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Apstrakt

Departman za veterinarsku medicinu osnovan je 2000. godine na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u
Novom Sadu. Organizovan je kao jedinstvena celina i objedinjava poslove nastave, zdravstvene zastite
zivotinje, nau¢no-istrazivackog rada i edukacije veterinarskih kadrova. U skladu sa Zakonom o visokom
obrazovanju, neophodno je u redovnim vremenskim razmacima vrSiti spoljasnju proveru kvaliteta
visokoskolske ustanove i studijskih programa, $to se naziva akreditacija. Akreditacijom se procenjuje
ispunjenost standarda kvaliteta u visokom obrazovanju. Standardi kvaliteta koje bi trebali da procitaju i
razumeju svi bududi studenti i njihovi roditelji, sadasnji studenti, bivsi studenti i doktori veterinarske
medicine jesu svrha, ciljevi i ishodi studijskih programa. Ovi standardi na najkrac¢i nacin opisuju zbog
cega se realizuje neki studijski program, Sta on znaci pojedincu i drustvu u celini, na koji nacin se realizuje
i §ta ¢e studenti znati i umeti da urade po zavrSetku studija. Ovi standardi moraju biti u skladu sa
nacionalnim i medunarodnim propisima u oblasti veterinarske delatnosti i veterinarskog visokoskolskog
obrazovanja, ¢ime se sti¢u uslovu za dobijanje validnih i priznatih diploma doktora veterinarske medicine.
Cilj ovog rada je da predstavi svrhu, ciljeve i ishode studijskih programa inegrisanih, specijalistickih i
doktorskih studija veterinarske medicine koji se ve¢ dve decenije realizuju na Departmanu za veterinarsku
medicinu, Poljoprivrenog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.

Kljucne reéi: veterinarsko obrazovanje, kvalitet, standardi.

Abstract

The Department of Veterinary Medicine was founded in 2000 at the Faculty of Agriculture, University of
Novi Sad. It is organized as a single unit and integrates teaching, animal health care, scientific research
and education of veterinary personnel. In accordance with the Law on Higher Education, it is necessary to
carry out, at regular intervals, an external quality review of a higher education institution and study
programs, called accreditation. Accreditation assesses the fulfillment of quality standards in higher
education. The quality standards that should be read and understood by all prospective students and their
parents, current students, alumni and veterinary doctors are the purpose, goals and outcomes of the study
programs. These standards briefly describe why a study program is implemented, what it means to the
individual and society as a whole, how it is implemented, and what students will know and be able to do
upon graduation. These standards must be in accordance with national and international regulations in the
field of veterinary and veterinary higher education, thus creating the condition for obtaining valid and
recognized degrees of veterinary doctors. The aim of this paper is to present the purpose, goals and
outcomes of the study programs of integrated, specialist and doctoral studies in veterinary medicine,
which have been implemented at the Department of Veterinary Medicine, Faculty of Agriculture,
University of Novi Sad for two decades.

Key words: veterinary education, qualitym, standards.
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AKkreditacijna visokoS$kolskih ustanova i studijskih programa — standardi kvaliteta

Akreditacija je postupak spoljasnje provere kvaliteta visokoskolskih ustanova i studijskih
programa. Ona se obavlja posebno za ustanovu, a posebno za svaki studijskih program. Zakon o visokom
obrazovanju (2018) definise sledece:  “Radi obavljanja poslova akreditacije, provere kvaliteta
visokoskolskih ustanova i jedinica u njihovom sastavu, vrednovanja studijskih programa i obezbedivanja
kvaliteta u visokom obrazovanju Vlada obrazuje Nacionalno akreditaciono telo. Nacionalno akreditaciono
telo ima svojstvo pravnog lica. Nacionalno akreditaciono telo finansira se iz prihoda od naknada za
akreditaciju 1 proveru kvaliteta visokoskolskih ustanova i jedinica u njihovom sastavu, vrednovanja
studijskih programa i obezbedivanja kvaliteta u visokom obrazovanju i iz drugih prihoda u skladu sa
zakonom. Nacionalno akreditaciono telo podnosi Vladi izvestaj o svom radu najmanje jedanput godisnje,
a izuzetno i na zahtev Nacionalnog saveta i Ministarstva.

U cilju akreditacije, visokoskolska ustanova mora da pripremi obimnu dokumentaciju u skladu sa
standardima za akreditaciju studijskih programa i ustanove. Standardi za akreditaciju studijskih programa
prvog i drugog stepena visokog obrazovanja podeljeni su u 11 standarda i to: Standard 1-Struktura
studijskog programa; Standard 2- Svrha studijskog programa; Standard 3- Ciljevi studijskog programa;
Standard 4- Kompetencije diplomiranih studenata; Standard 5- Kurikulum: Standard 6- Kvalitet,
savremenost i medunarodna usaglasenost studijskog programa; Standard 7- Upis studenata; Standard 8-
Ocenjivanje i napredovanje studenata; Standard 9- Nastavno osoblje; Standard 10- Organizaciona i
materijalna sredstva i Standard 11- Kontrola kvaliteta.

U ovom radu ¢emo prestaviti standarde 2, 3 i 4 koji su od velikog znacaja jer moraju biti povezani
sa drugim propisima i zakonima koji reguliSu veterinarsku profesiju, a sa druge strane moraju biti
povezani sa misijom i vizijom visoko$kolske ustanove koja obrazuje veterinarski kadar.

Svrha studijskog programa, ciljevi programa i ishodi (kompetencije studenata) definisana je
Pravilnikom o standardima i postupku za akreditaciju studijskih programa. Svrha studijskog programa je
obrazovanje studenata za prepoznatljive i jasne profesije i zanimanja. Studijski program obezbeduje
sticanje kompetencija koje su drustveno opravdane i korisne. Svrha studijskog programa mora biti u
skladu sa osnovnim ciljevima visokoskolske ustanove na kojoj se program izvodi. Svrha realizacije
studijskog programa mora biti jasno i nedvosmisleno formulisana. Ciljevi studijskog programa ukljucuju
postizanje kompetencija i akademskih vestina kao i metode za njihovo sticanje. Ciljevi takode mogu da
ukljuée razvoj kreativnih sposobnosti i ovladavanje specifiénim prakti¢nim ve$tinama potrebnim za
obavljanje profesije. Ciljevi studijskog programa su u skladu sa osnovnim zadacima i ciljevima
visokoSkolske ustanove na kojoj se program izvodi. Ciljevi realizacije studijskog programa moraju da
budu jasno i nedvosmisleno formulisani. Ciljevi se uskladuju sa zahtevima odredene oblasti i trzista rada,
privrednog razvoja i definisanim kvalifikacijskim okvirom. Ishodi u¢enja definisani su kroz blizi opis
standarda koji podrazumeva sticanje opstih sposobnosti i predmetno-specificnih sposobnosti a shodno
nacionalnom okviru kvalifikacija. ~Savladavanjem studijskog programa student stice slede¢e opste
sposobnosti:analize, sinteze i predvidanja reSenja i posledica; ovladavanja metodima, postupcima i
procesima istraZivanja; razvoja kritickog i samokritickog misljenja i pristupa;primene znanja u praksi;
razvoja komunikacionih sposobnosti i spretnosti, kao i saradnje sa uzim socijalnim i medunarodnim
okruZzenjem; profesionalne eti¢nosti. Savladavanjem studijskog programa student sti¢e slede¢e predmetno-
specificne sposobnosti: temeljno poznavanje i razumevanje discipline odgovarajuce struke; resavanja
konkretnih problema uz upotrebu nau¢nih metoda i postupaka; povezivanja osnovnih znanja iz razlicitih
oblasti i njihove primene; pracenja i primene novina u struci; razvoja vestina i spretnosti u upotrebi znanja
u odgovaraju¢em podrucju; upotrebe informaciono-komunikacionih tehnologija u ovladavanju znanjima
odgovaraju¢eg podrucja. Ishodi ucenja se opisuju prema deskriptorima ishoda ucenja nacionalnog okvira
kvalifikacija.
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Svrha, ciljevi i ishodi dodiplomskih integrisanih studija veterinarske medicine

Svrha studijskog programa dodiplomskih, integrisanih studija veterinarske medicine — Svrha
studijskog programa integrisanin akademskih studija veterinarske medicine je obrazovanje
omnikompetentnih doktora veterinarske medicine, koji su deo veterinarske profesije koja je prepoznatljivo
i jasno zanimanje i profesija. Osnovna svrha studijskog programa je skolovanje stru¢njaka za direktno
ukljucivanje u razlic¢ite grane i oblike zdravstvene zastite domacih i gajenih zivotinja i kontrole zdravlja i
bezbednosti proizvoda poreklom od zivotinja. Veterinarsko zanimanje i profesija organizuju se u okviru
medicinskog polja Univerziteta i definisani su Zakonom i veterinarstvu i zakonom o regulisanim
profesijama. Svrha studijskog programa je da obezbedi drustveno koriste kompetence koje su definisane
Zakonom o veterinarstvu i to: 1) pracenje, zastitu i unapredenje zdravlja zivotinja; 2) zastitu Zivotinja od
zaraznih i drugih bolesti; 3) otkrivanje i dijagnostikovanje bolesti i lecenje obolelih zivotinja; 4)
sprovodenje mera zdravstvene zastite Zivotinja;5) zastitu ljudi od zoonoza; 6) kontrolu bezbednosti hrane
zivotinjskog porekla i proizvoda zivotinjskog porekla na mestu uzgoja zivotinja, proizvodnje i prometa
proizvoda zivotinjskog porekla, hrane Zivotinjskog porekla i hrane za Zivotinje; 7) obeleZavanje i
registraciju zivotinja radi kontrole kretanja i obezbedivanja sledljivosti u proizvodnji i prometu zivotinja,
proizvoda zivotinjskog porekla i hrane Zivotinjskog porekla; 8) kontrolu vode za napajanje Zivotinja radi
obezbedivanja njene ispravnosti; 9) kontrolu zdravlja priplodnih Zivotinja i njihove reproduktivne
sposobnosti, kao i sprovodenje mera za leCenje steriliteta i vestackog osemenjavanja; 10) zastitu zivotne
sredine od zagadenja uzro¢nicima zaraznih bolesti zivotinja; 11) zastitu zivotinja od mucenja i patnje, kao
i staranje o dobrobiti zivotinja; 12) kontrolu u proizvodnji i prometu veterinarskih lekova i medicinskih
sredstava za upotrebu u veterinarskoj medicini; 13) poslove dezinfekcije, dezinsekcije, deratizacije,
dezodoracije i dekontaminacije; 14) veterinarsku edukaciju i obavestavanje. Svrha studijskog programa
integrisanih akademskih studija Veterinarske medicine je da pruzi sva potrebna znanja i vestine koja su
neophodna za ocuvanje zdravlja Zivotinja i namirnica animalnog porekla, budué¢i da su studenti
odgovarajuéim metodama nastave i ucenja kvalifikovani za kreativni i inovativni rad, pracenje struéne
literature, prikupljanje i obradu podataka; timski rad, kao i uspesno koris¢enje znanja i vestina u
veterinarskoj medicini. Pored navedenog, svrha studijskog programa je da obezbedi pripremanje studenata
za aktivno gradanstvo i buducu Karijeru, podrsku njihovom li¢énom razvoju, stvaranje Siroke baze
naprednih znanja i podsticanje nau¢nog rada i inovacija. Stru¢njaci ovog profila mogu se zaposljavati u
okviru veterinarskih subjekata (veterinarske ambulante, stanice i Klinike), veterinarskih laboratorija
(mikrobioloske, laboratorije za analizu sti¢ne hrane, klinicke laboratorije i drugo), subjekata veterinarskog
obrazovanja i istraZzivanja (srednje Skole, fakulteti, inistituti, zavodi) i u okviru veterinarske inspekcije,
Uprave za veterinu i drugim regulatornim veterinarskim telima. Pored navedenog svrha studijskog
programa je da obezbedi kompetence kako bi se svrseni studenti zaposlili u okviru preduzeca koji se bave:
govedarskom, ov¢arskom, kozarskom, svinjarskom, Zzivinarskom i konjarskom proizvodnjom; lovnom
privredom, proizvodnjom i preradom sto¢ne hrane, zatim u farmaceutskoj indusitriji, u specijalizovanim
veletrgovinama veterinarskih lekova, opreme itd. Da bi se upravljalo veterinarskom delatno$¢u na
uspesan nacin studenti moraju biti edukovani na odgovarajuéi nacin, pa je svrha studisjkog programa da
obezbedi odgovaraju¢e kombinacije teorijskog znanja i prakti¢ne delatnosti iz svih grana veterinarske
medicine.

