ilustrovao filmom, a svaki u¢esnik je na kraju dobio broSuru,koja fo-
tografijama prikazuje svaki korak ovog hirur§kog zahvata.

Seminar se zavrSio u subotu popodne. U&esnici su sa puno utisaka i
novih informacija krenuli svojim domovima.

Veterinarska komora Srbije u€esnicima ovog dvodnevnog nauc¢nog
skupa dodelila je ukupno 6 bodova.

Secedi Ferenc
Koordinator SOMV za Srbiju
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DIPLOMIRANI STUDENTI - DOKTORI VETERINARSKE MEDICINE
- GRADUATE STUDENTS - DOCTORS OF VETERINARY MEDICINE

FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE
U BEOGRADU 2009. GODINE

Jovanovi¢ S. Nikola

Roden 27. 04. 1981. u Valjevu
Diplomirao 22. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Mionica
Radobi¢ b.b.

Jovanovi¢ M. Vujadin

Roden 09. 09. 1980. u Kragujevcu
Diplomirao 23. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Kragujevac
Svetozara Markovi¢a 107

Mamula D. Danilo

Roden 16. 03. 1979. u Ogulinu,

R Hrvatska

Diplomirao 23. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka N. Beograd
Bul. Zorana Dindi¢a 36

Mirilovié G. Milena

Rodena 01. 03. 1983. u Karlovcu,
R Hrvatska

Diplomirala 23. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Borca
Borcanskih zrtava 1914/92

Petrovi¢ M. Aleksandar

Roden 02. 06. 1981. u Beogradu
Diplomirao 24. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Mladenovac
Despota Stefana Lazarevi¢a 58

Vladovi¢ V. Viadimir

Roden 09. 04. 1979. u ZajecCaru
Diplomirao 24. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Negotin
Dure Salaja 11

Bozi¢ R. Aleksandar

Roden 05. 04. 1081. u Beogradu
Diplomirao 25. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Obrenovac
Zmaj Jovina 20

Laudanovié¢ M. Milan

Roden 03. 09. 1983. u G. Milanovcu
Diplomirao 25. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka G. Milanovac
Rada Koncar 23

Stevanovi¢ P. lvan

Roden 05. 07. 1977. u Smederevu
Diplomirao 25. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Smederevo
Despota Stevana 4/5

Kostadinovi¢ I. Vladimir
Roden 17. 03. 1982. u Valjevu
Diplomirao 26. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Kozlaici¢
Brankovina
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Smiljani¢ L. Sladana

Rodena 07. 08. 1980. u Rumi
Diplomirala 26. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Ruma

Ive Lole Ribara 153

Buli¢ D. Dragoljub

Roden 16. 08. 1977. u Pozegi
Diplomirao 29. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Pozega
Ustani¢ka 15

Jovanovi¢ B. Dejan

Roden 10. 06. 1983. u S. Palanci
Diplomirao 29. 06. 2009. godine

Stalno mesto boravka S. Palanka
Crvene Armije 43

Jovici¢ A. Milo$

Roden 28. 08.1982. u Cadku
Diplomirao 29. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Kotraza

Mandi¢ M. Marija

Rodena 26. 11. 1982. u Sibeniku
R Hrvatska

Diplomirala 29. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Kragujevac
Carice Milice 14

Radenkovi¢ M. Bojana

Rodena 24. 04. 1981. u S. Palanci
Diplomirala 29. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Mionica
Selo Radobi¢ b.b.

Terzi¢ S. Petar

Roden 06. 11. 1980. u Valjevu
Diplomirao 29. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Valjevo
Dupljaj, Divci
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Cakarevié B. Branko

Roden 12. 10. 1982. u Arandelovcu
Diplomirao 30. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Arandelovac
Doktora Dike 14

Jevti¢ D. Predrag

Roden 31. 08. 1981. u Valjevu
Diplomirao 30. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Valjevo
Marka Kraljevi¢a 61

Sourtzopoulos G. Anastasios
Roden 17. 04. 1981. u Peristeri,

Atika, Gréka

Diplomirao 30. 06. 2009. godine
Stalno mesto boravka Peristeri, Athens
Kountourioti 15

Miljas N. Jako

Roden 25. 01. 1984. u Trebinju,
R Srpska, BiH

Diplomirao 17. 07. 2009. godine
Stalno mesto boravka Trebinje
Luke Vukalovi¢a 33

Bjelac M. BoriSa

Roden 20. 06. 1978. u Gradisci,
R Srpska, BiH

Diplomirao 15. 09. 2009. godine
Stalno mesto boravka Gradiska
Nova ulica b.b., N. Topola

