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SAZETAK

Neoplazije mle¢nih zlezda kuja su hormonski zavisne, a rizik od njihovog nastajanja se
poveéava nakon svakog estrusnog ciklusa. Celije neoplazije mle¢ne Zlezde, bilo benigne ili
maligne, imaju receptore za estrogen i progesteron. Cilj ovog istrazivanja je da se uoce
citopatoloske promene kod kuja s neoplazijom mle¢ne Zlezde. Postavljanje tacne i precizne
dijagnoze ima za cilj da se u velikom procentu spasi zivot obolele kuje. Na klinickom pregledu
50 kuja u okviru ovog istrazivanja, utvrdeno je postojanje kvrzica u predelu mleénih Zlezda,
veli¢ine od 1.5 do 3 cm. Na osnovu citoloske analize promenjenih mle¢nih zlezda kuja, 84%
mle¢nih zlezda je s malignim promenama i 16% s benignim promenama. Zbog velikog
procenta maligniteta neoplazija mle¢nih Zlezda kuja, preporuka je da treba uvesti rutinske
preglede kuja starijih od 5 godina makar jednom godi$nje.

Kljucne reci: citopatologija, neoplazija, mlecna zlezda
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ABSTRACT

Neoplasms of the mammary glands in bitches are hormonally dependent, and the risk of
their formation increases after each estrous cycle. Neoplasm cells of the mammary gland,
whether benign or malignant, have receptors for estrogen and progesterone. The aim of this
research is to observe cytopathological changes in bitches with mammary gland neoplasia.
Establishing an accurate and precise diagnosis is to save the life of a sick bitch in a large
percentage. During the clinical examination of 50 bitches in this research, the existence of
lumps in the region of the mammary glands were determined, ranging in size from 1.5 to 3 cm.
Based on the cytological analysis of the changed mammary glands of bitches, 84% of the
mammary glands have malignant changes and 16% have benign changes. Due to the high
percentage of malignancy of mammary gland neoplasia in bitches, it is recommended that
bitches older than 5 years should be routinely examined at least once a year.

Key words: cytopathology, neoplasia, mammary gland
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Neoplasia ili u narodu poznato kao rak ili
tumor, je bolest genoma koja nastaje kao
posledica alteracija DNK, S§to dovodi do
disregulacija  strukture gena ili  njegove
disfunkcije (1,2). Ostecenje celijskog genoma ili
alteracija ekspresije gena su uobiCajne pojave
vezane za sve neoplazije (3). S obzirom na to da
su ovo nasledene greSke u replikaciji DNK, svi
viSecelijski organizmi suocavaju se vekovima s
razvojem neoplazija. Mnoge mutacije mogu biti
bez posledica, ali se neoplazija moZe razviti
kada se neletalne mutacije deSavaju u malom
podskupu kodiraju¢ih i nekodiraju¢ih regiona
genoma (4). Postoje mnogi agensi kao Sto su:
virusi, hemijske materije, zracenje i dr., koji
naruSavaju pravilnu replikaciju DNK 1 koji
pokrec¢u formiranje neoplazija.

Mutacije DNK sekvence nisu jedini put
do neoplazije (5). Epigenetski mehanizmi
reguliSu  ekspresiju gena bez izazivanja
strukturnih promena u genomu i igraju ulogu u
malignoj transformaciji. Epigenetske promene
su reverzibilne, nasledne promene ekspresije
gena bez mutacije genoma. Tri glavne forme
epigenetske regulacije gena podrazumevaju:
metilaciju DNK, acetilaciju histona i ekspresiju
mikroRNK-a (6).

Neoplazije mle¢nih zlezda kuja su
hormonski zavisne, a rizik od njihove pojave se
povecava nakon svakog estrusnog ciklusa. Celije

neoplazije mle¢ne zlezde, bilo benigne ili maligne,
imaju receptore za estrogen i progesteron. Ovi
hormoni indukuju hipertrofiju parenhima mle¢ne
zlezde, sto je ocigledno nakon estrusa (7, 8). Veca
incidencija neoplazija u zadnjim mamarnim
kopleksima je u korelaciji sa vecom zapreminom
zlezde i obilnom sekrecijom tokom perioda
laktacije. Ako je pre prvog ciklusa rizik od pojave
neoplazije 0,5%, posle prvog ciklusa dostize 8%, a
posle drugog ili vise estrusnih ciklusa preko 26%.
Kod pasa, oko 40% svih neoplazija mlecne zlezde
je u ingvinalnim mle¢nim zlezdama i pojavljuju se
ubrzo nakon estrusa. Incidenca razli¢itih histoloskih
oblika moze biti sledeca: benigne neoplazije 51%,
od kojih su 45,5% fibroadenomi, 5% adenomi i
0,5% benigni mezenhimalni tumori; karcinomi
45,5%, od cega solidni karcinomi 16,9%, tubularni
adenokarcinomi 15,4%, papilarni adenokarcinomi
8,6% i anaplasticni karcinomi 4,0%; sarkomi i
maligni mesoviti tumori 3,5% (7).

Citopatoloski pregled neoplazija se izvodi
posmatranjem manje koli¢ine promenjenih ¢elija na
obojenom razmazu, pod mikroskopom.
Citopatologija predstavlja inicijalni dijagnosticki
metod za utvrdivanje vrste promenjenih celija i
klasifikaciju neoplasticne promene. Prednosti
citologije su viSestruke: brza je, minimalno
invazivna, ne zahteva anesteziju, manja je
moguénost krvarenja i1 komplikacija i jeftina je.
Citopatologija ima ogranic¢enja, posebno ukoliko su
neoplasticne ¢elije zahvacdene 1 inflamacijom 1
nekrozom (9). Citopatologija moze da ukaZze na
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postojanje promene i definiciju iste ali ne moze
da odredi stepen i ¢esto ne moze da da kona¢nu
dijagnozu. Ova metoda se ne preporucuje kod
kavernoznih lezija, posebno kada su u pitanju
neki unutrasnji organi poput jetre i slezine. Za
diferencijaciju adenoma i adenokarcinoma
mlecne zlezde citopatologija ne moze da da
definitivnu dijagnozu i prognozu iz razloga Sto
su ove neoplazije ¢esto imaju zajedno i benigne i
maligne neoplasti¢ne ¢elije (10).

Cilj ovog istrazivanja je da se uoce
citopatoloske promene kod kuja s neoplazijom
mlecne zlezde. Postavljanje tacne 1 precizne
dijagnoze ima za cilj da se u velikom procentu
spasi zivot obolele kuje. Pored klasi¢nih metoda
dijagnostike  neoplazija  mlecne  Zlezde,
citopatologija predstavlja inicijalni dijagnosticki
metod za utvrdivanje vrste promenjenih celija i
Klasifikaciju neoplazija. Podaci koji ¢e se dobiti
u okviru ovog istrazivanja bili bi pokazatelji
brze i efikasne citopatoloske dijagnoze
neoplazija mlecne zlezde, sto ima za cilj
sprecavanje razvoja i napredovanja neoplazija,
koje mogu imati los ishod za kuju.

MATERIJAL | METOD

U periodu 2023. godine u veterinarskoj
ambulanti na teritoriji grada Novog Sada je
pregledano 50 kuja s neoplasticnim promenama
na mle¢noj zlezdi. Sve kuje, koje su ukljucene u
ovo istrazivanje bile su stare od 8 do 11 godina.

Pored anamnestic¢kih podataka zivotinja 1
biohemijske analize krvi, belezilo se prisustvo
metastaza primenom RTG toraksa.

Uzorci mle€ene Zlezde su dobijeni nakon
hirur§ke ekscizije mle¢ne zlezde. 1z uzoraka su
uzimani materijali za citopatolosku analizu u
vidu FNA (eng. fine needle aspiration) i otisak
preparata. Citopatoloska analiza je radena za
svaku neoplaziju svake zivotinje. Za FNA
metodu je koriS¢ena igla promera 21- gauge,
koja je bila pri¢vr§éena za Spric od 10 ml. Uzet
materiijal koji se nalazio u igli Sprica je prenet
na mikroskopsku plocicu i obojen Diff-Quick
metodom. Od neoplasticnih promena mlecne
zlezde koje je bilo teSko preseci, pravljen je
otisak preparat. Izvadeno promenjeno tkivo
mlecne Zlezde je nakon ekscizije stavljeno na
sterilnu  gazu, zatim je preseCen0 na pola.

PreseCena polovina je nezno pritiskana na cistom
belom papirnatom ubrusu, radi odstranjivanja krvi s
tkiva 1 radi pravljenja otisak preparat. Napravljeni
otisak preparati su suSeni i bojeni Diff-Quick
metodom. Obojeni preparati su posmatrani pod
svetlosnim mikroskopom (Leica) sa imerzijom, pri
¢emu se prvo odredivala debljina razmaza,
obojenost preparata i uocljivost morfologije celije.
Preparati koji nisu zadovoljavali ove Kriterijume
bilu su iskljuCeni. Za postavljanje citoloske
dijagnoze koristili su se parametri po primeru rada
autora (11, 12).

Sve patomorfoloske promene su
fotografisane i svi dobijeni rezultati su obradeni
standardnim  statistickim metodama primenom
programa Microsoft Office Excel.

REZULTATI

Na klinickom pregledu svih 50 kuja,
utvrdeno je postojanje kvrzica u predelu mle¢nih
zlezda, veli¢ine od 1.5 do 3 cm. Na osnovu analize
dobijenih citoloskih preparata uocljivi su klasteri
neoplasti¢nih ¢elija koje imaju glatku intaktnu
¢elijsku membranu. Unutar ¢elije se nalaze
grudvice hromatina i jedarce koje je slabo vidljivo
ili se ne vidi (slika 1).

Slika 1. Citopatoloski nalaz: Otisak preparata
neoplasti¢nog tkiva mlecne Zlezde kuja sa uocljivim
klasterima (strelica), Diff-Quick, 100x




Na preparatu dobijenim FNA metodom
uzimanja uzoraka (slika 2), nakon bojenja Diff-
Quick-om, vidljive su pleomorfne celije s
neregularnom marginom jedra i granulisanim
hromatinom.

Slika 2. Citopatoloski nalaz FNA
neoplasti¢nog tkiva mle¢ne zlezde kuja sa uocljivom
neregularnom jedrovom marginom, Diff-Quick, 100x

Na osnovu citoloske analize 50
promenjenih mlecnih Zlezda kuja, 42 (84%)
mlecnih Zlezda je s malignim promenama i 8
(16%) s benignim promenama. Analizom
kompletne krvne slike kuja s neoplazijama
mlecne Zlezde (tabela 1), uocilo se variranje u
vrednostima leukocita (WBC), hemoglobina
(HGB) 1 prosecanog volumena trombocita
(MPV).

Tabela 1. Raspon vrednosti kompletne krvne slike
kuja s neoplazijom mlecne Zlezde

Izmereng Referentne vrednosti
vrednosti
WBC| 7.58-31.82 5.05-16.76 x 10%/L
RBC 5.24-7.6 5.65-8.87 x 10%/L
HGB 11.8-22.3 13.1-20.5 g/dI
HCT 31.9-48.9 37.3-61.7%
MCV 60.9-64.5 61.6-73.5 fL
MCH 22.3-22.5 21.2-25.9 pg
MCHC 34.6-37 32-37.9 g/dl
PLT 384-390 148-484 x 10°/L
RDW /| 14.9-18.1 13.6-21.7 %
PCT 0.17-0.53 0.14-0.46 %
MPV 4.4-13.9 8.7-13.2 fL

Analizom biohemijskih parametara krvi kod
kuja s neoplazijama mle¢ne zlezde (tabela 2),
uoCilo se variranje u vrednostima globulina
(GLOB) dok ostali parametri ne pokazuju
odstupanja od fizioloskih vrednosti.