Cilj integrisanih studija veterianraske medicine — Cilj integrisanih studija veterinarske medicine
je da omoguc¢i studentima sticanje najnovijih nau¢nih i struénih znanja i vestina iz oblasti veterinarske
medicine. Drugi znacajan cilj je kontinuirani sveobuhvatni razvoj svih aspekata veterinarske struke
zasnovan na modernim principima i standardima. Studijski program pruza mogucnosti za sticanje vrlo
raznovrsnih prakti¢nih znanja i vestina iz svih grana i oblasti veterinarske medicine, koji su definisali EU
direktivama, EAEVE standardima i nacionalnim Zakonom o regulisanim profesijama i podrazumevaju
sledece: 1) primereno poznavanje nauke na kojoj se zasniva delatnost doktora veterinarske medicine i
propisa Evropske unije koji se odnose na te delatnosti;2) primereno poznavanje grade organizma,
ponasanja i fizioloSkih funkcija Zivotinja i kompetencije potrebne za njihov gajenje, hranjenje, dobrobit,
reprodukciju i higijenu uopste;3) klinicke, epidemioloske i analitiCke kompetencije potrebne za
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prevenciju, dijagnostiku i le¢enje bolesti zivotinja, ukljucujuéi anesteziju, asepti¢ne operacije i bezbolnu
smrt, bilo pojedinac¢no ili u grupama, ukljucuju¢i posebno poznavanje bolesti prenosivih na ljude;4)
primereno poznavanje preventivne medicine, ukljucujuéi i poznavanje postupaka koji se odnose na
zahteve i sertifikovanje;5) primereno poznavanje higijene i tehnologije za proizvodnju, izradu i stavljanje
u promet hrane za Zzivotinje ili hrane zivotinjskog porekla, namenjene ishrani ljudi, ukljucujuéi
kompetencije potrebne za razumevanje i objasnjavanje dobre prakse u tom podrucju;6) primerena znanja i
vestine potrebne za odgovornu i razumnu upotrebu veterinarskih lekova radi leCenja Zivotinja i
obezbedivanje sigurnosti prehrambenog lanca i zastite okoline. Cilj studijskog programa je da stecena
znanja i vestine studenti mogu koristiti za svoje dalje stru¢no usavrSavanje, kao i za zavrSavanje viSih
stepena stru¢nog i nau¢nog obrazovanja, kao Sto su specijalisticke i doktorske studije. Cilj studijskog
programa je da omoguci sticanje kompetenci kroz zakonom definisana nauc¢na u stru¢na polja koja se
moraju izucavati U okviru integrisanih studija i to su: Fizika, Hemija, Biologija Zivotinja, Biologija
biljaka, Biomatematika; Osnovne nauke: Anatomija (uklju¢ujuéi histologiju i embriologiju), Fiziologija,
Biohemija, Genetika, Farmakologija, Farmacija, Toksikologija, Mikrobiologija, Imunologija,
Epidemiologija, Profesionalna etika; Klini¢ke nauke: (Porodiljstvo, Patologija, Parazitologija, Klini¢ka
medicina, hirurgija, anesteziologija, Klinicka predavanja o razli¢itim domaéim Zivotinjama, peradi i
drugim zivotinjskim vrstama, Preventivna medicina, Radiologija, Reprodukcija i poremecaji reprodukcije,
Veterinarsko javno zdravstvo, Veterinarsko zakonodavstvo i forenziéna medicina, Terapeutika,
Propedeutika); Proizvodnja zivotinja (Proizvodnja zivotinja, Ishrana Zivotinja, Agronomija, Ruralna
ekonomija, Uzgoj zivotinja, Veterinarska higijena, Etologija i zaStita Zivotinja; Higijena hrane:
Inspekcijski nadzor i kontrola hrane za Zivotinje ili hrane Zzivotinjskog porekla, Higijena i tehnologija
hrane), Praksa. Ciljevi ¢e se ostvarivati uz postepeni prolazak studenta kroz izuc¢avanje svih nauénih i
struénih polja, primenom modernih interaktivnih metoda nastave i uéenja, usmeravanjem ka aktivnom i
kreativhom ucenju, usmeravanjem ka sticanju prakti¢nog i aplikativnog, umesto cisto teorijskog znanja,
Sto ¢e sve doprineti kontinuiranom poboljsanju efikasnosti studiranja. Usmerenost ka osposobljavanju
studenata za samostalni rad u veterinarskoj struci se ogleda prvenstveno preko ponude individualnog
izbora predmeta, i ranog izlaganja studenata realnom prakti¢nom radu kroz rad sa pacijentima i uzorcima
pod nadzorom nastavnika. Ciljevi studijskog programa su konkretni, ostvarivi s obzirom na raspolozive
resurse, i blize definiSu misiju i ciljeve nase ustanove.

Ishodi (kompetencije studenata po diplomiranju — Opis opstih i predmetno-specifi¢nih
kompetencija studenata (najvise 200 re¢i): Doktor veterinarske medicine treba da: OpiSe, obrazlozi, utvrdi
i kriticki oceni strukturu i funkciju zdravih zivotinja i njihovog odgajanja; etiologiju, patogenezu, klini¢ke
znakove, dijagnozu i tretman uobicajenih bolesti; zakone Kkoji se ti¢u zdravstva zivotinja (ukljucujuéi
transport) i bolesti koje po zakonu moraju da se prijave; Efikasno komunicira sa klijentima, javnoscu,
kolegama i odgovornim visnicima; Priprema jasne izveStaje 0 pacijentima i odrzava evidenciju o
pacijentima u obliku koji zadovoljava kolege i koji je jasan javnosti; Radi efikasno kao deo
multidisciplinarnog tima; Procenjuje ekonomske i emotivne uslove u kojima veterinar radi, i izabira
odgovarajué¢i nac¢in reakcije na pritiske koji se javljaju u datim uslovima; Prikuplja, stvara i unapreduje
veterinarsko znanje i deluje za dobrobit veterinarske prakse; daje analize i procene o sopstvenim
odgovornostima i odgovornostima poslodavca u vezi sa zaposlenjem i zdravljem; Primenjuje pravila
bezbednog rada, odnos sa osobljem i odgovornost pred javnoscu; Primenjuje osnovne ekonomske principe
I obracunava pravilno troskove; Efikasno koristi informacione tehologije u cilju komunikacije, deljenja,
prikupljanja, manipulisanja i analize informacija; uvazava i vrednuje potrebu i profesionalnu obavezu da
se posveti trajnoj obuci i edukaciji i profesionalnom razvoju tokom svog profesionalnog Zivota; da
primenjuje eticke kodove odgovarajuc¢ih regulatornih tela; da bude svestan li¢nih granica i da pokaze
svest o0 tome kada, gde i od koga trazi profesionalni savet, pomo¢ i podrsku; da Koristi istrazivacke
metode i principe medicine zasnovane na ¢injenicama; da primenjuje ste¢ena znanja u praksi. Diplomirani
doktor veterinarske medicine po zavrsetku studijskog programa poseduje sledecée vestine: Da sastavi ta¢nu
I bitnu istoriju pojedinacne zivotinje ili grupe zivotinja i njene/njihove okoline; Da upravlja i obuzdava
zivotinju bezbedno i humano i da poucava druge da primenjuju ove tehnike; Da izvrsi kompletan klini¢ki
pregled; Da vodi brigu o svim uobicajenim vrstama domacih zivotinja u hitnim slu¢ajevima i da ume da
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pruzi prvu pomo¢; Da proceni ta¢no nutricioni status Zivotinje i da moze da posavetuje klijenta kako da
vodi brigu i uzgaja zivotinju i kako da je hrani; Da ume da uzme, ocuva i transportuje uzorke, izvrsi
standardne laboratorijske testove i da ocita rezultate testova koji su obavljeni u domac¢im uslovima, kao i
onih koje su obavile druge laboratorije; Da Kkoristi rendgenski aparat, aparat za ultrazvuk i drugu tehnicku
opremu koje moze da se koristi kao dijagnosticka pomo¢, bezbedno i u skladu sa aktuelnim regulativama;
Da postuje proceduru kada su u pitanju zoonoze i bolesti koje zahtevaju prijavljivanje i izvestaj; Da zna
da obavi sertifikaciju; Da zna da proceni odgovaraju¢e izvore podataka o licenciranim lekovima, da
prepise ili da lekove pravilno i odgovorno u skladu sa zakonom i da bude siguran da su lekovi i otpad
bezbedno smesteni ili baceni; Da predlozi i primeni odredenu terapiju; Pravilno primeni principe
sterilizacije hirurS§ke opreme i primenjuje principe asepti¢ne hirurgije; Bezbedno izvrsi sedaciju, totalnu i
lokalnu anesteziju i da primeni kontrolu bola; Da ume da prepozna kada je neophodna eutanazija i da je
izvr$i humano te da posavetuje o odstranjivanju lesa; Da zna da izvrSi osnovni post mortem pregled,
zabelezi detalje, uzorkuje tkivo, skladisti ga i transportuje; Da zna da izvr$i ante i post mortem inspekciju
zivotinja za prehranu i ta¢no identifikuje uslove koji uticu na kvalitet i bezbednost produkta animalnog
porekla; Da zna da oceni i implementira osnovne zdravstvene i socijalne podatke; Da predlozi i formira
preventivne i profilakticke programe prilagodene vrsti Zivotinje; Da minimalizuje rizik od kontaminacije
Sirenja infekcije i skupljanja patogena u veterinarskim prostorijama i polju.