Luka¢ M. Bojan

Roden 10. 11. 1984. u Zadru,

R Hrvatska

Diplomirao 15. 09. 2009. godine
Stalno mesto boravka Prijedor,
R Srpska, Nistavci 44

Nenadi¢ M. Zoran
Roden 01. 02. 1978. u Sisku,
R Hrvatska
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Diplomirao 15. 09. 2009. godine
Stalno mesto boravka Zrenjanin
4. jul 27

Vesi¢ M. Tamara

Rodena 20. 11. 1977. u Sapcu
Diplomirala 17. 09. 2009. godine
Stalno mesto boravka Sabac
Kralja Petra Prvog 16

Miloradovi¢ M. Milo$

Roden 07. 03. 1982. u Pozarevcu
Diplomirao 17. 09. 2009. godine
Stalno mesto boravka Kucevo
Slobodana Joviéa 10

Atanasijevi¢ S. Nikola

Roden 30. 01. 1982. u Beogradu
Diplomirao 01. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Pariske komune 8/51

Doki¢ R. Vitomir

Roden 15. 12. 1984. u Beogradu
Diplomirao 12. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Todora Dukina 13

Joveti¢ J. Branko

Roden 17. 03. 1982. u Beogradu
Diplomirao 12. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Salvadora Aljendea 29

Zivkovié Z. Dejan

Roden 18. 05. 1980. u Kraljevu
Diplomirao 14. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Medveda,
Trstenik

Gaji¢ V. Dragan
Roden 30. 01. 1980. Beogradu
Diplomirao 14. 10. 2009. godine

Stalno mesto boravka Beograd
Kombinatova 14

Ciri¢ D. Tatjana

Rodena 12. 09. 1981. u Beogradu
Diplomirala 20. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Kraljice Katarine 93

Pani¢ R. Vladimir

Roden 20. 12. 1982. u Valjevu
Diplomirao 20. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Koceljeva
Dise Ati¢a 39

Cui¢ Z. Nemanja

Roden 25. 09. 1979. u Zemunu
Diplomirao 21. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Indija
Banovi¢ Strahinje 65

DPordevi¢ M. DragiS$a

Roden 14. 09. 1983. u Kraljevu
Diplomirao 21. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Ratina
Ratina 170

Ivastanin Z. Sini$a

Roden 02. 10. 1978. u Gradisci,
R Srpska, BiH

Diplomirao 21. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Gradiska,
R Srpska, Vidovdanska 64

Zivanovié Z. Dalibor

Roden 16. 02. 1981. u Smederevu
Diplomirao 21. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Smederevo
Cara DuSana 34

Beli¢ M. Spomenka

Rodena 31. 03. 1981. u Beogradu
Diplomirala 22. 10. 2009. godine
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Stalno mesto boravka Mladenovac
Vladimira Corovica 22

Pori¢ M. Viadimir

Roden 21. 03. 1980. u NiSu
Diplomirao 22. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Ni$§
Dorda Krsti¢a 16

Filipovi¢ M. Vladan

Roden 24. 08. 1981. u Valjevu
Diplomirao 22. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Koceljeva
DiSe Ati¢a 23

Mitrovié Z. Dejan

Roden 26. 05. 1981. u Valjevu
Diplomirao 22. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Valjevo
Selo Gornja Grabovica b.b.

Lacko I. Irena

Rodena 30. 11. 1979. u Panc¢evu
Diplomirala 23. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Pancevo
Petefi Sandora 34

Risti¢ B. Jelisaveta

Rodena 16. 12. 1982. u Beogradu
Diplomirala 23. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Cerski venac 14

Miti¢ D. Biljana

Rodena 26. 09. 1980. u ZajeCaru
Diplomirala 27. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Zajecar
Zagorska 9

Stamenkovi¢ S. Radomir

Roden 18. 10. 1981. u Priboju
Diplomirao 29. 10. 2009. godine
Stalno mesto boravka Krajcinovici
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Bosnjak P. Jasna

Rodena 06. 03. 1982. u Pancevu
Diplomirala 06. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Pancevo
M. P. Alasa 5

Proki¢ B. Bogomir-Bolka
Roden 21. 05. 1982. u Beogradu
Diplomirao 06. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Gandijeva 164

Jovanovi¢ M. Miroslav

Roden 21. 07. 1982. u Bijeljini,
R Srpska, BiH

Diplomirao 17. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Ugljevik
Stari Ugljevik b.b.