Tabela 2. Raspon biohemijski vrednosti krvi kuja s
neoplazijom mlecne Zlezde

Izmerene Referentne
vrednosti vrednosti
ALB 25-35 26-46 g/L
TP 60-87 52-82 g/L
3.3-6.1
GLU 4.6-6.1 mmol/L
ALP 81-113 0-212 U/L
ALT 27-38 0-88 U/L
2.1-9.3
BUN 3.8-5.6 mmol/L
CREA 46-70 35-141
umol/L
GLOB 25-62 22-46 g/L

Na rengenskim snimcima toraksa kuja s
neoplazijom, 92.86% (39/42) je bilo bez vidljivih
promena na pluéima i srcu. Na rendgenskom
snimku (slika 3) se jasno ocrtava pluéni crtez bez
znakova konsolidacije pluénog parenhima. Sréana
senka je uredna.

Slika 3. Na rendgenskom snimku u LL
projekciji nisu oucljive promene na plu¢ima i srcu kuja s
neoplazijom mlecne Zlezde.




DISKUSIJA

Mlecna zlezda pasa je najceSc¢e mesto za
razvoj razli¢itih neoplasti¢nih i ne-neoplasti¢nih
bolesti kao §to su neoplazije, mastitis, steatitis,
galaktostaza,  galaktoreja,  agalaktija itd.
Pretpostavlja se da inflamatorne i neproliferativne
bolesti mle¢ne Zzlezde ne povecavaju rizik od
neoplazije (13). Medutim, proliferativne bolesti
mlecne zlezde sa ili bez atipije predstavljaju blagi
i umereni rizik, dok je karcinom in situ povezan
sa znaCajnim rizikom po Zivot ako se ne lece.
Karcinomi c¢esto imaju loSu prognozu zbog
visoke stope lokalnog recidiva, kao i metastaza,
Sto zahteva operaciju u nekim slucajevima kao
pomocno sredstvo za hemioterapiju (14).
Neoplazije mle¢ne zlezde pasa predstavljaju 25
do 50 procenata svih neoplazija pasa (4-6) i tek
su na drugom mestu posle neoplazija koze. S
obzirom na stopu pojavljivanja neoplazije mle¢ne
zlezde se razlikuyju medu vrstama. Tako je
karcinom mle¢ne Zlezde najceséi kod Zena (32%)
1 kuja (52%) 1 zauzima tre¢e mesto po ucestalosti
neoplazije (17%) posle limfohemopoetskih i
koznih neoplazija. Imajuéi u vidu visoku stopu
pojavljivanja, brz pocetak rasta i losSu statistiku
prezivljavanja pacijenata, brza i rana dijagnoza
neoplazije mle¢ne zlezde je potrebna (15).

Aspiracija finom iglom (FNA) je biopsija
u kojoj se tkivo 1 uzorci tecnosti uzimaju iz
¢vrstih ili cisti¢nih lezija pomocu sicusne igle. To
je jedna od nekoliko tehnika koje se koriste za
otkrivanje da li su kvrzice prisutne u mlecnoj
Zlezdi neoplazije ili ne. Dakle, ova tehnika bi
mogla da otkrije neoplazije mlecne Zlezde pasa
na osnovu citologije poznate kao citologija
aspiracije finom iglom (FNAC). FNAC se obi¢no
koristi za ranu dijagnozu neoplazije kod ljudi, a
takode 1 kod pasa za diferenciranje lezija mlecne
zlezde 1 korelaciju njihovog odnosa s histoloskim
stepenom neoplazije (16). U animalnoj i humanoj
medicini FNA se smatra jeftinom, brzom,
jednostavnom, relativno neinvazivom metodom
za prikupljanje uzoraka za citolosku procenu
povrsinskih 1 radiografski uocljivih lezija. Uprkos
gore navedenim prednostima, dva najcesca
uobicajena nedostatka ove tehnike ukljucuju
odsustvo arhitekture tkiva 1 poteSko¢e u dobijanju
materijala. Prisustvo vece mase tkiva ili vece
proliferativne promene kao odgovor na estrogen u
ve¢ini kaudalnih Zlezda se smatra da je razlog

visoke pojave neoplasticnih promena mlecne zlezde
u ingvinalnoj regiji. Mada, najces¢i razvoj
neoplazija mlecne Zlezde kuja je na kaudalnim
mamarnim kompleksima (17), S§to odgovara
nalazima dobijenim u ovom istrazivanju. Isti autori
(17) su dijagnostikovali 9.2% benignih neoplazija
mlecne zlezde 1 78.5% malignih neoplazija. U
okviru ovog istrazivanja dobijeni su neSto veci
procenati benignih neoplazija (16%) 1 malignih
neoplazija (84%).

U toku ovog istrazivanja je utvrdeno pet
citoloskih kriterijuma za dijagnostiku maligniteta.
Nepravilan odnosno atipi¢an izgled hromatina bio
je najznacajniji kriterijum maligniteta.
Abnormalnosti u nukleolusima je takode bio
znaCajan kriterijum za procenu maligniteta.
Varijacije u nukleusnoj veli¢ini su primecene u i
benignim i u malignim neoplazijama, ali su ipak
bile ¢eS¢e u malignim. Abnormalne mitoticke
figure su uvrStene kao indikatori karcinoma dojke
kod ljudi (18). Dok su one utvrdene samo u
malignim neoplazijama u ovom istrazivanju, ali
njihova retka pojava nije uzeta kao vazan
kriterijum. Takode, i stepen celularnosti nije bio
dobar kriterijum za razlikovanje benignih od
malignih neoplazija u ovom istrazivanju.

ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja
moze se zakljuciti da je citopatologija minimalno
invazivna 1 jeftina metoda, kojom se moze utvrditi 1
razlikovati neoplazija od ostalih promena kao §to su
hiperplazija ili inflamacija. Preporuka je uvodenje
rutinskih pregleda kuja starijih od 5 godina makar
jednom godi$nje pri ¢emu je veoma vazna uloga
veterinara u edukaciji vlasnika pasa 0 svim
rizicima, preventivnim merama i posledicama
neoplazija mle¢ne Zlezde kuja.
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SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja je da se ispita diurnalna varijacija distribucija
frekvencije 1 prosene vrednosti temperature povrsine tela koje su izmerene infracrvenom
termovizijskom kamerom kod krava tokom stresnog i termoneutralnog dela dana u letnjim
mesecima. U ogled je ukljuceno 30 krava Holstajn-frizijske rase u laktaciji. Merenje telesne
temperature vrSeno je pomocu neinvazivne infracrvene termovizijske kamere. Snimanje je
vrSeno lateralno sa priblizno iste udaljenosti od Zivotinje od oko 2m. Jedan snimak je
napravljen tokom najtoplijeg dela dana (THI >72), a drugi snimak tokom termoneutralnog
perioda dana (THI <72). Raspon temperatura koji je izmeren na povrsini tela kod krava u
termoneutralnom periodu bio je od 22-38°C, dok je u toplotnom stresu bio od 36-39,5°C.
Postojale su znacajne razlike u srednjim vrednostima temperatura razli¢itih delova tela u
termoneutralnom periodu i toplotnom stresu i to za: celo telo 29,6:38°C (p<0,0001); vime
32,6:38,5°C (p<0,0001); regija glave 31:37,6°C (p<0,0001); prednji ekstremiteti
28,3:36,9°C (p<0,0001); zadnji ekstremiteti 27,6:37,4°C (p<0,0001); dorzolateralni deo
abdomena 29,5:38,4°C (p<0,0001) i ventrolateralni deo abdomena 29,9:37,8°C (p<0,0001).
Kada se posmatra oblik distribucija frekvencija za temperaturu tela vidimo da je distribucija
za celo telo normalna i simetriéna u termoneutralnom periodu, dok je blaga asimetrija
udesno sa odredenim istaknutim najtoplijim tackama prikazana kod toplotnog stresa.
Diurnalno variranje temperature povrsine tela u termoneutralnom i stresnom periodu dana
kod krava na farmama je statisticki znacajno, tako da su distribucije temperatura i srednje
vrednosti za pojedine regije viSe u najtoplijem delu dana. Dobijeni podaci ukazuju da je
neophodno da se kontinuirano tokom dana beleZe telesne temperature krava kako bi se
procenila stresna opterec¢enost. Pored navedenog u obzir se moraju uzeti izmerene srednje
temperature ali i karakteristike distribucija frekvencije temperature za odredenu regiju kako
bi tumacenje termalne opterecenosti bilo potpuno.

Kljuéne reci: temperature povrsine tela, termogram, temperature regije tela, toplotni stress,

krave
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ABSTRACT

The aim of this study is to examine diurnal varation of frequency distribution
and average body surface temperature values measured by an infrared thermal imaging
camera in cows during heat stress and thermoneutral period of summer’s day. 30 lactating
Holstein-Friesian cows were included in the experiment. Body temperature was measured
using a non-invasive infrared thermal imaging camera. The recording was done laterally
from approximately the same distance from the animal, about 2m. One recording was taken
during the hottest part of the day (THI >72), and the other recording was taken during the
thermoneutral period of the day (THI <72). The range of temperatures measured on the
body surface of cows in the thermoneutral period was 22-38°C, while in heat stress it was
36-39.5°C. There were significant differences in the mean values of temperatures of
different parts of the body in the thermoneutral period and heat stress: whole body
29.6:38°C (p<0.0001); udder 32.6:38.5°C (p<0.0001); head region 31:37.6°C (p<0.0001);
front extremities 28.3:36.9°C (p<0.0001); hind limbs 27.6:37.4°C (p<0.0001); dorsal-lateral
part of abdomen 29.5:38.4°C (p<0.0001) and ventral-lateral part of abdomen 29.9:37.8°C
(p<0.0001). When observing the shape of frequency distributions for body temperature, we
see that the distribution for the whole body is normal and symmetrical in the thermoneutral
period, while a slight asymmetry to the right with certain prominent hottest spots is shown
in heat stress. The diurnal variation of the body surface temperature in the thermoneutral
and stressful period of the day in cows on farms is statistically significant different, so that
the temperature range and the mean temperatures were higher in the hottest part of the day.
The obtained data indicate that it is necessary to continuously record the body temperatures
of cows during the day in order to assess the stress load. In addition to the above, the
measured mean temperatures must be taken into account, as well as the characteristics of the
temperature frequency distributions for a certain region in order for the interpretation of the
thermal load to be complete

Key words: body surface temperature, thermogram, body region temperature, heat stress, cows

uvoD

Zbog globalnog zagrevanja i porasta
svetskog proseka temperature, postoje znacajna
odstupanja  temperature u velikom broju
geografskih regija, pa tako i u naSoj. Indeks
temperature 1 vlaZnosti vezduha je sve
nepovoljniji, pa krave iz termoneutralne zone
ulaze u zonu toplotnog stresa (1). Toplotni stres
je stanje u kom jedinke izlozene visokim
ambijentalnim  temperaturama  troSe velike
koli¢ine energije za podhladivanje, umanjujuci
pri tome sopstvenu energiju za proizvodnju i
odrzavanje zdravlja, a promene nastaju na svim
nivoima ukljucujuéi i celularne adaptacije (2,3).
THI indeks izmeren na teritoriji Vojvodine u
proteklih 15 godina neminovno pokazuje da je

toplotni stres sve intenzivniji i njegovo trajanje je
sve duze tokom godine (4,5). Krave su posebno
osetljiva kategorija zbog visoke proizvodnje mleka
koja je podrzana preusmeravanjem energije na
vime, a svaki nedostatak energije i hranljivih
materija moze dovesti do razliCitih produktivnih
bolesti (6-10).