Svrha, ciljevi i ishodi specijalistickih akademskih studija veterinarske medicine

Svrha studijskog programa specijalistickih studija — Svrha studijskog programa je obrazovanje
studenata za prepoznatljivu i jasnu profesije i zanimanju doktor veterinarske medicine-specijalista, koji po
sticanju ove diplome sti¢u kompetencije i pravo upisa na uze specijalisticke studije koje prepoznaje Zakon
0 veterinarstvu, a propisuje Uprava za veterinu. Studijski program obezbeduje sticanje kompetencija koje
su drustveno opravdane i korisne, a koje su definisane Zakonom o veterinarstvu i podrazumeva da su
doktori veterinarske medicine-specijalsiti stru¢njaci sa produbljenim znanjem i vestinama da vrse sledece
poslove: pracenje zastitu i unapredenje zdravlja Zivotinja; zaStitu Zivotinja od zaraznih i drugih bolesti;
otkrivanje i dijagnostikovanje bolesti i leCenje obolelih Zivotinja; sprovodenje mera zdravstvene zastite
zivotinja; zaStitu ljudi od zoonoza; kontrolu bezbednosti hrane zivotinjskog porekla i proizvoda
zivotinjskog porekla na mestu uzgoja zivotinja, proizvodnje i prometa proizvoda Zivotinjskog porekla,
hrane Zivotinjskog porekla i hrane za Zivotinje; obelezavanje zivotinja radi kontrole kretanja o
obezbedivanja pracenja u proizvodnji i prometu Zivotinja, proizvoda zivotinjskog porekla i hrane
zivotinjskog porekla; kontrolu vode za napajanje Zivotinja radi obezbedivanja njene ispravnosti; kontrolu
zdravlja priplodnih zivotinja i njihove reproduktivne sposobnosti, kao i sprovodenje mera za lecenje
steriliteta i vestatkog osemenjavanja; zastitu Zivotne sredine od zagadenja uzro¢nicima zaraznih bolesti
Zivotinja; zastitu Zivotinja od mucenja i patnje, kao i staranje o dobrobiti Zivotinja; kontrolu u proizvodnji
i prometu veterinarskih lekova i medicinskih sredstava za upotrebu u veterinarskoj medicini; poslove
dezinfekcije, dezinsekcije, deratizacije, dezodoracije i dekontaminacije; veterinarsku edukaciju i
obavestavanje. Svrha studijskog programa je u skladu sa osnovnim ciljevima visokoskolske ustanove na
kojoj se program izvodi.

Ciljevi specijalistickih akademskih studija — Program specijalistickih akademskih studija
veterinarske medicine ima sledece ciljeve: Da steCena znanja i iskustva, budu logi¢na nadogradnja
njihovog obrazovanja koje je steceno na integrisanim studijama. Da se omoguci produbljeno usvajanje
znanja i vestina u okviru oblasti i predmeta specifi¢nih za razli¢ite vidove specijalizacije definisane kroz
Zakon o veterinarstvu i Evrospki sistem veterinarske specijalizacije. Da su osposobljeni za visokostru¢ni
neposredan rad u zdravstvenoj zastiti zivotinja. Osoposobljenost studenta da, u uslovima svakodnevne
prakse, profesionalno primenjuje savremene i efikasne tehnologije i metode u prevenciji, dijagnostici i
terapiji. Da student stekne produbljena znanja i vestine, koje ¢e mu omoguciti da povecava efikasnost
rada na poslovima zdravstvene zastite zivotinja i kontrole namirnica animalnog porekla. Da je sposoban za
planiranje i prakti¢énu organizaciju odrzive zdravstvene zastite zivotinja, Uz ocuvanje zivotne sredine. Da
se formiraju stru¢njaci koji mogu aktivno i efikasno pratiti sva savremena dostignuca i, njihovom
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primenom u praksi, dalje razvijati i unapredivati efikasnost zdravstvene zastite Zivotinja. Da ovi stru¢njaci
budu sposobni da svoja znanja prenose drugima i da, na taj nacin, utiu na prosirivanje efikasne i
ekonomicne zdravstvene zastite zivotinja. Da studenti razviju sposobnosti timskog rada. Da zavrSeni
studenti mogu samostalno primenjivati i razvijati nove postupke i metode u veterinarskoj medicini. Da
steCena znanja i vestine mogu Koristiti za svoje dalje struéno usavr$avanje, kao i za zavrSavanje visih
stepana struénog i naucnog obrazovanja, kao $to su uze specijalisticke studije, shodno zakonu o
veterinarstvu.

Ishodi specijalistickih akademskih studija - Kompetencije diplomiranih studenata definisane su u
skladu sa Evropskom direktrivom 36/2005/ES i propisanim vestinama i znanjima koje je propisala
Evropska veterinarska federacija i Evrospka asocijacija veterinarskih visokoskolskih ustanova
(EAEVE).Kompetence studenata po zavrSetku specijalistickih studija su sledece: da sastavi ta¢nu i bitnu
istoriju pojedinacne Zivotinje ili grupe Zivotinja i njene/njihove okoline, da pravilno koristi medicinsku
dokumentaciju, da upravlja i obuzdava Zivotinju bezbedno i humano i da poucava druge da primenjuju
ove tehnike, da izvrsi kompletan klinicki pregled, da vodi brigu o svim uobicajenim vrstama domacih
zivotinja u hitnim slu¢ajevima i da ume da pruzi prvu pomo¢ (komentar: problemi koji se moraju umeti
resiti kod svake vrste zivotinja su: krvarenje, rane, teSkoce u disanju, povrede oka i uha, nesvest, klini¢ko
pogorsanje, opekotine, osteenje tkiva, oStecenje unutra$njih organa i zastoj rada srca, prva pomoé
podrazumeva stavljanje zavoja, Cis¢enje rane, imobilisanje udova, vestacko ozivljavanje i kontrolu
krvarenja), da proceni taéno nutricioni status Zivotinje i da moze da posavetuje Klijenta kako da vodi brigu
i uzgaja zivotinju i kako da je hrani, da ume da uzme, oCuva i transportuje uzorke, izvrsi standardne
laboratorijske testove i da ocita rezultate testova koji su obavljeni u domac¢im uslovima, kao i onih koje su
obavile druge laboratorije, da koristi rendgenski aparat, aparat za ultrazvuk i drugu tehni¢ku opremu koje
moze da se koristi kao dijagnosticka pomo¢, bezbedno i u skladu sa aktuelnim regulativama, da postuje
proceduru kada su u pitanju zoonoze i bolesti koje zahtevaju prijavljivanje i izvestaj, da zna da obavi
sertifikaciju, da zna da proceni odgovarajuce izvore podataka o licenciranim lekovima, da prepise ili da
lekove pravilno i odgovorno u skladu sa zakonom i da bude siguran da su lekovi i otpad bezbedno
smesteni ili baceni, pravilno primeni principe sterilizacije hirur§ke opreme, pravilno primenjuje principe
asepti¢ne hirurgije, bezbedno izvrsi sedaciju, totalnu i lokalnu anesteziju i da primeni kontrolu bola, da
predlozi i primeni odredenu terapiju, da ume da prepozna kada je neophodna eutanazija i da je izvrsi
humano, koriste¢i odgovaraju¢e metode dok pokazuje razumevanje za osecanja vlasnika i drugih i obzir za
bezbednost prisutnih; da posavetuje o odstranjivanju lesa, da zna da izvr$i osnovni post mortem pregled,
zabelezi detalje, uzorkuje tkivo, skladisti ga i transportuje, da zna da izvrsi ante i post mortem inspekciju
zivotinja za prehranu i ta¢no identifikuje uslove koji uticu na kvalitet i bezbednost produkta animalnog
porekla, da zna da oceni i implementira osnovne zdravstvene i socijalne podatke, da predlozi i formira
preventivne i profilakticke programe prilagodene vrsti Zivotinje (menadZzment zdravlja stada), da napravi
ravnotezu izmedu prihvacenih standarda zdravlja zivotinja, njihove dobrobiti i zdravlja ljudi i da trazi
savet i pomo¢ od kolega kada je neophodno, da minimalizuje rizik od kontaminacije Sirenja infekcije i
skupljanja patogena u veterinarskim prostorijama i polju.

Svrha, ciljevi i ishodi doktorskih akademskih studija veterinarske medicine

Svrha doktorskih studija veterinarske medicine — Svrha studijskog programa je da omoguci
studentima, da nakon zavrSenih integrisanih studija, usavrse ranije znanje steceno i da ovladaju metodama
1 postupcima naucno-istrazivackog rada iz oblasti za koju se opredele kroz izborne predmete i temu
doktorske disertacije. Na ovaj naéin ¢e doktoranti biti sposobni za samostalan i kvalitetan istrazivacki rad
u skladu sa potrebama drustva. Kroz ovakvo obrazovanje doktoranti ¢e biti sposobni i da kriticki
procenjuju istrazivacki rad drugih, kao i da samostalno vode originalna i nau¢no relevantna istrazivanja
koja ¢e omoguciti razvoj novih tehnologija i postupaka koji ¢e doprinositi opStem razvoju drustva. Pored
toga, svrha ovog studijskog programa je i da pruzi doprinos razvoju Poljoprivrednog fakulteta, jer ¢e se
doktoranti po pravilu uklju¢ivati u nau¢no istrazivacki rad na projektima koji se realizuju na Fakultetu.
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Ovaj studijski program je koncipiran da obezbeduje sticanje kompentencija koje su drustveno opravdane,
korisne i potrebne.

Cilj doktorskih studija veterinarske medicine — Cilj studijskog programa je obrazovanje i
osposobljavanje doktoranata za nau¢no-istrazivacki rad primarno u nau¢nom polju medicinskih nauka i
nau¢noj oblasti veterinarske nauke. Student doktorand treba da stekne Siroko znanje i sistematsko
razumevanje naucne oblasti veterinarskih nauka, kao i specificno znanje u odredenoj naucnoj i uzoj
naucnoj disciplini veterinarske medicine iz koje se opredeli da sprovodi istrazivanje za izradu doktorske
disertacije. Cilj studijskog programa jeste da se doktorant kroz dva obavezna i osam izbornih predmeta
pripremi i profiliSe za izradu disertacije a veliki broj izbornih predmeta (59) omogucava studentu
usmerenje na odabranu temu istrazivanja. Cilj studijskog programa je i da doktorant bude sposoban da
pregledom savremene naucne literature sagleda nivo nau¢nog saznanja iz oblasti odabrane doktorske
disertacije, aktuelnost odabrane teme za istrazivanje kao i dalje pravce razvoja i istrazivanja. Pri tome,
doktorand treba da bude sposoban da postavi nau¢nu hipotezu, da isplanira i izvrsi istrazivanje, odabere
adekvatne metode, obradi rezultate istrazivanja, kompetentno ih tumaci, nauéno i kriti¢ki ih analizira i
izvodi logi¢ne zakljucke. Cilj studijskog programa ukljucuje i razvoj kreativnih sposobnosti i ovladavanje
specifi¢nim prakti¢nim veStinama potrebnim za buduéi razvoj karijere, razvoj sposobnosti za samostalan i
timski rad, saopStavanje rezultata rada naucnoj, stru¢noj i $iroj javnosti, kao i razvijanje svesti
doktoranada za potrebom permanentnog obrazovanja.