Dimitrijevi¢ S. Darko

Roden 03. 02. 1980. u Knjazevcu
Diplomirao 18. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Knjazevac
Vasilj

Soji¢ M. Aleksandar

Roden 08. 10. 1978. u UzZicu
Diplomirao 18. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Pozega
Pavla Stula 19

Vuciéevi¢ Z. Milo$

Roden 17. 01. 1985. u Beogradu
Diplomirao 20. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Bulevar oslobodenja 43

Dordevi¢ Z. Dorde

Roden 28. 08. 1981. u NiSu
Diplomirao 23. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Bor

Save Kovcevica 7
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Duri¢ M. Jelena

Rodena 19. 01. 1986. u Beogradu
Diplomirala 20. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Jurija Gagarina 55

Ivanovi¢ S. Vladimir

Roden 30. 01. 1983. u Kopru,

R Slovenija

Diplomirao 23. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Leskovac
llije Strele 6

Novakovi¢ S. Jovana

Rodena 14. 01. 1981. u Beogradu
Diplomirala 23. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Velislava Vulovi¢a 1

Poli¢ N. Drasko

Roden 06. 01. 1980. u Banja Luci,
R Srpska, BiH

Diplomirao 23. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Banja Luka
Brace Jugovi¢ 72

Brankovi¢ Z. Ana

Rodena 10. 10. 1982. u Zemunu
Diplomirala 24. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Gandijeva 81

Cosovié¢ M. Jelena

Rodena 26. 01. 1980. u N. Pazaru
Diplomirala 26. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Ranka Tajsi¢a 32

Dekanovi¢ J. Radojica

Roden 30. 04. 1982. u Doboju,
R Srpska, BiH

Diplomirao 26. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Doboj
Stanari b.b.

Jelié S. Zivko

Roden 04. 02. 1979. u Sisku,

R Hrvatska

Diplomirao 26. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Ban. Karlovac
Vuka Karadzi¢a 112

Nadaski¢ R. Ivan

Roden 17. 03. 1981. u Smederevu
Diplomirao 26. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Smederevo
Karadordeva 55

Simeunovi¢ R. Predrag

Roden 17. 04. 1984. u Sapcu
Diplomirao 26. 11. 2009. godine
Stalno mesto boravka Sabac
Kralja Milutina 32

Cvetanovi¢ T. lvana

Rodena 18. 05. 1981. u Leskovcu
Diplomirala 03. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Despotovacka Il deo 6A

Stankovi¢ A. lvica

Roden 12. 02. 1981. u Leskovcu
Diplomirao 16. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Turekovac
Blagoja Nikoli¢a 7

Drinjak S. Dragana

Rodena 27. 12. 1984. u Trebinju,
R Srpska, BiH

Diplomirala 17. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Trebinje
Dr Draga Perovi¢a 8

Cupié I. Mile

Roden 23. 04. 1978. u Gradisci,
R Srpska, BiH

Diplomirao 22. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Zemun
Lazara Mamuzi¢a 16¢
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Novakovi¢ T. Lazar

Roden 29. 04. 1979. u Banja Luci,
R Srpska, BiH

Diplomirao 22. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Banja Luka
Cara Lazara 23

Petkovi¢ R. Sanja

Rodena 16. 05. 1980. u Zemunu
Diplomirala 22. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Doboj
Denerala Draze 34

Ostojié Z. Sasa

Roden 14. 05. 1981. u Kranju,

R Slovenija

Diplomirao 23. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Badovinci
Drinske divizije 73, Crnob. Sala$

Cvetkovi¢ M. Viadimir

Roden 24. 06. 1979. u Krusevcu
Diplomirao 23. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka KruSevac
Raska 30

Stevanovi¢ S. Dragoljub

Roden 19. 01. 1982. u Ratkoviéima,
Srebrenica, R. Srpska, BiH
Diplomirao 23. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Lazarevac
Cara UroSa 56A
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Cvetkovi¢ M. Lazar

Roden 27. 10. 1980. u Krusevcu
Diplomirao 24. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka KruSevac
Raska 30

DPordevi¢ Z. Ljiljana

Rodena 29. 10. 1981. u Beogradu
Diplomirala 28. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka N. Beograd
DuSana Vukasovica 82

Duki¢ B. lvana

Rodena 08. 10. 1984. u Dereventi,
R Srpska, BiH

Diplomirala 24. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Savnitka 32

Mang¢i¢ P. Bojan

Roden 27. 02. 1981. u ZajecCaru
Diplomirao 28. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Sumrakovac

Mandi¢ N. Dusan

Roden 04. 09. 1970. u Zrenjaninu
Diplomirao 29. 12. 2009. godine
Stalno mesto boravka Krajisnik
Rajka Bosni¢a 3
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RUKOPISA

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

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

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

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

OPSTA UPUTSTVA

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

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj prvoj stranici treba napisati sledece:

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

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

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

KRATAK SADRZAJ

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

PISANJE TEKSTA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Knjige i druge monografije:

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

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

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

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

3. Poglavlja u knijizi:

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

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

4. Rad ili abstrakt u Zborniku radova:

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

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

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

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

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

420