Prezivari se rashladuju odavanjem
temperature sa povrsine tela, sto Kkorelira sa
metabolickim izmenama u telu i THI indeksom
sredine, pa temperature tela c¢ini pogodnom za
procenu toplotne opterecenosti (11). Ukupna
energija zracenja koju neko telo emituje ili
apsorbuje zavisi od energije koju telo odaje. Da bi
se odredila temperatura koju telo emituje mora se
znati stepen emisivnosti merne povrsine. Telo cija
je povrsinska temperatura veéa od apsolutne nule
uopste ne emituju energiju talasne duzine




elektromagnetnog spektra. Najve¢i deo energije
koju tela emituju zracenjem ima talasnu duzinu
7-14 um, i naziva se infracrveno (IR) zracenje.
Kod zivotinja je 40-60% gubitka toplote unutar
ovog opsega, a procena temperature koje telo
emituje radijacijom obi¢no se vrsi preko merenja
intenziteta zracenja. lzvor zracenja je povrsina
tela, tj. izmerene vrednosti opisuju pre svega
temperaturu povrsine koze zivotinje. Uredaji koji
mere temperature odredene povrSine, baziraju se
na emisiji infracrvenog zracenja i formiranja slike
(12). Termovizijska kamera je wuredaj za
bezkontaktno snimanje emisije toplote, odnosno
infracrvenog zracenja, pa se naziva infracrvena
kamera. Rezultat snimanja termovizijskom
kamerom je fotografija—termogram. Termogram
se odlikuje paletom boja od Zute i crvene koje
ukazuju na toplija mesta do plave i ljubicaste,
koje ukazuju na hladnija mesta. Svaki termogram
je slika za sebe i uz svaki termogram mora
postojati paleta boja, koja predstavlja rezultat
odredenog merenja. Termovizijska kamera meri
emisiju  toplote preko tzv. kadmijumskih
detektora. Ovi detektori su napravljeni od
kadmijum merkuri telurida i imaju moguénost da
skupljaju  kvante-odredene koli¢ine toplotne
energije. Toplotna energija poseduje elektricnu
otpornost koja se menja kada detektor primi
kvant toplote. Nastale promene preko sabiraca i
izmenjivaca daju termogram (13). Termografska
oprema nalazi sve vecu primenu i1 u veterini,
posto je infracrvena termografija neinvazivna
bezbedna metoda. U veterinarskoj medicini
infracrvena  termografija (IRT) se koristi
prvenstveno u dijagnostiCke svrhe, ali 1 za
procenu  dobrobiti  Zivotinja. Prvi  radovi
objavljeni su pre gotovo Cetiri decenije (14) gde
su autori procenili efikasnost infracrvenog
skeniranja kao tehnike za otkrivanje estrusa i
zakljucili da infracrvena kamera moze posluZiti
kao dodatni dijagnosticki metod. Takode,
infracrvena kamera moze posluziti 1 za ranu
dijagnostiku mastitisa (15). Medutim, upotreba
termovizijske kamere 1ma 1 odgovarajuca
ogranicenja. Glavna ograni¢enja u upotrebi
termovizijske kamere se odnose na to da
termogrami moraju biti napravljeni bez direktnog
delovanja suncevog zracenja, kao i1 da povrSina
dla¢nog pokrivaca, kod goveda mora biti Cista i
bez prisustva stranih materijala (omce, lanci 1 sl.).
Slike IRT-a mogu ukazivati na promene

temperature odredenih delova tela nastale kao
posledica vazodilatacije 1 lokalnog povecanja
protoka krvi, Sto rezultira poveéanjem temperature
koze nastale kao posledica delovanja visokih
temperatura. Svaku termalnu sliku odredene
povrSine treba posebno obraditi 1 odrediti
distribuciju  frekvence temperatura  (odrediti
minimalne, maksimalne 1 prosecne temperature)
koris¢enjem  adekvatnog softvera. Medutim,
promene u maksimalnom IRT povrSine tela su bolje
povezane sa promenama unutrasnje telesne
temperature 1 fizioloSkim odgovorima na stres, kao
I promenama u laktaciji i metabolizmu.

Cilj ovog istraZzivanja je da se ispita diurnalna
varijacija distribucija frekvencije 1 prosecne
vrednosti temperature povrSine tela koje su
izmerene infracrvenom termovizijskom kamerom
kod krava tokom stresnog i termoneutralnog dela
dana u letnjim mesecima.

MATERIJAL | METOD

U ogled je uklju¢eno 30 krava Holstajn-
frizijske rase u laktaciji. Krave su hranjene
standardnom krmnom smeSom pomoéu TMR
obroka. Voda je bila dostupna ad libitum. Krave su
boravile u intenzivnom uzgoju i poluotvorenom
objektu. Merenje telesne temperature vrSeno je
pomocu neinvazivne termovizijske kamere Testo
865 (Nemacka). Snimanje je vrSeno lateralno sa
priblizno iste udaljenosti od Zivotinje od oko 2m.
Tokom snimanja krave nisu remecene u svom
trenutnom ispoljavanju ponaSanja. Jedan snimak je
napravljen tokom najtoplijeg dela dana (kada je
THI indeks iznad 72), a drugi snimak tokom
termoneutralnog perioda dana (kada je THI indeks
ispod 72). Dobijeni termogrami su statistiCki
obradeni pomocu IRSoft softvera specijalizovanog
za obradu slika dobijenih Testo kamerom. U radu
¢e biti prikazan tipi¢an termogram krave u
termoneutralnom periodu i toplotnom stresu i
distribucija frekvencija (graficki prikaz, srednja
vrednost, minimalna vrednost i maksimalna
vrednost) izmerenih telesnih temperatura u preko
10000 tacaka za sledece regije: celo telo, vime,
glavu, prednje ekstremitete, zadnje ekstremitete,
dorzo-lateralnu stranu abdomena i ventrolateralnu
stranu abdomena. Podaci su predstavljeni kao fuzija
podataka od svih 30 ispitivanih krava. Uraden je t-




test parova u cilju ispitivanja statisticke
znacajnosti razlika izmerene srednje vrednosti
temperatura za krave u termoneutralnom periodu

1 toplotnom stresu. KoriS¢en je statisticki paket
SPSS (IBM, SAD).
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REZULTATI

Tipi¢ni termogram krava u termoneutralnom
periodu sa pripadaju¢im distribucijama frekvencije

povrsine

odabranih delova tela

prikazan je na slici 1, dok su na slici 2 prikazani

podaci

za krave

u termoneutralnom periodu.

Rezultati t-testa parova bi¢e prikazani kao nivo
statistiCke znacajnosti za svaku regiju posebno.
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Slika 1: Temperatura povrSine razli¢itih regija tela kod krava u termoneutralnom period
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Razlikovanje krava u termoneutralnom
periodu 1 toplotnom stresu moguca je
jednostavnom adspekcijom termograma.
Prikazane su razlicite boje povrsite tela, tako da
kod krava u termoneutralnom periodu
dominiraju zelena do Zuta i narandzasta povrSina
tela, dok je povrsina tela kod krava u toplotnom
stresu zauzimala tonove od narandzastih do
crvenih. Raspored boja nije vezan samo za
izmerenu temperaturu ve¢ i1 za odnos koji
temperature tela medusobno ispoljavaju odnosno
raspon  izmerenih  temperatura.  Raspon
temperatura koji je izmeren na povrsini tela kod
krava u termoneutralnom periodu bio je od 22-
38°C, dok je u toplotnom stresu bio od 36-
39,5°C. Najtoplija regija tela je vime i ona se u
oba sluc¢aja prikazuje kao najintenzivnije crveno
obojena regija. Pogledati termogram krava na
slici 11 2.

Postojale su znacajne razlike u srednjim
vrednostima temperatura razli¢itih delova tela u
termoneutralnom periodu i toplotnom stresu i to
za: celo telo 29,6:38°C (p<0,0001); vime
32,6:38,5°C (p<0,0001); regija glave 31:37,6°C
(p<0,0001); prednji ekstremiteti 28,3:36,9°C
(p<0,0001); zadnji ekstremiteti 27,6:37,4°C
(p<0,0001); dorzalni deo abdomena 29,5:38,4°C
(p<0,0001) i ventralni deo abdomena
29,9:37,8°C (p<0,0001).

Kada se posmatra oblik distribucija
frekvencija za temperaturu tela vidimo da je
distribucija za celo telo normalna i1 simetri¢na u
termoneutralnom  periodu, dok je blaga
asimetrija udesno sa odredenim istaknutim
najtoplijim tackama prikazana kod toplotnog
stresa. Distribucije ostalih delova tela pokazuju
ve¢i stepen asimetrije, Cesto sa izraZenijom
bimodalnoscu.

DISKUSIJA

Kod procene toplotnog optereceja
perifernih delova tela, temeperatura ekstremiteta
je vazan pokazatelj. Merenja temperature
perifernih  delova tela potvrdila su veéu
varijabilnost jer formiraju odredenu vrstu
medijuma izmedu tela i temperature okoline,
uglavnhom putem procesa konvekcije (16).
Bioloski, IRT svakog regiona spoljaSnje
povrSine tela varira u zavisnosti od lokalnog
tkivnog metabolizma i protoka krvi kao i

sposobnosti tela da apsorbuje i emituje zraCenje
(17). Ekstremiteti su vazni izvori gubitka toplote
kod goveda (18,19). Promene u perifernim IRT su
dominantniji u proksimalnom delu ekstremiteta u
odnosu na druge delova tela, jer je miSi¢na
struktura mnogo aktivnije implementirana u
odrzavanje telesne mase, pa je i povecan obim krvi
u krvnim sudovima koji vaskularizuju to podrucje
(20,21). IRT spoljasnjih povrSina tela pokazuje
potencijal da proceni stepen promene telesne
temperature kao odgovor na mikroklimatske
uslove.

Jedno istrazivanje (22) je imalo za cilj da
ispita temperature odredenih regija tela tokom
trajanja toplotnog stresa. Vrednosti THI indeksa su
se kretale 69,2 do 89,69. lzmerena temperatura
okoline je bila od 20,7 do 37,9°C; dok je relativna
vlaznost bila od 52% do 95%. Rezultati su pokazali
da je najviSe izmerena temperatura bila u
infraorbitalnoj regiji, lateralnom delu vimena,
boc¢nom delu vimena, levoj polovini tela i desnoj
polovini tela. Primecena je i pozitivna korelacija
izmedu toplotnog opterecenja i izmerene regije oka
i leve polovine tela, dok je umerena korelaciona
veza nadena izmedu regije oka i lateralne strane
donjeg dela akropodijuma. Pokazano je da su
najtopliji delovi tela pripadali regiji glave (23).
Regija bokova je imala neSto nize izmerene
temperature, dok su najniZe temeprature zabeleZene
u regiji ekstremiteta. Razlog za nastale promene se
moze objasniti time da se kod toplotnog
opterecenja krava aktiviraju mehanizmi za odavanje
viska toplote pa se kao posledica periferne
vazodilatacije krvnih sudova koZe krv Salje u
vitalne organe. Shodno navedenom, odredene regije
pokazuju viSu temperaturu usled prisustva vece
koli¢ine krvi (24).

Merenje povrSine telesne temperature je
veoma znacajno jer se pokazalo da postoji
povezanost poviSene temperatue infraorbitalne
regije sa vrednostima THI indeksa, dok su distalni
delovi ekstremiteta imali neS$to nizu temperature
(25). Na osnovu rezultata istrazivata moze se
zakljuCiti da temperatura odredenih podrucja
(infraorbitalna regija, podrucje vrata, leda, stomaka,
vimena, distalnih delova ekstremiteta) predstavlja
dobre indikatore za procenu toplotnog opterec¢enja
(26). Vime se takode smatra dobrim indikatorom
toplotne opterecenosti. U istrazivanjima je nadeno
da je temperatura vimena u najtoplijem delu dana
iznosila 30,71°C (27, 28). Istrazivaci su napravili




infracrveni ~ termogram  temperature  tela
neposredno pre i nakon hladenja. Temperatura
okoline je bila izmedu 27 i1 31°C. Rezultati
merenja su pokazali da nakon rashladivanja u
trajanju od 60 sekundi temperatura u izmerenim
regijama je bila niza za 1,2°C. Utvrdeno je da
termografska merenja odredenih regija tela (leva
polovine vimena, zadnji deo vimena) pokazuju

razliCit stepen korelacije sa fizioloSkim
parametrima  toplotnog  stresa  (rektalna
temperatura,  frekvencija  disanja, srcana
frekvencija i1 dahtanje) (29). Umerena

korelaciona veza je nadena izmedu temperature
oka i rektalne temperature (0,57) kao i izmedu
zadnjeg dela vimena i rektalne temperature
(0,69). Visoka korelaciona povezanost je nadena
izmedu lateralnog dela vimena 1 rektalne
temperature (0,74). Umerena regresiona veza je
nadena izmedu regija koje su slikane 1
respiratorne frekvence, kao i sa frekvencom
sréanog rada. S obzirom da je rektalna
temperatura pokazala najveéu  regresionu
povezanost sa termogramima, smatra se da je
ona dobar pokazatelj toplotnog opterecenja.
Regije koje se smatraju signifikantnim za
procenu toplotnog stresa su lateralna povrSina
vimena i zadnji deo vimena. Razlog za ovakve
nalaze se moze objasniti ¢injenicom da kod
toplotnog stresa organizam pokuSava da se
oslobodi  viska  toplote, pa  ukljucuje
kompenzatorne mehanizme za njeno odavanje
(povecanje rektalne temperature, povecanje
sr¢ane frekvence 1 frekvence disanja). Takode je
nadena umerena korelaciona veza izmedu
termograma i temperatura izmerenih U
popodnevnim ¢asovima, S$to ukazuje da je
najveée toplotno optere¢enje u popodnevnim
Casovima. Nadene su umerene do visoke
korelacije (0,58-0,88) izmedu temperature
povrsine koze 1 vrednosti THI indeksa (30).
Temperature zadnjeg dela i levog boka imale su
nizu korelaciju sa vrednostima THI indeksa
(0,58 i 0,62). Temperature prednjih papaka bile
su u visokoj korelaciji sa vrednostima THi
indeksa (levo: 0,83; desno: 0,88). Temperature
desnog boka 1 glutealne regije su imale niZu
korelaciju sa temperaturom okoline u poredenju
sa temperaturom papaka. Temperaturna razlika
izmedu levog 1 desnog boka zajedno sa
temperaturom celog tela i trupa imala je direktnu
korelacionu vezu sa vrednostima THI indeksa.