Ishod doktorskih studija veterinarske medicine — Po zavrSetku studijskog programa obrazuju se
stru¢njaci sa produbljenim znanjima sposobni za nau¢no-istrazivacki rad i primenu nau¢nih dostignuca i
novih tehnologija u nau¢noj oblasti medicinskih nauka - veterinarska medicina. Ishod procesa doktorskih
studija programa Veterinarska medicina u nau¢énom polju medicinskih nauka - veterinarska medicina, jeste
formiranje stru¢njaka sa akademskim obrazovanjem koji poseduje znacajno prosirena i produbljena znanja
u ovoj oblasti, naslonjeno na znanje i veStine steCene tokom Integrisanih studija veterinarske medicine. Po
uspeSnom zavrSetku programa doktorskih studija, stice se naucni naziv doktor medicinskih nauka —
veterinarska medicina koji pruza mogucnost rada u okviru izborne oblasti doktorskih studija, kao i u
drugim oblastima veterinarske delatosti, uklju¢uju¢i rad na fakultetima i u istrazivackim institutima Koji
pripadaju medicinskom polju. Produbljeno znanje i razumevanje, kao i kompetencije steCene tokom
doktorskih studija pruzaju moguénost za uspe$no resavanje sloZenih prakti¢nih i teorijskih problema u
oblasti veterinarskih nauka. Po uspe$snom zavrSetku studija, doktori medicinskih nauka - veterinarska
medicina, poseduju slede¢e kompetencije: sposobnost sistematskog razumevanja nauke i struke u oblasti
veterinarske medicine; ovladanost vesStinama i metodama istrazivanja u oblasti veterinarske medicine;
sposobnost koncipiranja, projektovanja, primene i prilagodavanja toka istrazivanja, odnosno re$avanja
problema u razli¢itim situacijama koje proisti¢u tokom rada, pritom uz neophodan stepen akademskog
integriteta; sposobnost kriticke analize, procene i sinteze novih i sloZzenih ideja; sposobnost prenosa
sopstvenih znanja, ideja i rezultata nau¢no-istrazivackog rada kolegama, Sirokoj akademskoj zajednici i
drustvu u celini; sposobnost da u akademskom i profesionalnom okruzenju promovisu tehnoloski
napredak. Ste¢ene kompentencije se verifikuju objavljivanjem nau¢nih radova i saop$etnjima na nau¢nim
skupovima, a prosiruju kontinuiranim usavrSavanjem tokom profesionalne karijere.

Zaklju¢ak

Studijski program veterinarske medicine realizuje se na Departmanu za veterinarsku medicinu
Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu. U skladu sa Zakonom o visokom obrazovanju,
neophodno je u redovnim vremenskim razmacima vrsiti spoljasnju proveru kvaliteta visokoSkolske
ustanove 1 studijskih programa, §to se naziva akreditacija. Akreditacijom se procenjuje ispunjenost
standarda kvaliteta u visokom obrazovanju. Standardi kvaliteta koje bi trebali da procitaju i razumeju svi
buduéi studenti i njihovi roditelji, sadasnji studenti, bivsi studenti i doktori veterinarske medicine jesu
svrha, ciljevi i ishodi studijskih programa. Ovi standardi na najkraci nacin opisuju zbog Cega se realizuje
neki studijski program, $ta on znaci pojedincu i drustvu u celini, na koji nacin se realizuje i Sta ¢e studenti
znati i umeti da urade po zavrSetku studija. Ovi standardi moraju biti u skladu sa nacionalnim i
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medunarodnim propisima u oblasti veterinarske delatnosti i veterinarskog visokoSkolskog obrazovanja,
¢ime se sti¢u uslovu za dobijanje validnih i priznatih diploma doktora veterinarske medicine. Vivat
Medicina Veterinaria Univerzitatis Studiorum Neoplantensis!
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KVALITET E-UCENJA NA DALJINU

Marko R. Cincovi¢, Branislava Beli¢

Departman za veterinarsku medicinu, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu
Kontakt: drbbelic@gmail.com

Apstrakt

Aktuelna epidemioloska situacija u vezi sa COVID19 i nove generacije studenata koje su skoro od rodenja
u digitalnom okruzenju, namecu pitanje uvodenja e-uCenja kao neizostavnog didaktic¢kog sredstva. E-
ucenje ili online ucenje ili u¢enje na daljinu predstavljaju metodu gde se nastavni sadrzaj ili aktivnosti u
ucenju isporucuju uz pomoc¢ elektronskih tehnologija. Da bi to bilo moguée potrebno je ustanoviti
elektronske sisteme za upravljanje ucenjem. Nacionalni standardi kvaliteta u visokom obrazovanju
prepoznaju ucenje na daljinu i definisali su koji su to minimumi koji se moraju ispuniti da bi ucenje na
daljinu bilo adekvatno. Ipak, da bi u¢enje na daljinu dalo puni efekat, potebno je obezbediti kvalitetan
dizajn digitalnog prostora za ucenje, raditi kontinuirano formativno i sumativno ocenjivanje i obezbediti
dovoljan fond sati za ¢asove nastavnika i studenata “lice u lice”. Nove elektronske komunikacije mogu
pomo¢i u obogacivanju nastave, ali ni u kom slu¢aju ne dovode u pitanje znacaj nastavnika u procesu
aktivnog prenoSenja znanja.

Kljucne reéi: e-uCenje, kvalitet, nastava, standardi.

Abstract

The current epidemiological situation regarding COVID19 and the new generation of students who are
almost born in a digital environment, raise the question of introducing e-learning as an indispensable
didactic tool. E-learning or online learning or distance learning is a method where teaching content or
learning activities are delivered using electronic technologies. In order for that to be possible, it is
necessary to establish electronic learning management systems. National quality standards in higher
education recognize distance learning and have defined the minimums that must be met in order for
distance learning to be adequate. However, in order for distance learning to give its full effect, it is
necessary to provide quality design of digital learning space, to do continuous formative and summative
assessment and to provide a sufficient fund of hours for teacher and student classes "face to face". New
electronic communications can help enrich teaching, but in no way question the importance of teachers in
the process of active knowledge transfer.

Key words: e-learning, quality, teaching, standards.
Definicija ucenja na daljinu

Po definiciji Americke asocijacije ASTD iz 2001. godine (American Society for Trainers and
Development) e-learning, odnosno u prevodu elektronsko ucenje, ili skra¢eno e-ucenje, je metodologija
kojom se nastavni sadrzaj ili aktivnosti u ucenju isporucuju uz pomoc elektronskih tehnologija" (eng.
instructional content or learning experiences delivered or enabled by electronic technology). Time se
objedinjuju svi diversifikativni nazivi za elektronsko ucenje: - Elektronsko ucenje (E learning), - Web
utemeljeno ucenje (Web Based Learning), - Web utemeljena nastava (Web Based Instruction), - Vezbanje
utemeljeno na Internetu (Internet Based Training), - Raspodeljeno ucenje (Distribute Learning), -
Napredno raspodeljeno ucenje (Advanced Distributed Learning), -Udaljeno ucenje (Distance Learning), -
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On-line ucenje (On-line Learning), - Mobilno ucenje (Mobile Learning), - Upravljano ucenje (Remote
Learning), i dr.

Razvojne faze ucenja na daljinu

U knjizi “International Handbook of Distance Education” - Tony Bates, oslanjaju¢i se na Taylor-ovo
videnje, istice razvojne faze u daljinskom obrazovanju. Zato su, prema Taylor-u, etape razvoja daljinskog
ucenja podeljenje na pet kljunih faza: 1)dopisno obrazovanje; 2) integrisano viSestruko, jednosmerno
obrazovanje primenom $tampanih materijala i medija kao $to su knjige i video — kasete; 3) dvosmerno,
sinhrono tele-uéenje primenom video - konferencijskih alata; 4) fleksibilno uéenje zasnovano na
asinhronom online ucenju primenjeno u kombinaciji sa online interaktivnim multimedijama; 5)
inteligentno orijentisani, fleksibilni sistemi, koji stvaraju i omoguéavaju visoke nivoe automatizacije, ali i
kontrole u domenu asinhrono orijentisanih modela ukljuéuju¢i i multimediju.

Sistemi za upravljanje u¢enjem (LMS)

Razvoj tehnologije pred sam kraj 20. veka doveo je do pojave LMSa (Learning Management System),
sistema za upravljanje ucenjem. Ovi sistemi omogucéavaju da nastavnik prati individualni rad i napredak
svakog ucenika i da podatke belezi u odredenu bazu podataka. lako je pojava ovih sistema naiSla na
odli¢an odziv u obrazovanju, vremenom je ustanovljeno da LMS treba dopuniti drugim alatima (do tada se
koristio samo za distribuciju nastavnih materijala), kako bi u¢enik mogao da postane aktivni ¢inilac
nastavnog procesa, a ne da bude samo pasivni posmatrac i primalac znanja.

LMS je termin koji se odnosi na veb aplikacije koje rade na serveru, a pristupa im se preko veb Citaca.
Server je obi¢no stacioniran u va$oj racunarskoj ucionici, a moze biti i bilo gde u svetu. Moze mu se
pristupitikroz lokalnu ra¢unarsku mrezu ili putem internet konekcije. LMSovi daju nastavnicima alate za
kreiranje veb sajta kursa i daju mu mogucénost kontrole pristupa, tako da samo upisani polaznici mogu da
ga vide. Pored kontrole pristupa, LMS-ovi poseduju razli¢ite alate koji mogu pomo¢i da kurs bude jos
uspesniji. Oni omogucavaju jednostavno ostavljanje dokumenata, vodenje diskusija na mrezi, testiranje i
anketiranje polaznika, prikupljanje i pregled zadataka, snimanje ocena. Vecina obrazovnih platformi koje
su sposobne za ostvarivanje elektronske nastave i uenja, pored pojmovnih razlika obezbeduju vrlo sli¢ne
moguénosti korisnicima. Najbitniji i najosnovniji elementi su ugradeni skoro u svim sistemima su:
Moguénost za stvaranje, unos, sistematizaciju, modifikaciju raznih komponenti nastavnog materijala
(tekst, multimedija, simulacija) i za njih vezane kalendare, kursne vesti. - Sredsva za odredivanje strukture
nastavnih komponenati - Testmodul, upitnik i razni moduli za procenjivanje i za proveravanje znanja,
elektronski dnevnik - Registracija samostalnih i zajednickih akcija korisnika, sredstvo za obezbedenje
samostalanog-, individualanog-, privatanog- i zajedni¢kog rada - Korisnic¢ki profili dostupni lozinkom,
sredstva koja omogucuju podeSavanja privatnih profila - Odredene dostupnosti prema modulovima
sistema za svaki profil (npr. Za komponenate kursa ili za elektronski dnevnik) - Sredstva koja omogucuju
zajednicko razvijanje, dopunjivanje, procenjivanje pojedinih komponenata nastavnog materijala
Moguénost odrade samostalne stranice za predstavljanje u okviru sistema - Mogucénosti E-maila, foruma,
chata, e-portfolia, audia i vedeokonferencija - Administrativni moduli za sistematizaciju podataka portala,
kurseva i korisnika - Moduli za elektronsku trgovinu, sistem za elektronsko placanje (online placanje).

Kako povecati kvalitet online nastave?

Pojavilo se nekoliko metoda za poboljSanje onlajn predavanja. Prvo se moraju resiti o€igledni problemi
poput loSe integracije, nedostatka vestina ili tehni¢kih kvarova.

* Dizajn kursa za digitalne programe - Onlajn ¢asovi moraju biti dizajnirani posebno za digitalne uredaje,
a ne samo za prenos oflajn sadrzaja u digitalni format. Lenji dizajn kurseva na kraju stvara distancirajuce
iskustvo za studente. Nastavnici u nedavnom istrazivanju australijskih univerziteta posebno su primetili da
sadrzaj predavanja koji je samo konvertovan u video format nije dovoljan da angazuje njihove studente.
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Da bi se resili ovog problema, nastavnici mogu da koriste alate poput Interaktivnog videa kako bi svoja
predavanja na mrezi u€inili privlacnijim.

* Koristite interakcije licem u lice kada je to moguce - Jedan od najvecéih problema sa onlajn ¢asovima je
losa stopa zadrzavanja. Medutim, ako se onlajn Casovi pazljivo kombinuju sa interakcijama licem u lice,
veca je verovatnoca da ¢e se stope zadrzavanja poboljsati. Kontakt licem u lice ne mora nuzno da
ukljucuje nastavu, ali moze da ukljucuje podrsku nastavnika u obliku video poziva bez obzira koriste li
Skipe ili Zoom. Studije pokazuju da studentima, posebno studentima milenijuma, treba ose¢aj da o njima
brinu njihovi profesori i da im taj ose¢aj moze dramati¢no poboljsati motivaciju.

* Podrzani angazman je presudan - Generalno, redovna i konstruktivna komunikacija izmedu ucenika i
nastavnika pobolj$ava iskustvo uenja na mrezi. Cesto se naziva angaZovanjem uz podrsku. U stvari,
nedavna studija utvrdila je da su ,,kvalitet i blagovremenost povratnih informacija predavaca najcenjeniji
oblik povezanosti u¢enja koji su identifikovali studenti®. Petlja povratnih informacija koja je automatski
prisutna u interakciji licem u lice treba uzeti u obzir prilikom onlajn predavanja kurseva. Nastavnici mogu
da koriste obrazovne alate kao $to je pregled zadatka ili mogu da daju svoje povratne informacije u obliku
odgovora na diskusiju, redovnog formativnog ocenjivanja i grupnih aktivnosti kao $to su viki ili forumi.

* Postavite jasna ocekivanja od ucenja - Neki studenti se bore sa onlajn Casovima jer su navikli na
intimniji stil predavanja. Za nastavnike je vazno da svojim ucenicima postave jasna ocekivanja. Mnogi
studenti ne¢e imati prethodno iskustvo u upravljanju vlastitim iskustvom uéenja. Ovo prekidanje veze
moze biti jo§ jaCe sa onlajn Casovima. Ocekivanja poput zahteva od ucenika da predaju redovne
formativne procene mogu biti od pomo¢i u usmeravanju u¢enikove energije.

Nacionalni standardi kvaliteta obrazovanja na daljinu i standardi tehnologije obrazovanja

Studijski program zasnovan na metodama i tehnologijama obrazovanja na daljinu podrzan je resursima
koji obezbeduju kvalitetno izvodenje studijskog programa. Visokoskolska ustanova moze organizovati
studijski program na daljinu za svaku oblast i svako obrazovno-nau¢no i obrazovno-umetnic¢ko polje, ako
nastavni sadrzaj, podrzan raspolozivim resursima, moze kvalitetno usvojiti kroz studije na daljinu i ako se
obezbeduje isti nivo znanja diplomiranih studenata, ista efikasnost studiranja i isti rang (kvalitet) diplome
kao i u slucaju uobicajenog nacina realizacije studijskog programa.

Uputstvo za primenu standarda 15:

Program

15.1. Studijski program na daljinu moze biti akreditovan samo ako visokoskolska ustanova ima akreditovan studijski

program pod istim nazivom koji se realizuje na klasican nacin u sedistu ustanove.

Proces nastave i komunikacija

15.2. Sadrzaj predmeta studijskog programa je savremeno koncipiran i prilagoden ucenju na daljinu sa naznacenim

potrebnim vremenom za konsultacije (po utvrdenom rasporedu,).

15.3. On line nastava na daljinu realizuje se u definisanim terminima po utvrdenom i objavijenom rasporedu.

Paket materijala za ucenje na daljinu

15.4. Nastavni materijal u pogledu kvaliteta, sadrzaja i obima u potpunosti odgovara ciljevima obrazovanja,
nastavnom planu i programima predmeta i prilagoden je za samostalno uspesno ovladavanje potrebnim znanjem.
15.5. Pravilnikom o izvodenju studija na daljinu, obezbedeno je kontinuirano usavrsavanje materijala za ucenje.
15.6. Uputstva za ucenje koja obezbeduje visokoSkolska ustanova sadrze konkretne predloge i sugestije u vezi

strategije ucenja studenata i samostalne provere znanja.

15.7. Visokoskolska ustanova je u obavezi da osigura upotrebu adekvatnih medija i tehnologija koji odgovaraju

prirodi programa, kao i odgovarajucu obuku i strucnupodrsku za nastavnike i saradnike.

Ekvivalentnost kvaliteta diplome klasicnog sistema ucenja i ucenja na daljinu

15.8. Studijski program na daljinu moze da se organizuje za svaku oblast i svako obrazovno-naucno i obrazovno-
umetnicko polje, ako se nastavni sadrzaj moze kvalitetno usvojiti kroz studije na daljinu i ako obezbeduje iste ishode
ucenja, efikasnost studiranja i nivo kvalifikacije kao i u slucaju klasicnog nacina realizacije studijskog programa.
15.9. Metod rada, nastavni kadar i informaciono-komunikaciona platforma za studije na daljinu obezbeduju isti
kvalitet diplome kao i u slucaju klasicnog ucenja.
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15.10. Kao i kod klasic¢nih studija, studijski program je formalno i strukturno uskladen sa najmanje tri akreditovana
programa inostranih visokoskolskih ustanova, od kojih su najmanje dva iz ustanova evropskog obrazovnog prostora.
Ocenjivanje i napredovanje studenata

15.14. Podsistem za proveru znanja studenata je integrisan u sistem za upravljanje procesom ucenja na daljinu i
podrzava sigurnosnu funkciju kod identifikacije studenata, nastavnika i saradnika, kao i razlicite oblike ucenja i
provere znanja (konsultacije, samoprovera, testiranje, izvestaji, ispit), ¢ime se sticu odgovarajuce kompetencije.
15.15. Obezbedena je sigurnost utvrdivanja identiteta studenata kod testiranja.

15.16. Kontrola i ocenjivanje znanja studenata sprovode se kroz razlicite forme predispitnih provera i kroz zavrsni
ispit, pod istim uslovima kao i kod klasicnih studija.

15.17. Ispit se polaze u sedistu visokoSkolske ustanove, odnosno u objektima navedenim u dozvoli za rad
visokoskolske ustanove.

Resursi (oprema, biblioteka i prostor)

15.23. Visokoskolska ustanova obezbeduje opremu i komunikaciono-informaticke tehnologije za uspostavijanje i
odrzavanje dvosmerne komunikacije na liniji nastavnik— student radi realizacije obrazovnih aktivnosti na daljinu
(delovi nastave, konsultacije, samoprovere, provere znanja u sklopu predispitnin obaveza, projekti, seminarski
radovi i sl.). U okviru sistema za upravljanje procesom ucenja na daljinu visokoskolska ustanova mora da obezbedi.:
a. jednu sopstvenu ili zakupljenu integrisanu racunarsku platformu koja ima adekvatne tehnicke karakteristike za
ucenje na daljinu (DLS - Distance Learning System), sa specijalizovanim softverom za smestaj i distribuciju
multimedijalnih nastavnih sadrzaja namenjenih za samostalno usvajanje (tekst, zvucne i video informacije) i za
kompletno upravljanje procesom ucenja,

b. razlicite oblike nastave: javno emitovanje vremenski planiranog nastavnog dogadaja (emitovanje predavanja ili
diskusija nastavnika/strucnjaka snimljene uz pomoc¢ video kamera uzivo ili ranije napravljenog i pripremljenog video
snimka), isporuku predavanja i multimedijalnih nastavnih materijala sa servera i konsultacije za vodeno i
neformalno putem diskusionih foruma;

v. jedinstven korisnicki interfejs koji podrzava vise kategorija korisnika, ukljucujuci studente, nastavnike i
administrativno osoblje;

g. obavezu evidentiranja vremena koje student provede na proucavanju nastavnog materijala i proveru i ocenjivanje
studenata pomocu testova, a uz podrsku i pod kontrolom specijalizovanog softverskog paketa;

d.visoku pouzdanost sistema kroz odgovarajuéi sistem kontrole pristupa i zastite sadrzaja;

d. definisanje ovlaséenja za postavijanje materijala od strane nastavnika i saradnika, administrativnhog osoblja i
studenata;

e. komunikaciju nastavnika i saradnika sa studentima koja ukljucuje upotrebu elektronske poste, diskusionih foruma
i diskusija u realnom vremenu;

Z. proveru i ocenjivanje studenata na daljinu (samoprovere, predispitne provere, podnoSenje izvestaja, ispit);

z. evidentiranje pristupa sistemu od strane svih korisnika.

15.24. Infrastruktura sistema za ucenje na daljinu mora biti tako projektovana i odrzavana da obezbedi poverljivost i
integritet podataka, odnosno kontinuitet nastavnog procesa.

15.25. Visokoskolska ustanova obezbeduje pristup sopstvenoj ili drugim odgovarajucim bibliotekama, a posebno
organizacijama koje su specijalizovane za isporuku u elektronskom obliku udzbenika i drugih nastavnih i naucnih
publikacija.

15.26. VisokoSkolska ustanova raspolaze prostorom koji po velicini i uslovima obezbeduje normalno obavljanje
zavrsnog ispita, rad administrativnog osoblja i smesStaj i rad na odrzavanju integrisane racunarske platforme za
podrsku ucenju na daljinu.

15.27. Visokoskolska ustanova koja studijski program izvodi kroz ucenje na daljinu treba da ima organizacionu
jedinicu (odeljenje/centar) za ucenje na daljinu.

Kontrola kvaliteta studija na daljinu i odrzavanje sistema:

15.28. Visokoskolska ustanova donosi pravilnik o izvodenju studija na daljinu, u kojem su

definisani svi elementi kojima se garantuje odgovarajuci nivo kvaliteta kroz:

a. postovanje odgovarajucih radnih standarda i to prevashodno u oblasti obrazovanje  (organizacija rada i
metodicki aspekt studija), kao i u oblasti informacione tehnologije (e- ucenje).

b. kontrolu kvaliteta od strane nadleznih,

v. kontinuirano unapredenje kvaliteta studija, kao i

g. sistematizovano radno mesto u ustanovi za odrzavanje infrastrukture sistema studija na daljinu.
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Za potrebe razvoja fleksibilnosti i efikasnosti e-obrazovanja razvijen je veliki broj razli¢itih
standarda. Na sledecoj slici prikazana je njihova klasifikacija.

STANDARDI UPRAVLJANJA KVALITETOM | OBEZBEPIVANJA KVALITETA

JEFIMIC NADLEZNOS
DMMV, ASTD, DIN DEFINICLIE, NADLEZNOST

STANDARDI TEHNOLOGIJE OBRAZOVANJA

SADRZAJ: UEESNICI: MEMADZMENT: DIDAKTIKA: KOMTEKST: MOBILNOST:

LEARMING LEARMING SCORM, EML/IMS KM LOKACLIA
OBJECT INFORMATION IM5 DIDACTICAL INTERFEJS SINHROMIZACLA
METADATA PACKAGE OBJECT
{LOM]) (LIP) MODEL

g A

TEHMOLOSK| STANDARDI: STANDARDI PROCESA: REGULATORNI STANDARDI:

SGML, XML ... E-BUSINESS STANDARDI

GPRS, J " (E L, OASIS) DIGITAL RIGHTS
MPEG . IBRAZOVNISTANDARDI EXPRESSION LANGUAGE
TCPR/IP .. MASTAVNI STANDARDI (ECTS)
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ULOGA VETERINARA U ODRZIVOJ STOCARSKOJ PROIZVODNJI
U MLECNOM GOVEDARSTVU DANAS
Bojan Blond

dr. vet. med. spec. veterinarske dijetetike,
rukovodilac sluzbe za ddd i centra za sakupljanje Aldahra Srbija, Beograd, Srbija
e-mail kontakt osobe : bojan.blond@gmail.com

Niski proizvodni rezultati uzrokovani razli¢itim ¢iniocima, uz teSke ekonomske uslove poslovanja
poljoprivrednih gazdinstava, neminovno dovode do smanjenja sto¢nog fonda, ¢ime se direktno ugrozava
egzistencija, kako vlasnika zivotinja, tako i subjekata ukljucenih u stocarsku proizvodnju.