Cinjenica da su zadnji deo tela i levi bok pokazali
nizu korelaciju sa vrednostima temperature okoline
od ostalih delova tela nije iznenadujuce. U jednoj
studiji (31), temperatura zadnjeg dela tela je bila
najponovljivija IR osobina merena u dva uzastopna
dana. Ova c¢injenica sugeriSe da je ova lokacija
prili¢no temperaturno stabilna 1 da se nece odraziti
na promene temperature okoline.

Proucavani su efekti evaporativnog hladenja
tokom ekspozicije toplotnom stresu kod izraelskih
Holstajna  koriste¢i infracrvene kamere (32).
Zivotinje su dva sata naizmeniéno prskane vodom u
trajanju od 0,5 minuta, a zatim su hladjene
ventilatorima (3m/s) u trajanju od 4,5 min. Njihova
rektalna temperatura je pala sa 38,2°C na 36°C i
ostala nepromenjena jo$ sat vremena. Termogrami
krava su takode otkrili pad od 1,5°C koji je nastao
kao posledica hladenja. Kao deo istrazivanja zastite
goveda od visokih temperatura okoline, uraden je
ogled koji podrazumeva termografsko pracenje
temperatura povrsine tela neposredno pre, 15, 30 1
45 minuta nakon hladenja, kao i nakon potpunog
suSenja (27). Odredili su i najtoplije zone na koje su
bile izlozene visokim temperaturama. Temperature
vazduha u vreme ogleda su bile izmedu 27 i 31°C.
Goveda su prskana vodom u trajanju od 60 sekundi,
pomocu specijalnih prskalica postavljenih iznad.
Najtoplije zone su bile regija vrata, ramena i rebara.
Nakon zavrSenog perioda hladenja srednja
temperatura povrsine tela je pala za 1,2°C tokom 45
do 60 minuta.

Osim upotrebe termovizijske kamere, za
procenu toplotnog optereéenja postoje i osetljivije
metode. Jedna od njih je kacenje automatskog
sistema za pracenje temperature na metatarzusu
krave. Ovakav nacin procene toplotnog opterecenja
pokazuje izuzetno preciznu pozitivnu korelaciju sa
temperaturom 1zmerenom klasicnom
termovizijskom kamerom (33). Ova metoda
pokazuje da vrednosti THI indeksa direktno uti¢u
na temperature odredenih regija tela, koja se
smatraju signifikantnim za procenu toplotnog
stresa. Osim navedenog, prednost koriS¢enja
termovizijske kamere je u tome Sto postoji
mogucénosti kontinuiranog pracenja temperature
krava na farmi i predstavlja koristan izvor podataka
u konceptu digitalizacije farme krava.




ZAKLJUCAK

Diurnalno variranje temperature povrsine
tela u termoneutralnom i stresnom periodu dana
kod krava na farmama je statisticki znacajno,
tako da su distribucije temperatura i srednje
vrednosti za pojedine regije vise u najtoplijem
delu dana. Dobijeni podaci ukazuju da je
neophodno da se Kkontinuirano tokom dana
beleze telesne temperature krava kako bi se
procenila stresna opterecenost. Pored navedenog
u obzir se moraju uzeti izmerene srednje
temperature ali i karakteristike distribucija
frekvencije temperature za odredenu regiju kako
bi tumacenje termalne opterecenosti bilo
potpuno.
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SAZETAK

U savremenoj veterinarskoj medicini, prilikom pregleda zivotinja, redovno se uzima
krv za laboratorijske analize. Krv se koristi da bi se dobio uvid u zdravstveno stanje jedinke,
odnosno za hematoloske i biohemijske analize, kao i za druge neophodne analize. Jedan od
prvih i najstarijih dijagnosticko-laboratorijskih metoda jeste krvni razmaz. Krvni razmaz
predstavlja hematoloski preparat koji se dobija tako Sto se kap pune krvi stavi na predmetno
staklo i pomoc¢u mikroskopske ploc¢ice rasiri na predmetnom staklu. Ovako napravljen
hematoloski preparat se pregleda pod mikroskopom i dobija se uvid o karakteristikama krvi i
njenih elementa. Ovaj rad ima za cilj da se istaknu razi¢ite metode pripreme krvnih razmaza,
kao i1 da se istaknu osnovne smernice prilikom njihove izrade, kako bi veterinari klinicari
imali podsetnik i smernice za pravilnu pripremu preparata u dijagnosticke svrhe.

Kljucne reci: bojenje preparata, krv, krvni razmaz, protocol




ABSTRACT

In contemporary veterinary medicine, during animal examinations, blood is routinely
collected for laboratory analyses. Blood is used to gain insight into the individual's health
status, specifically for hematological and biochemical analyses, as well as other necessary
tests. One of the earliest and oldest diagnostic laboratory methods is the blood smear. A
blood smear is a hematological preparation obtained by placing a drop of blood on a
microscope slide and spreading it using a coverslip. The resulting hematological preparation
is examined under a microscope to provide insights into the characteristics of blood and its
components. This paper aims to highlight various methods for preparing blood smears and to
emphasize the fundamental guidelines in their creation. The goal is to provide clinical
veterinarians a reminder and guidance for the proper preparation of specimens for diagnostic

purposes.

Key words: blood, blood smear, staining, protocol

uvoD

Krvni razmaz predstavlja jedan od
najrasirenijih i naj¢esée korisc¢enih laboratorijskih
testova u veterinarskoj medicini. Kao klini¢ka
dijagnosticka procedura, krvni razmaz se poceo
koristiti krajem 18. veka i od tada predstavlja
nezamenjivi dijagnosticki alat u veterinarskim
ustanovama. Ne moze Se sa sigurnoscu utvrditi ko
je prvi poc¢eo koristiti krvni razmaz kao klini¢ko-
laboratorijsku proceduru, ali se zna da Antoni van
Levenhuk  (Antonie van Leeuwenhoek) u
sedamnaestom veku prvi opisuje krvne celije na
osnovu preparata pune krvi. Kasnije, u
devetnaestom veku, uvodenje i koriS¢enje
anilinskih  boja prilikom pravljenja  krvnih
razmaza i njihovim pregledom pod mikroskopom,
omogucilo je individualno proucavanje krvnih
¢elija. Paul Erlih (Paul Ehrlich) je 1856. godine
uveo eozin kao prvu boju koja se Koristi za
bojenje krvnih razmaza. 1865. godine je uveden i
hematoksilin, a nakon toga i metahromatske
Romanovski boje. Od tog perioda, pa do sada,
usavrSavane Su tehnike koje se uglavnom sastoje
od poboljsanja u kvalitetu boja, postupcima
bojenja, automatizaciji pripreme mikroskopskih
stakala, ali sama procedura pripreme i analize
krvnog razmaza se nije menjala (1).

KLINICKI ZNACAJ

Krvni razmaz je prvi korak u proceni
celokupnog zdravstvenog statusa organizma.
Koristi se za odredivanje distribucije leukocita,
odnosno leukocitarne formule. Pregled krvnog
razmaza, kao jednostavna i jeftina metoda, nam
moze dati  veliki  spektar  dijagnostickih
informacija.  Primer toga jeste promena
morfologije eritrocita, koja nam moze ukazivati
na hronic¢an gubitak krvi, kao i izloZenost raznim
toksinima koji dovode do hemolize eritrocita.
Promenjena morfologija belih krvnih zrnaca nam
moze Uukazati na prisustvo inflamatornog
odgovora organizma, a takode moze ukazati i na
leukemije. U nekim slucajevima, kao Sto je
prisustvo patognomonicnih celijskih inkluzija ili
neoplasti¢nih ¢elija, krvni razmaz moze posluziti i
u postavljanju konac¢ne dijagnoze (2,3,4,5).

Osim  morfoloskih ~ promena  krvnih
elemenata, prilikom mikroskopskog pregleda
krvnog razmaza mogu Se uociti i parazitske
infestacije. Jedna od parazitskih infestacija koja se
moze uociti jeste dirofilarioza. Dirofilarioza jeste
bolest izazvana sr¢anim crvnom Dirofilaria
immitis i klini¢ki je najznacajnija kod pasa. Jedna
od dijagnostickih procedura koje se koriste kod
ovog oboljenja jeste dokazivanje postojanja
mikrofilarija u krvi mikroskopskim pregledom

krvnog razmaza (6).



Osim dirofilarioze, jedno od najcescih
parazitskih oboljenja koje se dijagnostikuje
pregledom krvnog razmaze jeste i babezioza.
Babezioza je oboljenje sisara koje je uzrokovano
brojnim vrstama protozoa iz roda Babesia.
Predilekciono mesto za ovu protozou jesu
eritrociti, u kojima se ovaj parazit nalazi u obliku
bisaga (7).

Priprema krvnog razmaza za osnovni cilj
ima Sirenje ¢elija, odnosno eritrocita, belih krvnih
zrnaca i trombocita, tako da se dobije jednosloj
(monosloj) ¢elija. U tom monosloju celija,
eritrociti bi trebali da se nalaze jedni pored drugog
i da se retko dodiruju. Bela krvna zrnca treba da
budu lepo rasporedena i vidljiva, kao i dobro
obojena  prilikom  bojenja radi  procene
citoplazmatskih i nuklearnih  karakteristika.
Trombociti treba da se nalaze ravnomerno
rasporedeni i dobro vidljivi. Ukoliko je sloj krvi
na predmetnom staklu previse debeo, krvne celije
su kontrahovane previse, ili im je nejasha
morfologija 1 lose su obojene. Takode, u
pretankom sloju krvnog razmaza dolazi do
promene u morfologiji celija, gde se uocavaju
oSteCene ivice celija, Sto otezava klasifikaciju i
morfolosku procenu samih celijskih elemanata

(2).

Literaturni podaci navode da je cak 70%
klinickih odluka i dijagnoza podrzano nekom
laboratorijskom dijagnostikom (8). Krvni razmaz
je osnovno i visoko informativno hematolosko
sredstvo koje je na raspolaganju klini¢arima u
skriningu, dijagnostici, pracenju progresije bolesti
i pracenju odgovora na terapiju. Dobro
razumevanje interpretacije razmaza krvi je vazno
za uspesnu klinicku praksu (9).

Uprkos napretku u  automatizaciji
hematologije i primenom molekularnih tehnika,
krvni razmaz je ostao veoma vazan dijagnosticki
test, kako u humanoj, tako i u veterinarskoj
medicni. A kvalitetan razmaz, detaljan pregled i
pravilnu interpretaciju u skladu sa klinickim
stanjem pacijenta treba da obezbedi veterinar (9).

Zbog svega navedenog, za cilj ovog rada
postavljamo da se istaknu najéeS¢e koriScene
metode prilikom pripreme krvnih razmaza, kao i
osnovne smernice u njihovoj izradi, sve do
procesa pregleda preparata pod mikroskopom.