Mle¢no govedarstvo predstavlja najkompleksniji vid stocarske proizvodnje, koja zahteva stalnu
kontrolu inputa u jedinici proizvoda kako bi sama proizvodnja bila rentabilnija. Troskova na jednoj farmi
je mnogo i samo sistemskom kontrolom moguée je i sa malim ulaganjima posti¢i odli¢ne rezultate,
svesnim povecanjem preventivnih troskova u samom procesu proizvodnje moguce je smanjiti ostale
troSkove visestruko na kraju proizvodnog ciklusa, sto bi direktno dovelo do smanjenja cene kostanja
proizvedenog litra mleka.

s

Slika 1: Odnos klinicke i supklinicke forme bolesti na jednoj farmi

Posmatraju¢i gornju sliku, vrh ledenog brega predstavlja klinicka forma bolesti na farmi
(zapaljenja mle¢ne zlezde, zaostajanja posteljice, ketoze, dislokacije siriSta, ponovljeni estrusi, sitni
jajnici, cisti¢ni jajnici...), ono $to predstavlja najve¢i problem je deo ledenog brega koji nije vidljiv
(supklinicke forme bolesti) i koji pravi ogromne Stete proizvodac¢ima u mle¢nom govedarstvu. Cilj
veterinara koji radi na farmi je da se uhvati u kostac sa uzrocima nastanka bolesti, uporedo sanirajuci
klinicku formu bolesti, jer i zapaljenja mle¢ne zlezde, zaostajanje posteljice, ketoze, dislokacije sirista,
ponovljeni estrusi, sitni jajnici, cisti¢ni jajnici... predstavljaju samo posledicu, a nikako uzrok.

Na vrhu piramide mle¢nog govedarstva nalazi se proizvedeno mleko, tj. profit jedne farme, u
njegovom stvaranju ucestvuje mnos§tvo delova koji su direktno vezani za veterinarsku delatnost, a to su: 1.
zdravstvena zastita;2. podmladak;3. preventiva zapata;4. remont zapata;5. dezinsekcija, dezinfekcija i
deratizacija (DDD);6. metabolicki status zapata;7. bakterioloski stastus zapata;8. izbalansirana ishrana;9.
reprodukcija;10. obrada papaka;11. muzna oprema.

Faze laktacije u proizvodnji mleka jedne Zivotinje su sledece i svaka od ovih faza ima svoju
specifiCnost:

1 faza: period zasu$enja 60 - 25 dana do teljenja — ovo je period zasus$enja koji obuhvata fazu
aktivne i pasivne involucije mlecne zlezde, faze koje su od neprocenjivog znacaja za narednu laktaciju i
dostizanje maksimalne proizvodnje po grlu. Jer ,,naredna laktacija ne pocinje prvim danom nakon partusa
ve¢ prvim danom zasusenja“; iz tog razloga ne sme se praviti kompromis sa vlasnicima Zivotinja nego
treba insistirati na zasusenju koje traje minimalno 60 dana.

2 faza: period zasuSenja 25 dana do teljenja — ovo je period zasusenja koji obuhvata fazu
kolostrogeneze, faza koja je bitna zbog stvaranja kolostruma i imuniteta rodenog teleta.

3 faza: rana laktacija 8 - 70 dana od teljenja — ovo je period laktacije u kome se suo¢avamo sa
negativnim bilansom energije mle¢nih grla.
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4 faza: sredina laktacije 70 - 140 dana od teljenja — ovo je jedini period laktacije u kome, sto je
ve¢a konzumacija suve materije hrane po grlu, to je i veca mleénost tih Zivotinja, i samo u ovoj fazi
kravama treba dati da jedu po volji dnevni obrok bez bojazni da ¢e do¢i do povecanja telesne kondicije.

5 faza: kasna laktacija preko 140 dana do ulaska u zasuSenje — ovo je period laktacije u kome
treba biti oprezan jer povecanje konzumacije suve materije dovodi neminovno do povecanja telesne mase
zivotinja i do metabolickih problema u narednoj laktaciji. Fizioloski, mle¢nost bi trebalo da pada 8 - 10 %
mesec¢no jer svako srljanje u odrzavanje visokih proizvodnih rezultata u ovom periodu dovodi do
neekonomicne proizvodnje na duge staze.

Ishrana Zivotinja:

Najvazniji i najveéi troSak svake stoCarske proizvodnje predstavlja hrana za zivotinje. U
zavisnosti od komponenti koje ucestvuju u formiranju obroka, moguée je posti¢i visoke proizvodne
rezultate koji moraju biti uskladeni sa zdravstvenim statusom Zivotinja. Mle¢no govedarstvo je
kontinuiran proces i zivotinje traba sacuvati za naredne laktacije. Nekontrolisano visoka proizvodnja
povecava % izlucenje zivotinja, povecava % manifestnih bolesti metabolizma u narednim laktacijama,
probleme sa sterilitetom... Pravilnom koncepcijom obroka mozemo spreciti embrionalna uginuc¢a zbog
toksi¢nog dejstva uree na matericu zivotinje koja nastaje kao direktna posledica povecane koli¢ine
proteina u hrani $to neminovno dovodi do manje ekonomi¢nosti proizvedenog litra mleka na farmi zbog
nepravilno iskoris¢enog preoteinskog dela obroka. Energetski nestabilne Zzivotinje u periodu
osemenjavanja proizvode nekvalitetne jajne celije koje, i pored semena bikova vrhunskog kvaliteta,
stvaraju embrione loseg kvaliteta i dovode do povadanja. Dnevna proizvodnja mleka grlu do 25 | po kravi
kod dobro formiranog obroka moze se zadovoljiti mikrobioloSkom sintezom proteina u buragu.

Osnovna podela komponenti obroka i njihove specifi¢nosti:

1. Kabasti deo obroka - silaza, senaza, slama... bitna nam je kiselost i kiselinski sastav, duZina
isecka, miris, boja... On direktno uéestvuje U procesu prezivanja zivotinja, jer bez puferskog efekta
pljuvacke (ph = 8,2 - 8,4) nije moguce imati u potpunosti iskoris¢en obrok. Vredosti mle¢ne masti u
proizvedenom mleku zavise od kabastog dela obroka i sve proizvodnje preko 30 | mleka po kravi dnevno
direktno su uslovljene kvalitetnim kabastim obrokom.

2. Koncetrovani deo obroka... bitna nam je usitnjenost, sastav komponenti, miris... nosilac je
najcesce velikog dela proteina u dnevnom obroku, a takode direktno ucestvuje u stvaranju glukoze bez
koje nema ni proizvodnje mleka u mle¢noj zlezdi.

3. Dodaci ishrani - kvasci, omega 3 i omega 6 masne kiseline, puferi, premiksi... sluze za bolju
iskoristivost dobro koncipiranog obroka, a nikako za korekciju posledica nepravilne ishrane.

Bitno je naglasiti da u 1 | proizvedenog mleka procentualno ucesce hrane ne sme preci 50 %.

Cilj nam je :

- dobro koncipiran obrok sa potpuno iskoris¢enim proteinskim delom obroka;

- energetski stabilne Zivotinje sa optimalnom telesnom kondicijom za fazu laktacije kojoj pripadaju;
- stabilan mineralni status Zivotinja na farmi.

Metabolicki status Zivotinja:

| pored obroka koji je sastavljen po tabli¢nim principima dobre nutritivne prakse, najbitnije za nas
je Sta su nahranjene Zzivotinje usvojile u svoj organizam. Poznavanje metabolickog statusa zapata je vrlo
bitno kako bismo mogli da preveniramo pojavu klini¢kih metaboli¢kih bolesti na farmama, malim
korekcijma koris¢enog obroka do trenutka vadenja krvi.
Postoje Cetiri obroka:
1. prvi obrok — je hranivo koje se nalazi na obradivoj povrsini i trenutak odluke kada ¢e hranivo biti
koris¢eno u ishrani (povecanje mase uslovljava pad proteinskog dela hraniva i obratno).
2. drugi obrok — je samo skladistenje hraniva i manipulacija na obradivoj povrsini (zastupljenost zrna,
lista i njegova razbijenost).
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3. tre¢i obrok — je obrok dostavljen pred Zivotinje, njihova moguénost konzumiranja, selektivhost u
odabiru komponenti obroka.

4. Eetvrti obrok — i najvazniji koji je svaren i u potpunosti iskoris¢en u organizmu zivotinja; iz tog razloga
metabolicki status je nezamenjiva dijagnosti¢cka metoda za procenu kvalitativnog obroka na farmi.

Metabolic¢ki profil je najbolje raditi u jesen (kada se otvaraju nove silo jame) i u prolece kada stize
nova hrana, tj. dva puta godisnje.

Generalna preporuka je da se metabolicki profil radi kao dijagnosticko profilakti¢ko sredstvo
(redovan metabolicki profil - jesen / prolece) ili kada nastanu velike promene u ishrani, problemi u
reprodukciji, povecan % izlucenja Zivotinja, vec¢i pad mle¢nosti i poremecéaj hemijskog sastava mleka kada
se koristi kao dijagnosticko sredstvo (vanredni metabolicki profil).

Cilj nam je metodama pravovremene dijagnostike prepoznati metaboli¢ki supklinicki problem
koko bismo spre¢ili nastanak:

1. klini¢ke forme bolesti metabolizma (troskove lecenja, neizvesnost u ishod lecenja...);

2. smanjenja proizvodnih rezultata (rentabilnost proizvodnje...);

3. problema u reprodukciji (izostanak prvog fertilnog ciklusa, embrionalna uginuca ploda...);
4. infektivne bolesti (imunosupresija...);

5. tro§kova obroka (suficit proteina u obroku...).

Parametri metaboli¢kog znacaja Su:

- urea iznad 6,8 mmol/l - embriotoksi¢no dejstvo na plod;

- BHBA iznad 1,0 mmol/l kod oteljenih krava - energetska nestabilnost zivotinje;

- kalcijum ispod 2,0 mmol/l - RS, dislokacije sirista, pareze, problemi u reprodukciji;
- ukupan bilirubin iznad 8,5 mmol/l - sindrom masne jetre;

- globulini iznad 49,0 g/l - zapaljenska reakcija organizma.

Cilj na je:

- maksimum 10 % sindroma masne jetre u odnosu na broj oteljenih u poslednjih 60 dana;
- maksimum 5 % zaostajanja posteljice u odnosu na broj oteljenih u poslednjih 60 dana;

- maksimum 5 % klini¢kog oblika ketoze u odnosu na broj oteljenih u poslednjih 60 dana;
- maksimum 5 % dislokacija sirista u odnosu na broj oteljenih u poslednjih 60 dana.