Mikroskopski pregled nece biti tema ovog
rada zbog svoje kompleksnosti i opSirnosti, te
prevazilazi temu kojom se bavimo.

PRIPREMA KRVI ZA IZRADU RAZMAZA

Da bi se osigurali tacni i pouzdani
rezultati, moraju se kontrolisati preanalitiCke
varijable koje mogu uticati na kvalitet krvnog
razmaza. Prvobitno, odnos krvi i antikoagulansa
treba da bude u odgovarajucoj srazmeri, na Sta
najces¢e ne moramo da obra¢amo paznju ukoliko
se venska krv uzima u epruvetama sa vakum
sistemom koji u svojoj unutrasnjosti sadrze
antikoagulans. Etilendiamintetrasir¢etna Kiselina
(EDTA) je antikoagulans izbora prilikom
uzimanja Kkrvi za ovu proceduru. Krvne razmaze
je najbolje napraviti u roku od 2 sata od momenta
uzimanja krvi. Kasnjenje u pripremi razmaza Krvi
moze omoguciti degeneraciju ¢elijskih elemenata
krvi i moze dovesti do pseudo-trombocitopenije
zbog  formiranje trombocitnih agregata (9).
Neposredno pre uzimanja kapljice krvi iz epruvete
neophodno je blago pomesati krv kako bi se
izbegla sedimentacija ¢elija u epruveti. Ukoliko se
krvni razmazi prave sa kapilarnom krvlju,
neophodno je napraviti ubod tkiva i pri tome treba
voditi racuna da se obezbedi minimalno ostecenje
tkiva. Takode je neophodno imati na umu da visak
tkivne te¢nosti uti¢e na distribuciju celijskih
elemenata krvi, te je s toga bolje Koristiti lancete
nego obicne igle za ubod u tkivo.




TEHNIKE PRAVLJENJA KRVNIH RAZMAZA

U nauc¢noj literaturi se navodi vise tehnika
izrade krvnih razmaza od kojih se u praksi
najéeScée koristi takozvana ,.klin“ metoda o kojoj
¢e U ovom radu biti najvise re¢i. Pored nje,
takode se u praksi Cesto upotrebljava i ,krst*
metoda, odnosno metoda sa predmetnim staklom
i pokrovnim staklom, kao i metoda sa dva
pokrovna stakla (10).

“KLIN” METODA (TWO SLIDE “WEDGE”
METHOD)

Kod ove metode se kap dobro izmesane
krvi stavlja na takozvani kliza¢, odnosno
predmetno staklo, blizu kraja jedne ivice (1
centimetar od ivice) (10). Kap krvi se nanosi
pomocu plasti¢nih kapilarnih ili
mikrohematokritskih cevéica. Staklene cevcice
nisu preporucene za upotrebu, zbog moguénosti
njihovog lomljenja (1). Drugo predmetno staklo
koje sluzi za Sirenje (razvlaCenje) kapi Krvi
stavlja se na osnovno predmetno staklo (klizac)
ispred krvi i pomera unazad da bi dodirnulo kap
krvi. Prilikom tog dodira, krv se $iri duz osnovne
Sirine stakla. Pod uglom od 30-40 stepeni, u
odnosu na donje predmetno staklo, gornjim
predmetnim staklom vrsi se povlacenjem laganim
pokretom do kraja predmetnog stakla (klizaca)
(10). Ova metoda prikazana je na Slici 1.

Razmazi krvi ukoliko se pravilno naprave,
imaju glatki prelaz od debelog sloja do tankog
sloja (2). Faktori koji uti¢u na debljinu krvnog
razmaza su: veli¢ina kapi krvi, broj crvenih
krvnih zrnaca i ugao izmedu predmetnih stakala
(11). Previse tanak krvni razmaz moze dovesti do
promene u morfologiji eritrocita, koji dobijaju
izgled sferocita, dok su bela krvna zrnca previse
uvelicana (12). Ukoliko se predmetno staklo koje
sluzi za razvlacenje kapi krvi po klizac¢u drzi u
previSe tupom uglu, ili ukoliko je pritisak na
kliza¢ prejak, dolazi do nejednakog razmazivanja
krvi po klizacu. Takode, preveliki pritisak dovodi
do toga da se leukociti, nakupljaju duz ivice
samog krvnog razmaza. Mali pritisak prilikom
sirenja kapi krvi dovodi do pojave kratkih i
debelih mrlja. Faktor koji takode uti¢e na debljinu
krvnog razmaza jeste i viskozitet krvi. Ukoliko je
viskoznost krvi velika, krvni razmaz ¢e biti deblji

(2).

Kod uzorka krvi koji ima malu viskoznost,
ugao izmedu klizaca i tobogana treba da se
koriguje, tako da bude tuplji ugao (40-45 stepeni),
dok kod visokoviskoznih uzoraka krvi, taj ugao se
smanjuje (manji od 30 stepeni) (2).

"KRST” METODA (TWO SLIDE “CROSS”’
METHOD)

Ova metoda se znacajno manje Koristi u
praksi nego ,,klin“ metoda. Prednost ove metode je
u tome Sto manje ostecuje Celije | moze Se Koristiti
na terenskim uslovima gde nedostaje ravna i Cista
povrsina (13).

Procedura pravljenja krvnog razmaza ovom
metodom je slicna kao u prethodnoj metodi. Od
opreme je neophodna krv, i dva predmetna stakla.
Kap krvi se pomoc¢u mikropipete ili kapilarne
cevCice stavi na predmetno staklo, a zatim se sa
drugim predmetnim staklom pokriva (pod pravim
uglom u odnosu na donje predmetno staklo da bi se
formirao ,,krst*). Pokrivanje se vrsi polako i ravno
(bez pritiska nadole), krv se $iri pod tezinom stakla
I gornje predmetno staklo se nezno i glatko pomera
duz donjeg predmetnog stakala (13). Krvni razmazi
proizvedeni ovom metodom obi¢no imaju jajoliki
oblik koji je deblji na polovima i manje gust u
sredini i sa strane (Slika 2).

METODA SA PREDMETNIM STAKLOM |
POKROVNIM STAKLOM (COVER-SLIP AND
SLIDE METHOD)

Slicno gore navedenoj metodi, umesto
drugog predmetnog stakla moze se Koristiti
pokrovno stakalce (Slika 3). Kap krvi se stavlja na
predmetno staklo, a zatim se na kap krvi stavlja
pokrovno stakalce (bez pritiskanja prstima). Krv se
Siri pod tezinom pokrovnog stakala i pokrovno
staklo se povlac¢i duz dugacke o0se predmetnog
stakla da bi se krv dalje sirila. Operater mora da
pazi da ne primeni preveliki pritisak i ne polomi
pokrovno staklo, jer nastali komadiéi stakla mogu
izazvati povredu operatera i dospevanje fragmenata
stakla u krvni razmaz (13).




Slika 1. Izrada krvnih razmaza ,,klin“ metodom

Slika 2: Izrada krvnih razmaza ,.krst” metodom

Slika 3: Izrada krvnih razmaza uz pomo¢
predmetnog i pokrovnog stakla

METODA SA DVA POKROVNA STAKLA (TWO
COVER-SLIP METHOD)

Kada su dostupne veoma male koli¢ine Krvi,
metoda ,,dva pokrovna stakla“ je koristan nacin za
pravljenje razmaza krvi. Kap krvi se stavlja na
pokrovno staklo, a zatim se drugo pokrovno staklo
stavlja na prvo. Krv se Siri pod tezinom drugog
pokrovnog stakla i kada se razdvoje, stvaraju se dva
filma (slika 4). Ova metoda obi¢no oduzima vise
vremena od ostalih opisanih metoda, posebno zato
sto se filmovi moraju bojiti ruénim metodama.
Nakon bojenja, filmovi se postavljaju na predmetno
staklo, bilo na trajni nacin pomocu medijuma za
montazu ili na privremeni nacin koris¢enjem ulja za
potapanje (sa stranom na kojoj se nalazi krvni
razmaz na dole) (13).

Sve opisane metode mogu se Koristiti za
izradu krvnih razmaza dovoljnog kvaliteta da bi se
omogucilo adekvatno mikroskopsko ispitivanje.
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Slika 4: Izrada krvnih razmaza uz pomo¢ dva pokrovna
stakla

ARTEFAKTI PRILOKOM PRAVLJENJA KRVNOG
RAZMAZA

Artefakti koji nastaju prilikom pravljenja
krvnog razamaza su najcesée uzrokovani loSim
tehnikama razvlacenja Kkrvi, sporim suSenjem U
vlaznim uslovima ili odloZzenom fiksacijom. Kao
vazan faktor koji dovodi do artefakata jeste u
suvoca/vlaznost predmetnog stakla. Ukoliko je
predmetno staklo bilo vlazno prilikom procesa
izrade krvnog razmaza, dolazi do nepravilnog
Sirenja Krvi po predmetnom staklu, $to utice na sam
izgled krvnog razmaza prilikom njegovog
posmatranja pod mikroskopom.




Celije krvi takode mogu biti oSteéene,
odnosno moze do¢i do promene u njihovim
morfoloskim karakteristikama. Ukoliko je susenje
preparata krvnog razmaza sporo, dolazi do
kontrakcije ¢elija krvi. Degenerativne promene u
krvnom razmazu, kao S$to su citoplazmatska
vakuolizacija u monocitima i neutrofilima,
fragmentacija celija sa jedrom ili nuklearna
lobulacija, ne nastaju kao posledica lose pripreme
krvnog razmaza, ve¢ Su cCesto povezane sa
neadekvatnim i produzenim skladistenjem krvnih
razmaza (1).

FIKSACIJA KRVNIH RAZMAZA

Fiksacija krvnih razmaza po preporuci se
obavlja pre pocetka bojenja. Neke ustanove
prilikom izrade krvnih razmaza 1 njihovog
bojenja, preskacu fiksaciju i krvne razmaze boje
odmah nakon susenja na vazduhu. Ova tehnika u
ve¢ini sluCajeva daje dobre rezultate prilikom
bojenja, medutim ako se krvni razmaz iz nekog
razloga ne moze obojiti, neophodno je izvrsiti
fiksaciju pre bojenja (11).

Osuseni Krvni razmaz se fiksira rastvorom
metanola ili etil-alkoholom. Da bi se  krvni
razmaz dobro fiksirao, potrebno je oko 10 do 20
minuta. Ukoliko je fiksacija nepravilna, ona moze
da izazove artefakte, u vidu refraktilnih granica
eritrocita (9). Fiksacija metanolom se vrsi tako
§to se ploc¢ica sa krvnim razmazom potapa u
rastvor za fiksiranje (metanol) 5-7 puta na 5-7
sekundi (17).

Fiksaciju krvnog razmaza treba obaviti $to
pre, najbolje bi bilo u vremenskom intervalu do
jednog sata od momenta pravljenja krvnog
razmaza. Rastvori za fiksiranje, kao i rastvori za
bojenje, trebali bi biti sa sto manje vode (najvise
3%), da bi se sprecio nastanak morfoloskih
artefakata. Preporuka je da se ploc¢ice sa krvnim
razmazom potapaju u posude sa rastvorima (1).

BOJENJE KRVNIH RAZMAZA

Krvni razmazi se najcesée boje Romanovski
bojama, koje se sastoje od hemijskih jedinjenja
tiozina i1 eozina. Postoji nekoliko metoda bojenja
koje koriste ove boje i u njih se ubraja: Wright,
Wright-Giemsa, May-Grunwald-Giemsa I
Leishman (15). Karakteristika bojenja  po
Romanovskom  jeste polihromazija, posebno
formiranje ljubicaste boje u hromatinu i granulama
neutrofila i trombocita. Polihromazija se koristi u
cilju razlikovanja populacije srodnih ¢elija,
posebno celija krvi, jer krvne ¢elije bivaju obojene
u tri boje (crvena, plava i ljubi¢asta) (16,17). Svi
tipovi bojenja su karakteristicni po tome $to daju
bazofilnu  boju  nukleinskim  kiselinama i
citoplazmatskim granulama bazofilnih granulocita,
dok eozinofilnu boju eritrocitima i eozinofilnim
granulocitima (13). Bojenje krvnih razmaza se
moze vrsiti manuelno ili pomoc¢u automatskih
uredaja za bojenje. Protokoli po kojima se krvni
razmazi boje se ¢esto razlikuju izmedu laboratorija.

Diff-Quik bojenje je modifikovano Wright-
Giemsa bojenje i ovde je istaknuto zbog svoje
Siroke primene u praksi. Za ovo bojenje se koriste
gotovi komercijalni rastvori koji se sastoje iz
fiksativa metanola (zelena boja), rastvora boje sa
Eozinom G u fosfatnom puferu (crvena boja) i
rastvora boje tiazina rastvorenog u fosfatnom
puferu (plava boje) (14,18).

ZAKLJUCAK

Uprkos velikom napretku u genetskim i
molekularnim tehnikama u dijagnostici razlicitih
bolesti, ispitivanje morfologije krvnih razmaza krvi
ostaje nezamenljiv alat u hematoloskoj praksi.
Kako bi veterinari mogli adekvatno da tumace
krvne razmaze, pre svega, neophodno je
poznavanje odgovaraju¢e tehnike izrade kvnih
razmaza. Ovaj rad pruza uvid u razli¢ite metode
ove tehnike Sto moze biti korisno veterinarima u
svakodnevnoj praksi.
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SAZETAK

Kada je re¢ o oboljenjima kod goveda, termografija svoju primenu pronalazi pre svega u
dijagnostici oboljenja lokomotornog sistema, zatim dijagnostici oboljenja vimena i koze.
Artritisi, a naroCito septi¢ni artritisi, predstavljaju jedno od najznacajnijih oboljenja
ekstremiteta kod goveda. Infekcije ili povrede, aktiviraju odbrambene mehanizme organizma
koji se manifestuju kretanjem toplote kroz tkivo, ve¢im protokom Kkrvi i pove¢anom
temperiranoS¢u povrsine. Upotrebom termovizijske kamere moguce je u ranim fazama
nastanka zapaljenskih procesa detektovati promene u temperiranosti povrSine u predelu
afektiranog tkiva. Poredenjem susednih ekstremiteta 1 detektovanje promena 1 razlika u
temperiranosti klinicki afektiranog 1 neafektiranog tkiva, ve¢ od minimum 0,5 °C, moze
ukazivati na pojavu zapaljenskih procesa. Rezultati ovog istraZivanja, predstavljenog u formi
prikaza slucaja, nedvosmisleno ukazuju na to da upotreba termografije upotpunjuje nalaze
opSteg klinickog pregleda pri sumnji na postojanje artritisa, te time zna€ajno utice na dalji tok
dijagnostickih i terapijskih procedura i protokola.

Kljucne reci: termografija, krava, atritis
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ABSTRACT

When it is about diseases in cattle, thermography found its application primarily in
diagnostics procedures of diseases of the locomotor system, then in diagnostics of udder and
skin diseases. Arthritis, especially septic arthritis, is one of the most important diseases in
cattle. Infections or injuries activate the body's defense mechanisms, which are manifested by
the movement of heat through the tissue, greater blood flow and increased temperature of the
surface. Using a thermal imaging camera, it is possible to detect changes in the temperature of
the surface in the area of the affected tissue in the early stages of the inflammatory process. By
comparing adjacent extremities and detecting changes and differences in the temperature of
clinically affected and unaffected tissue, as low as 0.5 °C, it could indicate the occurrence of
inflammatory processes. The results of this research, presented in the form of a case report,
unequivocally indicate that the use of thermography complements the findings of a general
clinical examination when arthritis is suspected, and significantly influencing the further course
of diagnostic and therapeutic procedures and protocols.

Key words: termography, cow. arthritis

OPIS SLUCAJA

Ovo istrazivanje sprovedeno je u okviru
kratkorocnog projekta od interesa za razvoj
naucnoistrazivacke delatnosti u AP Vojvodini u
2023. godini, pod nazivom: ,Rezilijentnost
metabolizma 1 laktacije krava na termicke
ekoloske faktore. Broj projekta: 142-451-
3035/2023-01/01.

U toku sprovodenja projektnih zadataka
pri farmi mle¢nih krava PIK ,,Becej”, odnosno
izvodenja snimanja termovizijskom kamerom -
Testo 865 (Testo, Bangkok, Tajland), kod 3 grla
uklju¢ena u procese snimanja, ustanovljena je
razlika u temperaturi/temperiranosti istih
anatomskih podrucja na susednim ekstremitetima
(Tabela 1.). Navedene razlike u temperiranosti
ukazivale su  naophodnost  sprovodenja
detaljnijeg klinickog pregleda radi postavljanja
konac¢ne ili presumptivne dijagnoze, a radi
sprovodenja daljih dijagnostickih a potom 1
terapijskih procedura i protokola.

Kod grla br. 1, a na osnovu klinickog
nalaza (Slika 1, 2; Tabela 1.) i1 poredenja
afektiranog podrucja zadnjeg desnog
ekstremiteta sa istim anatomskim podru¢jem
susednog — levog ekstremiteta, moZe se postaviti
presumptivna dijagnoza postojanja tarzalnog
artritisa. Za dalju evaluaciju oboljenja, kao i

postavljanje konaéne dijagnoze, neophodno je
sprovesti  sledeée  dijagnosticke  procedure:
rendgenolosku dijagnostiku i/ili  ultrazvu¢nu
dijagnostiku, a potom i probnu punkciju sa
laboratorijskom analizom dobijenog sadrzaja.

Kod grla br. 2, a na osnovu klinickog
nalaza (Slika 3, 4; Tabela 1.) 1 poredenja
afektiranog podrucja prednjeg desnog
ekstremiteta sa istim anatomskim podrucjem
susednog — levog ekstremiteta, moze se postaviti
presumptivha dijagnoza postojanja artritisa
papcanog zgloba. Za dalju evaluaciju oboljenja,
kao 1 postavljanje kona¢ne dijagnoze, neophodno
je sprovesti slede¢e dijagnosticke procedure:
rendgenolosku dijagnostiku 1/ili  ultrazvu¢nu
dijagnostiku, a potom i probnu punkciju sa
laboratorijskom analizom dobijenog sadrZaja.

Kod grla br. 3, a na osnovu klinickog
nalaza (Slika 5, 6; Tabela 1.) i1 poredenja
afektiranog podrucja prednjeg levog ekstremiteta
sa istim anatomskim podru¢jem susednog —
desnog  ekstremiteta, moZe se postaviti
presumptivna dijagnoza postojanja karpalnog
higroma. Za dalju evaluaciju oboljenja, kao i
postavljanje konacne dijagnoze, neophodno je
sprovesti ultrazvuc¢nu dijagnostiku, a potom i
probnu punkciju sa laboratorijskom analizom
dobijenog sadrzaja.




Tabela 1. Razlike u temperiranosti istih anatomskih podrucja na susednim ekstremitetima kod 3 razlicita grla

Razlikau
temperiranosti sa
susednim Klini¢ki nalaz —
Anatomsko podrudje ekstremitetom metode adspekcije i
izmerena palpacije
termovizijskom
kamerom
1. Temperirana oteklina
sa lateralne i
medijalne strane Tarzalni artritis,
sko¢nog zgloba, sa tarzalni higrom
prisutnim ostecenje
koze.

2. Temperirana oteklina
u predelu krune
papka, palpatorno
izrazito bolna.
Nemoguénost
oslanjanja/izrazito
teSko oslanjanje na
ekstremitet. Pri
ustajanju, Zivotinja
celu svoju tezinu
prebacuje na susedni
ekstremitet.

3. Bezbolna oteklina sa
nemoguénoséu
manuelnog
odredivanja razlike u Karpalni artritis,

temperiranosti karpalni higrom
izmedu susednih

ekstremiteta. Prisutan

fenomen fluktuacije.

Diferencijalne
dijagnoze

Redni br.
grla

Skocni zglob zadnje desne noge 2,6 °C

Papcani artritis,
artritis krunskog

Kruna papka prednje desne noge 7,7°C
zgloba

Karpalni zglob prednje leve noge 1,1°C

Slika 2. Direktnim izvodenjem termografije, te poredenjem termograma podrucja tarzalnih (sko¢nih) zglobova dva
susedna ekstremiteta iste Zivotinje, ustanovljena je razlika u temperiranosti koze afektiranog i neafektiranog

podrucja u vrednosti 2,6 °C.




Slika 4. Direktnim izvodenjem termografije, te poredenjem termograma u podrucju krune papaka tarzalnih
ustanovljena je razlika u temperiranosti koze afektiranog i neafektiranog podrucja u vrednosti 7,7 °C.

21707523810 2%

Slika 6. Direktnim izvodenjem termografije, te poredenjem termograma u podrucju karpalnih zglobova susednih
ekstremiteta iste zivotinje, ustanovljena je razlika u temperiranosti koze afektiranog i neafektiranog podrucja u

vrednosti 1,1 °C.




DISKUSIJA

Kao jedno od najznacajnijih oboljenja
ekstremiteta kod goveda, navodi se septicni
artritis (1). Septini artritis se moze javiti
direktnom traumom i/ili kontaminacijom zgloba,
prosirenjem  periartikularne  infekcije  ili
hematogenim Sirenjem (2, 3). U jednom
istrazivanju, 24% dijagnostikovanih oboljenja
kolenog zgloba je wuzrokovano septi¢nim
artritisom (4).

Kada je re¢ o oboljenjima kod goveda,
termografija svoju primenu pronalazi pre svega u
dijagnostici oboljenja lokomotornog sistema (pre
svega oboljenja distalnih delova ekstremiteta —
artritisa i oboljenja papaka), zatim dijagnostici
oboljenja vimena i koze (5, 6, 7, 8, 9).

Ono $to je bitno istaéi prilikom izvodenja
termografije u dijagnostici artritisa, jeste da se
termografija izvodi nakon izvrSenog opsteg dela
klinickog pregleda (koji pre svega podrazumeva
izvodenje adspekcije i palpacije), a pre izvodenja
drugih, specijalnih metoda klinickog pregleda,
kao i da je neophodno izvesti snimanja istih
anatomskih podrucja susednih ekstremiteta jer se
postavljanje dijagnoze zasniva na temperaturnoj
razlici dobijenih rezultata (6, 7, 8). U ovom
prikazu slucaja, termografija je takode izvedena 1
nakon opsteg dela klinickog pregleda, ali su
prethodni rezultati dobijenih termograma (kao
Sto je prethodno navedeno u opisu slucaja) bili
kljuéni u zapoCinjanju klini¢kog pregleda
Zivotinja, jer su ukazivali na postojanje razlika u
temperiranosti istih anatomskih podru¢ja na
susednim  ekstremitetima.  Istrazivanja  su
pokazala da razlike u temperaturnim vrednostima
od 0,5 do 1,5 °C izmedu afektiranog i
neafektiranog podrucja na susednim
ekstremitetima, govore u prilog postojanja
zapaljenskih procesa, naroCito ako postoje i
razli¢iti klinicki znaci koji govore u prilog
postojanja zapaljenskih procesa (6, 8). U naSem
prikazu slucaja, razlike u temperiranosti izmedu
afektiranih i neafektiranih struktura bile su
znaCajne (Tabela 1) i oznaCavale su postojanje
zapaljenskih procesa. Neinvazivnost
termografije, zatim detektovanje minimalnih
temperaturnih variranja poredenjem termograma
identi¢nih  struktura susednih akstremiteta,
svrstava termografiju u jednu od najkorisnijih
metoda u ranom postavljanju presumptivne

dijagnoze, kada pre svega dolazi do promena u
mikrocirkulaciji 1 povecanju temperiranosti
afektiranih struktura, a ne 1 do klini¢kih
manifestacija bolesti (5, 6, 7, 8).