Reprodukcija:
Samo sveze krave mogu biti nosioci uspesne proizvodnje mleka, $to zahteva poznavanje i rad na
smanjenju servis perioda na farmi i pobolj$anju reproduktivnih parametara.

Reproduktivni parametri koje treba pratiti na jednoj farmi su:
1. Servis period - vreme od telenja do sledece koncepcije, poZeljno je da bude 90 - 120 -150 dana,
2. Medutelidbeni period - vreme proteklo izmedu 2 teljenja, pozeljno je da bude 365 - 395 - 425 dana,
3. Minimum 50 % steonost krava na stanju u svakom trenutku (steone + zasuSene krave),
4. Maksimum 12 % zasuSenih krava na stanju u svakom trenutku,
5. ZasuSenje 60 dana.
Pracenje ovih reproduktivnih parametara je bitno zbog pravilne ,laktacione krive zapata”, koja
omogucava maksimalnu iskoristivost zapata i maksimalne proizvodne rezultate.

Cilj nam je:

parametri za junice :

- indeks osemenjavanja za junice (1,5 - 1,7)

- ve$taCko osemenjavanje starost junica 13 - 15 meseci
- tezina junica preko 375 kg

- visina grebena 135 cm

- teljenje junica sa 22 - 24 meseca
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- oteljenost junica 96 % na broj utvrdene steonosti
- da od broja junica koje su usle u osemenjavanje 96 % ostane steono

parametri za krave :

- indeks osemenjavanja za krave (2,0 - 2,3)

- oteljenost krava 92 % na broj utvrdene steonosti

- pregled krava na steonost 30 - 40 dana (konacna potvrda steonosti sa 55 - 60 dana)

Funkcionalna nega papaka:

Funkcionalna nega papaka predstavlja vaznu meru brige o stadu krava. Primenom metode po
Ravenu postize se dobro zdravstveno stanje papaka i ekstremiteta zivotinja. Samo krave kod kojih su
redovno korigovani i leCeni papci mogu dati svoj maksimum u proizvodnji mleka. Ekonomske Stete
nastale usled hromosti kod krava su:

1. prerano iskljucivanje iz proizvodnje (uginuce i ekonomsko klanje)

2. pad mle¢nosti 5 - 35%

3. poremecaji reprodukcije (tihi estrusi, smanjena koncepcija, produzen servis period)
4. gubitak telesne mase usled smanjenog konzumiranja hrane

5. povecani troskovi leCenja

6. povecan rizik od nastanka zapaljenja mle¢ne zlezde

Ciljevi su nam:

- minimum dva puta obrada papaka godisnje kako bi Zivotinje imale pravilan stav ekstremiteta i zdrave
papke

- prioritetna obrada papaka i terapija svih hromih krava

- maksimum 10 % hromih krava na farmi

- maksimum 10 % ¢ireva papaka na farmi

- maksimum 2 % izlucenih krava po osnovu oboljenja papaka

Bakterioloski status zapata:

Poznavanje bakterioloske situacije na farmi je od sustinskog znac¢aja prilikom odabira antibiotika
u lecenju klini¢ke forme zapaljenja mle¢ne zlezde, sprecavanja Sirenja specifi¢nih uzro¢nika mastitisa na
farmi, kontrole uspesnosti dezinfekcije... Specifiéni uzroénici zapaljenja mle¢ne Zlezde u inficiranom
vimenu oste¢uju Zlezdani epitel mle¢ne Zlezde i direktno uti¢u na koli¢inu proizvedenog mleka po grlu
(smanjenje ¢ak do 50 %). Vrlo Cesto ne izazivaju teske oblike klini¢kog mastitisa kod inficiranih Zivotinja
i kao takvi produ nedijagnostikovano pa se lako sire po farmi preko ljudi koji muzu zivotinje, muzne
opreme, prostirke. Specifi¢ni uzroénici svojim prisustvom u vimenu podizu broj somatskih u zbirnom
uzorku mleka, a kako se prenose vrlo lako sa Zivotinje na Zivotinju ako se ne posStuje pravilna procedura
muze Krava, naru$avaju rentabilnu proizvodnju mleka. Bakteriolosko ispitivanje pre i posle izvrSene
dezinfekcije podova, muzne opreme, pomaze smanjenju troSkova lecenja, omogucava planske vakcinacije
zivotinja kako bi se preventirali gubici kako podmlatka tako i odraslih Zivotinja (Stap. Aureus, Strep.
Agalactiae, E. Coli i Clostridia Spp.). Mastitis nije uzrok nego je uvek posledica razli¢itih faktora koji
dovode do njegovog nastanka i tako se prema tome treba i odnositi prilikom terapije istih.
Ciljevi su nam:
- maksimum 5% klini¢kih mastita u prvih mesec dana laktacije (ili od oteljenih krava)
- maksimum 1,5 % klini¢kih mastitisa mesecno (ili od oteljenih krava)
- maksimum 15 % klinickih mastitasa godisnje (ili od oteljenih krava)

Dezinfekcija, deratizacija i dezinsekcija (DDD):

Dezinfekcija, deratizacija i dezinsekcija (DDD) predstavlja polaznu osnovu svake uspesne
stocarske proizvodnje. Za dobre rezultate DDD potrebna je pravilna upotreba sredstava, kao i priprema
povrsine, objekta u kome se radi, jer ni najbolje sredstvo nece imati efekta ako se ne uklone mehanicke
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neéisto¢e kod dezinfekcije, ukloni balega iz okoline Stala kod dezinsekcije ili zastite otrovi od vlage kod
deratizacije.

Kontrola u realnim terenskim uslovima pruza odgovore o kvalitetu DDD (brisevi povrsina,
prebrojavanje populacije glodara i insekata...) jer to doprinosi boljem zdravlju podmlatka i odraslih
Zivotinja

Ciljevi sunam :

- maksimum do 100 bakterija na centimetru kvadratnom nakon izvrSene dezinfekcije
- smanjenje populacije glodara na najmanju mogu¢u meru

- smanjenje populacije insekata na najmanju mogucu meru

Somatske éelije:

Odredivanje broja somatskih ¢elija u jedinici vremena u zbirnom uzorku mleka predstavlja veoma
vazan parametar pracenja bakterioloske situacije na farmi kao i zoohigijenskih mera koji se sprovode.
Kako somatske celije predstavljaju 93% leukociti, a 7% epitelne celije, ¢elije keratinskog sloja, izumrle
sekretorne ¢elije iz mle¢nih alveola, to moze jasno ukazati na postojanje zapaljenja mle¢ne Zlezde. 1z tog
razloga vrlo je bitno pratiti da li je taj skok somatskih ¢elija iz zbirnog uzorka mleka brz ili postepen, jer
brzo povecanje ukazuje na postojanje klinicke forme mastitisa sa nespecificni  uzroénicima, dok
postepeno povecanje ukazuje na supklini¢ku formu mastitisa sa specificnim uzro¢nicima (stafilokok,
streptokok...). Povecanje broja somatskih ¢elija u zbirnom uzorku mleka moze izazvati i toplotni stres,
gruba prostirka, mehanicka iritacija i losa laktaciona kriva zapata gde imamo na muzi vec¢i broj krava u
kasnoj fazi laktacije sa dugackim servis periodom. 1z tog razloga samo povecanje somatskih ¢elija zahteva
analizu uzroka nastanka, a nikako antibiotsku terapiju krava kod kojih su povec¢ane somatske ¢elije dok se
ne dokaze infekcija vimena. Uzimanje zbirnog uzoraka za somatske ¢elije je kutlacom iz laktofriza nakon
upaljene mesalice u trajanju od 2 | a pojedina¢nog uzorka putem vajkatora ili muzom krave u kantu i
nakon toga uzimanje kutla¢om.

Somatske ¢elije se u mleku ponasaju kao sediment pa ih je pre uzorka vrlo bitno homogenizovati
kako ne bismo dobili lazno negativan rezultat. Povecanje broja somatskih celija negativno uti¢e na
koli¢inu proizvedenog mleka po zivotinji; istrazivanja pokazuju da svako udvostruéenje broja somatskih
¢elija smanjuje za 2% koli¢inu proizvedenog mileka.

Ciljevi su nam:
- maksimalno 200.000 somatskih ¢elija u 1 ml mleka iz zbirnog uzorka (laktofriza)

Kiselost mleka:

Povecanje Kiselosti je direktno uzrokovano prisustvom bakterija, temperaturom skladiStenja i
brzinom hladenja mleka, na¢inom ishrane krava. Vrlo ¢esto uzrok pojave kiselosti mleka leti na farmama
predstavlja muzna oprema koja nije servisirana redovno ili promene u koli¢ini namuzenog mleka nakon
nabavljanja novih grla na farmi pa sam kapacitet laktofriza nije u stanju da dovoljno brzo ohladi
pomuzeno mleko i time se stvaraju uslovi za razmnozavanje mikroorganizama.

Ciljevi su nam:
- kiselost mleka u opsegu 6,4 - 6,8

Podmladak:

Zdrav podmladak je preduslov uspesne govedarske proizvodnje i dobrog remonta stada. Vrlo je
bitno obratiti paznju na napajanje novorodene teladi kolostrumom. Resorpcija imonoglobulina vrsi se
isklju¢ivo preko sluzokoze creva teleta. S obzirom na to da procenat resorpcije imunoglobulina opada u
jedinici vremena, vrlo je vazan vremenski period koji protekne od dolaska teleta na svet do prvog
napajanja. Novorodena telad moraju biti napojena kolostrumom najkasnije 2 sata nakon teljenja; u slucaju
da tele odbija da pije putem cucle ili prsta, mora se koristiti intragastri¢na sonda kojom se naliva direktno
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u Zeludac 2 - 3 kolostruma. Ovo je bitno zbog procenta resorpcije imunoglobulina preko creva teleta jer
ona tada iznosi 96%, dok posle 6 sati stepen resorpcije je sveden na 64% i kako vreme odmice
resorptivnost sve vise opada. Za svaku farmu je bitno postojanje banke kolostruma, tj. zamrznuti
kolostrum u plasti¢im flasama. Za banku najbolje je Koristiti kolostrum krava iz veceg broja laktacija
znajuci da prvotelke imaju 25 g/l imunoglobulina G, drugotelke 37 g/l imunoglobulina G... Nakon
odmrzavanja kolostruma, bitno je da se ne izlaze visokim temperaturama zbog denaturacije proteina veé
lagano zagrevanje pre aplikacije teladima. Imunoloski status teladi i prognozu prilikom lecenja teladi u
prvim danima Zivota mozemo dobiti biohemijskom analizom krvi i odredivanjem ukupnih proteina i
albumina. Dobijena razlika predstavlja globulinsku frakciju u organizmu i najbolje je raditi kod teladi do
48 sati nakon rodenja. Istrazivanja su pokazala da telad sa vrednostima globulina ispod 20 g/l nakon 48
sati imaju prognosti¢ki vrlo los status i takvim teladima najbolje je aplikovati komercijalne
imunoglobulinske komplekse.