Termografijom se mogu otkriti anatomske,
topografske i funkcionalne promene, ali ne i
tacne lokalizacije samih procesa, kao ni njihova
bliza karakterizacija, te je nakon sprovodenja
termografije neophodno sprovesti neku od
slede¢ih dijagnostic¢kih procedura (5, 6, 7, 8), §to
je  potvrdeno i naSim istradivanjem:
rendgenoloska dijagnostika, ultrazvucna
dijagnostika, probna punkcija, bekterioloska i
citoloska analiza sinovijalne te¢nosti i dobijenog
punktata. Takode, termografija u mnogome
doprinosi daljoj evaluaciji patoloskih procesa jer
praéenjem vrednosti temperaturnih varijacija
pomaze pracenju efekta sprovedenih terapijskih
protokola i procedura (5, 6, 7, 8).
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SAZETAK

Rezultati istrazivanja u ovomradu pokazali su da rasa durok u odnosu na jorksir i
landras rasu, ima manji volumen ejakulata ali je kod ove rase utvrdena najveca progresivna
pokretljivost 1 koncentracija spermatozoida kao i1 najveéi procenat proteina u spermalnoj
plazmi, a sa druge strane najmanji ukupan broj spermatozoida. Ovi rezultati vrlo konkretno
pokazuju da postoje znacajne razlike u vrednostima osnovnih parametara fertilizacionog
potencijala ejakulata, izmedu pojedinih rasa nerastova i da genetski potencijal rase uti¢e na
parametre ejakulata, a time i na fertilitet samog ejakulata.

Kljucne reci: ejakulat, spermatozoidi, nerastovi

ABSTRACT

Research results in this paper showed that the duroc breed, compared to yorkshire and
landrace, has a smaller ejaculate volume, but the highest progressive motility and concentration
of spermatozoa, as well as the highest percentage of protein in the sperm plasmawere
determined, and on the other hand, the lowest total number of spermatozoa. These resultsvery
concretely shows the significant differences in values of basic fertilization potential parameters
of the ejaculate, between boar breeds and that the genetic potential of the breed affects the
ejaculate parameters, thus the fertility of the ejaculate it self.

Key words: ejaculate, spermatozoa, boars
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Na parametre ejakulata nerasta utice veci
broj genetskih i paragenetskih faktora. Ipak treba
napomenuti da su osobine ejakulata nerasta nisko
nasledne, tako da je varijabilnost ovih osobina u
velikoj meri uslovljena razli¢itim paragenetskim
faktorima. Neki uticaji, kao Sto su neadekvatna
ishrana, visoka ambijentalna temperatura i
starenje Zzivotinje imaju negativan efekat na
produkciju sperme (1). Istrazivanja koja su radili
I rezultati koji su dobili ovi autori pokazali su
znaCajan uticaj starosti, sezone, interakcije
starost-rasa i sezona-rasa na morfoloske
karakteristike i vitalnost sperme (1). Dakle, kako
navode Smital i sar. (2), istrazivanja brojnih
autora jasno pokazuju da razlike u fertilitetu
nerastova viSe zavise od genetskih nego od

paragenetskih (spoljasnjih) faktora. Otkrivanje
tih razlika izmedu pojedinih nerastova je od
velike vaznosti za proizvodnju svinja, jer
nerastovi imaju veliki uticaj na reproduktivnu
performansu zapata, naroCito ako se radi o
primeni veStackog osemenjavanja (3). lako na
parametre ejakulata nerasta utice vecéi broj
genetskih i paragenetskih faktora, ipak se, u
ovom pogledu, isticu frekvencija uzimanja
sperme, rasa, starost nerasta i1 godiSnja sezona
(4,5).

Rasa ima znacajni uticaj na osnovne
parametre sperme nerasta i signifikantno
(p<0,001) wutiCe na volumen ejakulata,
koncentraciju spermatozoida u 1ml ejakulata,
kao 1 na postotak morfoloski promenjenih
spermatozoida u ejakulatu (6) (Tabela br.1).

Tabela 1.Parametri ejakulata nekih rasa nerastova (Katani¢, 2004)

Rasa nerastova
Parametri D H \YA SL Prosek
(n=39) | (n=32) | (n=54) | (n=44) | (n=287)

Volumen (ml) 183 303 275 292 256
Ukupgan broj spermatozoida 39 53 50 55 50
(x10%)
KoncG:entram ja spermatozoida 244 181 103 101 204
(x10%ml)
Prog. pokretljivost (%) 73 81 78 75 77
T IR, O TTET 285 | 429 | 406 | 413 | 387
spermatozoida (x10°)

D-durok; H-hempsir,; VJ-veliki jorksir, SL-Svedski landras.

Nije utvrdena znacajna razlika u procentu
progresivne pokretljivosti spermatozoida izmedu
rasa durok i danski landras (6), Sto su takode
utvrdili i Jankeviciité i Zilinskas (7) u svojim
ispitivanjima.

U istrazivanja koja su radili Wolf i Smital
(8), ustanovili su da nerastovi rase durok (D)
imaju najmanji volumen ejakulata (200 mL), ali i
najveéu prosecnu koncentraciju spermatozoida
491 x 10° spermatozoida po (mL) u odnosu na
ostale Cistorasne nerastove 1 meleze. Kod
nerastova rase veliki jorksir, prose¢an volumen je
bio 270 mL, a prose¢na koncentracija je bila 461
x 10° spermatozoida po mm?2. Smital (9) je

ustanovio signifikantne razlike u volumenu (V),
koncentraciji spermatozoida (Ko), progresivnoj
pokretljivosti  (Pp), procentu abnormalnih
spermatozoida  (As) i  ukupnom  broju
spermatozoida (Ub). Maksimalne razlike izmedu
pojedinih parametara ejakulata izmedu rasa su
bile 95 mL za V, 109x10% mm?3 za Ko, 9 % za Pp,
1,6 % za As i 24x10° za Ub. Maksimalni
heterozis efekt je postignut 12% za V, 17% za
Ko, 4% za Pp, 14% za As i 8% za Ub. Ciereszko
i sar. (11) ustanovili su da postoji signifikantna
razlika (p< 0,01) izmedu nerastova rase veliki
jorksir i pietren u volumenu ejakulata (266 mL
prema 158 mL), koncentraciji spermatozoida




(373 x 10° /mL prema 548 x 10° / mL) i ukupnog
broja spermatozoida u ejakulatu (95 x 10° prema
85 x 10%). Kommisurd i sar. (11) pronasli su da
prosecan volumen ejakulata nerastova rase durok
iznosi 147 mL, rase landras 265 mL i rase veliki
jorksir 245 mL.

U istrazivanju koje su sproveli Stancic¢ i
sar. (5) prijavljeno je da se najveci volumen (303
mL) i najniza koncentracija spermatozoida (181
x 10%/mL), belezi kod nerastova rase hempsir,
dok je najmanji volumen utvrden kod nerasta
rase pijetren (177 mL), a najve¢a koncentracija
spermatozoida kod nerasta rase durok (218 x 108
po mL), kod koga je volumen ejakulata bio nizi
od proseka svih ispitivanih nerastova (191 mL
prema 262 mL). Isti autori (5) u istrazivanju
utvrdili su da je proseéna pokretljivost
spermatozoida bila 78%, pri ¢emu je najniza
zabeleZzena kod nerasta rase durok (75%), a
najvi$a kod nerasta rase pijetren (83%). Od 182
analizirana ejakulata, progresivna pokretljivost
niza od 65% ustanovljena je kod 12,6% ispitanih
ejakulata (5). Najveci broj takvih ejakulata sa
progresivnom pokretljivoséu nizom od 65%
ustanovljeno je kod 22,7% nerastova meleza F1 i
kod 17,6% nerasta svedskog landrasa (5). Takvi
su ejakulati, prema navodima autora (5),
neprihvatljivi za pripremu doza za veStacko
osemenjivanje.

Rezultati  dobijeni iz mnogobrojnih
istrazivanja pokazuju da postoje znacajne razlike
u vrednostima osnovnih parametara
fertilizacionog potencijala ejakulata, izmedu
pojedinih rasa nerastova. Ove razlike bi trebalo
iskoristiti  u selekcijskim programima za
povecanje fertiliteta sperme nerastova (2).

MATERIJAL | METOD

Ejakulati su wuzeti od ukupno 47
nerastova, sa ukupno 9 farmi. Ejakulati su
uzimani uobi¢ajenom metodom manuelne
fiksacije penisa i skokom nerasta na fantom.
Uziman je ejakulat bez gel-frakcije. Oprema koja
je koriStena prilikom uzimanja sperme (rukavice,
polietilenski spermosabira¢, filter-gaza), bila je
sterilna i za jednokratnu upotrebu. Volumen
dobijenog ejakulata je izmeren na farmi, a
uzorak ejakulata, oko 60-70 ml je stavljen u
sterilnu polietilensku flasicu za spermu. Ovako

pripremljeni uzorci, stavljeni su u termo-boks na
temperaturu od +17°C i transportovani od farme
do laboratorije  za  reprodukciju na
Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu.
Uzorci ejakulata obelezani su  osnovnim
podacima identifikacije (broj tetovir nerasta) i uz
propratnu dokumentaciju (ime farme, datum
uzimanja uzorka, volumen uzorka, starost i rasa
nerasta) su dostavljeni do labaratorije u periodu
od 2 do 4 sata nakon uzorkovanja. U
laboratoriji, uzorci ejakulata su stavljeni u
vodeno kupatilo na +37°C u periodu od 60
minuta uz postepeno zagrevanje. Na ovoj
temperaturi, uzorci su drzani tokom kontrole
kvaliteta.  Kontrola  kvaliteta  vrSena je
makroskopska ocena ejakulata i tako i
mikroskopska analiza koja ukljucuje odredivanje
osnovnih parametara fertilizacionog potencijala
svakog uzorka.

Makroskopska ocena je obuhvatila
volumena ejakulata(koji je odreden na farmi), a
pored toga i izgled, boju, gustinu, prisustvo
stranih materija (necistoca, krv i gnoj).

Mikroskopska ocenanativne sperme je
obuhvatila: odredivanje progresivne
pokretljivosti (%), koncentracije spermatozoida
(x10® u jednom ml ejakulata) i ukupan broj
spermatozoida u ejakulatu (x10°).

Vizuelnom mikroskopskom metodom
(faznokontrastni mikroskop, uveli¢anje 100x) uz
konstantno odrzavanje temperature (37°C) na
predmetnoj plocici 1 ljuspici, odredivana je
progresivna pokretljivost svakog uzorka. Da bi se
dobilo Sest vrednosti ocene progresivne
pokretljivosti za svaki uzorak ejakulata, ocenu
ovog parametra vrS$ila su dva iskusna istrazivaca,
istovremeno ali nezavisno, u 3 razli¢ita vidna
polja mikroskopa 1 u dve razlicite kapi sperme
(Komisurd i sar., 2002). Koncentracija
spermatozoida (x10° u jednom ml ejakulata) i
ukupan broj spermatozoida u ejakulatu (x10°),
odredeni su fotometrijskom metodom, primenom
digitalnog  fotometra ~ SDM-5  (Minitib,
Tifenbach, Germany). Dobijeni rezultati su
uredno evidentirani za svaki uzorak nativne
sperme.

U cilju dobijanja spermalne plazme svaki
uzorak (20ml svezeg ejakulata) je centrifugiran
na 1000 o/min na temperaturi 4°C, tokom 15
minuta, kako bi se razdvojili spermatozoidi i
spermalna plazma. Nakon centrifugiranja




supernatant (semena plazma) je odliven u
epruvetu i ponovo centrifugiran na 3000 o/min.
na 4°C, kako bi se spermalna plazma precisti od
eventualno zaostalih spermatozoida ili drugih
organskih partikula. Tako dobijeni uzorci
spermalne plazme su cuvani maksimalno 24h u
frizideru na 4°C, do momenta poc¢etka hemijske
analize.

Tabela br 2. Broj ispitivanih ejakulata po rasama

Analiza sadrzaja proteina u spermalnoj
plazmi radena je metodom AOAC (Official
Method 2001.11).

U ovo istrazivanje izvrSeno je ispitivanje
kvaliteta ukupno 47 ejakulata od 47 nerasta. Za
ispitivanje su uzete tri rase nerasta, koje se
najcesce koriste u industrijskoj proizvodnji svinja
na vojvodanskim farmama: landras, jorksir i
durok. Rasa nerasta, broj ispitivanih nerasta i
broj ejakulata po nerastu prikazani su u tabeli 2.

Rasa
Parametri Ukupno
Landras Joksir Durok
Broj
nerastova / ejakulata (n) 16 22 9 47

Parametri za sve tri rase analizirani su
kao Kkategoriski varijabilne. Analizirano je
ukupno 47 ejakulata od 47 nerasta sa devet farmi.
Analizirani su: volumen ejakulata nerastova
(manji od 119ml i veéi od 120ml), % progresivna
pokretljivost (manja od 64% 1 veéa od 65%),
koncentracija spermatozoida (x10%ml) (manja
od 199 i ve¢a od 200) i sadrZaj

ukupnih proteina u spermalnoj plazmi (manji od
3%, od 3% do 3,5% 1 veéi od 3,6%). Broj
nerastova prema kategoriji ispitivanih parametara
ejakulata  (volumen ejakulata, progresivna
pokretljivost, koncentracija spermatozoida i
procenat ukupnih proteina) kod pojedinih rasa
nerastova (landras, joksir i durok) prikazan je u
tabeli br. 3.

Tabela br 3. Parametri kvaliteta nativnih ejakulata nerastova po rasama odredeni su fotometrijskom metodom,
primenom digitalnog fotometra SDM-5 (Minitub, Tifenbach, Germany).

Rasa
Parametri Landras Joksir Durok Ukupno
(n) (n) (n)

Volumen <119 0 2 3 5

(ml) >120 16 20 6 42

Progresivnapokretljivost <64 S 7 1 13

(%) > 65 11 15 8 34

Koncentracija <199 5 3 1 9
spermatozoida (x10%/ml

ejakulata) > 200 11 18 8 37

<3 13 11 5 29

Proteini (%) 3-35 0 1 8

> 3.6 3 4 3 10




Statisticka analiza dobijenih podataka
tokom istrazivanja obradena je u statistickom
programuSPSS 17,0. Kategorijski parametri su
prikazani apsolutnim i relativnim brojevima.
Kvantitativne varijable su prikazane u proseku,
minimalne vrednosti, maksimalne vrednosti i
standardna devijacija.Za poredenje parametara
koji su bili analizirani koris¢enisu Studentov t-
test, Analysis of Variance, Kruskal Wallis test,
Fisher exact, two tailed test, a za analiziranje
korelacija ~ izmedu  parametara  koriS¢en
Pearsonov (r) koeficijent linearne korelacije.
Statisticka signifikantnost definisana je na nivo
na p<0.05.

REZULTATI

Rezultati i ukupne vrednosti osnovnih
parametara ejakulata nerastova rase landras
(n=16), jorksir (n=22) i durok (n=9) ispitane na
svih devet farmi, prikazane su u tabeli 4 i
grafikonima 7 i 8. Ukupno je ispitivano 47
nerastova, od kojih je uzet po jedan ejakulat
odnosnoukupno 47 ejakulata.

U tabeli br. 4 i grafikonu br. 7, rezultati
istrazivanja pokazuju nesignifikantno razliCite
vrednosti u volumenu ejakulata izmedu tri
analizirane rase nerastova (p=0,5). Najveci
volumen ejakulata u proseku je bio izmeren kod
nerastova rase jokSir (222 + 83), dok je najmanji
kod rase durok (184 £ 85), ali razlika od 38 ml
nije bila statisticki znacajna.

Nerastovi rase landras su imali
nesignifikantno nizu progresivnu pokretljivost
spermatozoida (68 + 17), u odnosu na nerastove
rase jokSir (72 + 17) 1 rase durok (73 £ 25)
(p=0,69).

Izmedu nerastova rase landras, jokSir i
durok, nije postojala statisticki signifikantna
razlika u koncentraciji spermatozoida (p=0,9).

Ukupan broj spermatozoida u proseku je
bio najveéi kod nerastova rase landras (70x10° +
34), zatim rase joksir (69 £ 25x10°) i rase durok
(63 + 28x10°), ali razlike izmedu nerastova ovih
rasa u odnosu na ukupni broj spermatozoida
statisti¢ki nisu bili signifikantni (p=0,85).

Statisticki nesignifikantne razlike
(p=0,42) utvrdene su i analizom vrednosti
procenatualne zastupljenosti ukupnih proteina u
ejakulatu kod nerastova rase durok (2,93 £ 0,9),
zatim kod rase jokSir (2,85 + 0,8), i rase landras
(2,51 £ 1,0), tabela br. 4 i grafikon br.1).

Tabela 4. Parametri kvaliteta nativnih ejakulata nerastova po rasama.

Parametri 2da P value
Landras Joksir Durok
Broj nerasttz\r:;a/ ejakulata/ 16 29 9 /
Volumen ejakulata 218+88 222483 184485 P=05
(ml) 130-420 50-390 70-320 s
Progresivna 68+17 72117 73125
pokretljivost (%) 30-90 35-90 10-95 P=0,69
Koncentracija 335+136 314+108 375237 P=09
spermatozoida x 10° 176-636 84-579 140-965 s
Ukupan broj 70+34 69+25 63+28 P=0,85
spermatozoida x10° 29-136 22-116 8-92
Ukupni proteini, % 2,51+1,0 2,85+0,8 2,93+0,9 P=0,42
1,65-5,34 1,43-4,2 1,73-4,2
Dobrih ejakulata * 56 77 78 -
(%) 16/9 22/17 9/7

*Procenat dobrih ejakulata (%) Volumen >120 ml; Koncentracija spermatozoida >200%10%ml ejakulata; Prog.

pokret. >265%.
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DISKUSIJA

Kyvalitet ejakulata u ovom istarzivanju bio
je analiziran komparacijom parametara ejakulata
izmedu tri najceSce eksploatisanihrasa (durok,
landra 1 jokSir) u cilju utvrdivanja uticaja
genetskih faktora, kao S§to su rasa, linija i
individualnost kod nerasta, na kvalitet ejakulata.
Ispitivanje uticaja rase, a time i genetki efekat na
parametare ejakulata ispitivao je veliki broj
autora (6,5,12). Nase istrazivanje obuhvatilo je
volumen ejakulata, progresivnu pokretljivost,
koncentraciju, ukupan broj spermatozoida i
procenat proteina u spermalnoj plazmi, Stosu
opisivali 1 drugi autori. Najve¢i volumen
ejakulata u proseku je bio izmeren u grupi rase
joksir (222ml + 83), a najnizi u grupi rase durok
(184ml = 85), ali razlika od 38 ml nije bila
statisticki signifikantna (tabela 4 i grafikon 1).
Kod rase landras utvrden je volumen od 218 ml,
s time S$to su se vrednosti kod pojedinih
nerastova ove rase kretale od 130ml (minimalni)
volumena do 420ml (maksimalno) volumena.
Apié (13), u svojoj doktorskoj disertaciji utvrdila
je maksimalni volumen kod rase landras (301
ml), dok je minimalni volumen bio kod rase
durok (228 ml). Kommisurd i sar. (11) nalaze da
prosecan volumen ejakulata nerastova rase durok
iznosi 147 ml, rase landras 265 ml i rase jorksir
245 ml, dok Johnson i sar. (14), nalaze da je
prosecan ejakulat rase durok iznosio 170 ml, rase
landras 252 ml, a rase jorkSir 243 ml. Sli¢ni
rezultati volumena ejakulata dobijeni su i u ovom
istrazivanju, s time da razlika volumena izmedu
pojedinih rasa nerastova nije bila statisticki
znacajna, ali analizom volumena po kategorijama
(kategorije sa manjim volumenom ejakulata od
119ml 1 veé¢im od 120ml) rezultati su pokazali
znacajne razlike izmedu analiziranih rasa
nerastova. Ovi rezultati su u saglasnosti sa Wolf i
Smital (8), koji su ustanovili da je prosecan
volumen ejakulata nerastova rase durok (200 ml)
znacajno manji od nerastova rase jorksir (270
ml). Prema tome, moZe se re¢i da rasa landras
ima najveéi volumen ejakulata, dok rasa
nerastova durok ima najmanji volumen ejakulata.
Razlike u volumenu i kvalitetu ejakulata mogu
biti i posledica namene rasa u odgajivatkom
programu. Upravo, inferiornost izrazito mesnate
rase durok u volumenu ejakulata (ne i u
produkciji sperme) u odnosu na plodne rase,

mozda je posledica selekcije u pravcu visoke
proizvodnje mesa, a moguce i da je u pitanju
manja brojnost populacije koja je zahtevala nizi
intenzitet selekcije. Neka istrazivanja ukazuju na
moguéi poremecaj funkcija akcesornih polnih
zlezda, kada su u pitanju genotipovi sa izrazito
malim volumenom ejakulata. S obzirom na
kompleksnost  reproduktivnog ~ mehanizma,
najverovatnije je da je u pitanju niz genetskih i
hormonalnih uticaja.

Prema naSim rezultatima, utvrdena je
nesignifikantno najveca progresivna pokretljivost
spermatozoida kod nerastova rase durok koja je
iznosila 73%, u odnosu na nerastove rase landras
i joksir. Od ukupno ispitanih nerastova, rasa
durok (89%) nalazi se u kategoriji sa vecim
procentom pokretlivosti spermatozoida (65%
progesivne pokretlivosti). Progresivna
pokretlivost kod nerastova rase landras bila je
68%, s time da su 69% ispitanih ejakulata imali
progresivnu pokretlivostiznad 65%, dok je kod
rase jokSir progresivna pokretlivost u proseku
iznosila 72%, a od ukupnog broja ispitanih
ejakulata 68% imali su pokretlivost vecu od 65%
(tabela br. 4). Ovi rezultati su u saglasnosti sa
nalazima progresivne pokretlivosti
spermatozoida koje je prijavljuje Api¢ (13) u
svom istarzivanju. Autor (13) je takode utvrdio
da je najveca progresivna pokretljivost kod rase
durok (82%), dok je kod nerastova rase jorkSir
najmanja progresivna pokretlivost spermatozoida
(77%). Suprotno ovim rezultatima, Borg i sar.
(15) nisu utvrdili uticaj rase nerasta na
progresivnu pokretljivost 1 morfoloSke osobine
sperme. Sa druge strane,smatrase da je
pokretljivost najvaznija osobina koja utice na
fertilizacioni kapacitet spermatozoida (16), a
ocena pokretljivosti spermatozoida je najvazniji
parametar sperme (17).

Koncentracija spermatozoida izmedu
analiziranih rasa nije bila statisticki znacajna, ali
ipak rezultati pokazuju da rasa durok ima
najvecu koncentraciju spermatozoida, u odnosu
na ostale ispitivane rase, kao i najmanji broj
spermatozoida u ejakulatu. Najmanja
koncentracija spermatozoida utvrdena je kod rase
jorksir, dok je najve¢i broj spermatozoida
utvrden kod rase landras. Ovi rezulati su u
saglasnost sa rezultatima Jankeviciité i Zilinskas
(18) koji su utvrdili da je manja koncentracija
spermatozoida (470x10%/ml) kod rase landras u




odnosu na durok rasu (540 x 10%/ml).

Veliki broj istrazivanja su pokazala da
nivo proteina u spermalnoj plazmi nije u visokoj
korelaciji sa rasom nerasta (13,19,20) ali
dokazane su varijacije izmedu jedinke unutar
pojedine rase. (21,22). Sli¢ni rezultati dobijeni su
i u ovom istrazivanju, pa Se tako procentualne
razlike zastupljenosti proteina nisu razlikovale
znacajno. Ipak kod rase durok utvrden je najveci
procenat proteina, u odnosu na rasu jokSir i
landras. Kod nerastova rase landras utvrden je
najmanji procenat proteina spermalne plazme.

ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja pokazali su da rasa
durok ima najmanji volumen ejakulata, ali i ima
najvecu progresivnu pokretljivost i koncentraciju
spermatozoida, kao i najveci procenat proteina u
spermalnoj plazmi, dok je ukupan broj
spermatozoida bio najmanji. Ovi rezultati kao i
rezultati do kojih su dosli drugi autori, vrlo
konkretno pokazuju da postoje znacajne razlike u
vrednostima osnovnih parametara fertilizacionog
potencijala ejakulata, izmedu pojedinih rasa
nerastova 1 da genetski potencijal rase utice na
parametre ejakulata, a time i fertilitet ejakulata.
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