Ciljevi su nam:

- maksimalno 4 % izlucenja teladi u prvih mesec dana od teljenja

- maksimalno 4 % izlucenja teladi od 1 do 4 meseca u odnosu na ulaz
- maksimalno 0,5 % izlucenja junadi preko 4 meseca u odnosu na ulaz

ZasuSenje krava:

Pocetak nove laktacije svake krave pocinje prvim danom zasusenja, a ne prvim danom kada krava
pocne da se muze nakon partusa. 1z tog razloga vrlo je bitno insistirati da period zasu$enja traje 60 dana.
Period zasuSenja ima tri faze:

1. faza aktivne involucije - 15 dana

2. faza pasivne involucije (pravi odmor za mle¢nu zlezdu i priprema za novu laktaciju bez ¢ega nema ni
dostizanja maksimalne proizvodnje u narednoj laktaciji) - 30 dana

3. faza kolostogeneze - 15 dana

Prilikom zasuSivanja Zivotinja izbegavati preskakanje muze, uskra¢ivanje kvalitativnog obroka,
uskracivanje vode. Najbolje je, ako postoje uslovi, odvojiti krave u laktaciji od krava koje se zasuSuju
(zbog oksitocinskog refleksa), za krave koje imaju do 20 | mleka dnevno dovoljno je pomusti krave 60
dana do ocekivanog teljenja; ispostovati pravilnu proceduru muze krava (dezinfekcija pre i posle muze),
ubaciti injektore za zasusenje i pratiti zivotinju narednih 2 do 3 dana da li ¢e do¢i do reakcije vimena. Za
krave koje u trenutku zasuSenja imaju vise od 20 litara mleka (Sto je zanemarljiv broj ako je ishrana
uskladena sa fazom laktacije) potrebno je par dana pre 60 dana od ocekivanog teljenja tim Zivotinjama
umanjiti energetski i proteinski deo dnevnog obroka za 30 %, bez uskracivanja vode i preskakanja muza.
Ciljevi su nam:

- trajanje zasusenja 60 dana

Muzna oprema:
Neispravna muzna oprema je jedan od najbitnijih uzro¢nika nastanka zapaljenja mle¢ne zlezde
kod krava u laktaciji.
Na stanje papila vimena uticu:
- previsok vakuum (vakuum 4,2 - 4,8 kpa)
- prenizak vakuum (vakuum 4,2 - 4,8 kpa)
- broj pulzacija (40 - 60 / u minuti)
- dotrajale, uvrnute, ispucale gume na ¢asama muznih jedinica (remont minimum na 6 meseci)
- odrzavanje muzne opreme (ispiranje toplom vodom, dezinficijensima posle svake muze)

Vrlo ¢esto prilikom muze krava dotezu se muzilice ru¢no kako bi $to manje mleka ostalo u
vimenu krava. To nije dobro jer dodatnim pritiskom samo pravimo dodatne lezije na papilama i
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omoguc¢avamo naseljavanje bakterija iz okruZzenja zivotinja (automatske muzne jedinice se automatski
otpustaju sa papila ¢im protok mleka padne ispod 250 ml / min).

OdrZiva stocarska proizvodnja je zajedni¢ko delovanje razlicitih Cinilaca koji su uklju¢eni u sam
proces proizvodnje, a to su:

. minimum muzni prosek 22 | (stalski prosek 19,5 I)

. maksimum 12 % zasuSenih krava na stanju u svakom momentu obezbeduje optimalnu laktacionu krivu
. % ucesc¢a obroka u ceni proizvedenog litra mleka do 50 %

. farma slobodna od specifi¢nih uzroénika mastitisa

. napajanje teladi najkasnije 2 sata posle teljenja (banke kolostruma)

. ispravna muzna oprema

. pravilna procedura muze krava

. metabolicki stabilne Zivotinje

. izbalansiran obrok
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Apstrakt

Babezioza je parazitska bolest rasprostranjena Sirom sveta uzrokovana protozoama iz roda Babesia, koje
prenose krpelji, a koje se u organizmu prijem¢ivog i infestiranog domacina razmnozavaju u eritrocitima.
Babeziozu pasa izazivaju vrste Babesia canis i Babesia gibsoni, pri ¢emu je vrsta B. canis podeljena na tri
podvrste. Kod pasa obolelih od babezioze, primarne hematoloske abnormalnosti su trombocitopenija i
anemija. Bez obzira o kojoj se Babeziji radi, sama patogeneza oboljenja je ista, a manifestuje se klinickom
slikom koja ukljucuje anemiju (usled imunoloske reakcije razaranja eritrocita), povecanu telesnu
temperaturu, apatiju, dehidrataciju, oslabljen apetit, uvecanje limfnih ¢vorova, hemoglobinuriju, u tezim
slucajevima zuticu i prebojavanje sluznica, narandzast sadrzaj u rektumu. Babezioza je pracena i
multisistemskim poremecajima od akutnog respiratornog sindroma, cerebralnih znakova, ali i akutnog
oSte¢enja bubrega. Abnormalnosti leukocita variraju od leukocitoze (sa i bez skretanja u levo) do
leukopenije, neutrofilije, neutropenije, limfocitoze i/ili eozinofilije. Prevalenca akutnog otkazivanja
bubrega kod ovog oboljenja je 2,2-36%. Pri kontroli bubrezne funkcije potrebno je ispitati serumske nivoe
uree, kreatinina, kao i njihov odnos, proteine u mokraéi, obim glomerularne filtracije, specifi¢nu tezinu
mokrace i prirodu sedimenta Treba napomenuti da serumska urea uglavnom raste kada su u pitanju i
drugi, prerenalni faktori-hemoliziranje eritrocita, obimna gastrointestinalna krvarenja, povecan unos
proteina hranom, katabolicki procesi koji su dominantni pri inflamatornim stanjima (pa tako i kod
babezioze) praceni destrukcijom proteina i posledi¢énim porastom uree u krvi. Pri tome se koli¢nik
urea:kreatinin znatno menja u korist uree, a promenu ovog koli¢nika smo uocili i kod babezioze pasa. U
proceni babezioze treba uzeti u obzir veci broj laboratorijskih parametara i ne treba se bazirati iskljucivo
na nalazu babezije u krvnom razmazu, zbog mogucih komplikacija i primene potporne terapije.

Klju¢ne reci: psi, babezioza, hematologija, biohemija.

Abstract

Babesiosis is a parasitic disease spread worldwide caused by tick-borne protozoa of the genus Babesia,
which in the body of a susceptible and infested host multiply in erythrocytes. Dog babesiosis is caused by
Babesia canis and Babesia gibsoni species, with B. canis being divided into three subspecies. In dogs with
babesiosis, thrombocytopenia and anemia are the primary hematologic abnormalities. Whatever the case
of babesia, the pathogenesis of the disease is the same, manifested by a clinical picture that includes
anemia (due to the immune response of destruction of erythrocytes), fever, apathy, dehydration, impaired
appetite, enlargement of lymph nodes, hemoglobinuria, in severe cases jaundice and mucous membranes,
orange content in rectum. Babesiosis is accompanied by multisystem disorders of acute respiratory
syndrome, cerebral signs, but also acute renal impairment. Leukocyte abnormalities range from
leukocytosis (with and without left turning) to leukopenia, neutrophilia, neutropenia, lymphocytosis and /
or eosinophilia. The prevalence of acute renal failure in this disease is 2.2-36%. When controlling kidney
function, it is necessary to examine serum levels of urea, creatinine, as well as their relationship, proteins
in the urine, the extent of glomerular filtration, the specific gravity of the urine and the nature of the
sediment. erythrocytes, extensive gastrointestinal bleeding, increased protein intake, catabolic processes
that are dominant in inflammatory conditions (including babesiosis), followed by protein destruction and
consequent increase in blood urea. In doing so, the urea ratio: creatinine changes significantly in favor of
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urea, and a change in this ratio has been observed in canine babesiosis. The assessment of babesiosis
should take into account a larger number of laboratory parameters and should not be based solely on the
findings of babesia in blood smear, due to possible complications and the use of supportive therapy.

Key words: dog, babesiosis, hematology, biochemistry.

Etiologija babezioze kod pasa

Babezioza je parazitska bolest rasprostranjena Sirom sveta uzrokovana protozoama iz roda Babesia, koje
prenose krpelji, a koje se u organizmu prijemcivog i infestiranog domacina razmnozavaju u eritrocitima.
Babeziozu pasa izazivaju vrste Babesia canis i Babesia gibsoni, pri ¢emu je vrsta B. canis podeljena na tri
podvrste, od kojih je B. canis rossi najpatogenija, dok su B. canis canis i B. canis vogeli manje patogene
(Milesevi¢ 1 sar., 2005; Solano-Gallego i1 sar., 2016). Uzrocnici babezioze kod pasa mogu bit i B.
conradae (Kjemptur i sar., 2006), te B. vulpes (Baneth i sar., 2015) koja je ranije bila klasifikovana kao
Babesia "Spanski izolat", Babesia "microti-sli¢na vrsta", "Babesia (Theileria) annae", i "Babesia cf.
microti "' (Zahler i sar., 2000; Camacho-Garsia, 2006). U Evropi dominantnu ulogu ima B. canis canis
koju prenosi Dermacentor reticulatus (Matijatko i sar., 2014). Babezioza pasa je prisutna u Srbiji ve¢ duze
vreme i do sada su potvrdene B. canis i B. gibsoni (Davitkov i sar., 2015), a Gabrielli i sar. (2015) su
pored ove dve vrste izolovali i Babesia sp. “Spanski izolat” i B. microti. Radene sui studije prevalence
babezioze na podru¢jima grada Beograda i Novog Sada (Pavlovic i sar., 2009; Potkonjak i sar., 2015) koje
su pokazale visoku prevalencu pasa zarazenih sa B. canis. Babezioza se kod pasa javlja u perakutnom,
akutnom i1 hronicnom toku (Selanec i sar., 2012). Uobicajni kini¢ki znaci babezioze su letargija,
povracanje, anoreksija, groznica, slabost, bledilo sluznica, Zutica, splenomegalija, hematurija,
dehidratacija, gubitak tezine, bol u stomaku i osetljivost bubrega na palpaciju (Bastos i sar., 2004;
Schoeman, 2009; Solano-Gallego i sar., 2011). Dijagnostika babezije je zasnovana na direktnim
mikroskopskim metodama obojenih krvnih razmaza, molekularnim, kao i seroloskim metodama od kojih
su najznacajnije infirektna imunofluorescencija (IFAT) i enzimski imunotest (ELISA) (Solano-Gallego i
sar., 2016).

Krvna slika kod pasa sa babeziozom

Kod pasa obolelih od babezioze, primarne hematoloske abnormalnosti su trombocitopenija i
anemija. Trombocitopenija je Cesto prisutna, cak i kad je anemija odsutna (Furlanello i sar., 2005). Uzrok
anemije su antigeni parazita inkorporirani na povrsini eritrocita koji indukuju antigen prezentujuce celije,
§to dovodi do hemolize i uklanjanja zarazenih eritrocita od strane mononuklearno-fagocitnog sistema
(Sykes, 2013). Abnormalnosti leukocita variraju od leukocitoze (sa i bez skretanja u levo) do leukopenije,
neutrofilije, neutropenije, limfocitoze i/ili eozinofilije (Sykes, 2013).

Zivotinje i uzorkovanje: Istrazivanjem je obuhvaceno 25 pasa kod kojih je tokom 2015. i 2016.
godine dijagnostikovana babezioza. Psi su poticali sa teritorije Novog Sada i njegove §ire okoline. Medu
obolelim psima je bilo osam meSanaca (32%), tri rotvajlera (12%), dva labradora (8%), dva dobermana
(8%), dva kane korsa (8%), jedan engleski mastif (4%), jedan nemacko — lovni terijer (4%), jedan dogo —
argentino (4%), jedan maltezer (4%), jedan nemacki ovéar (4%), jedan nemacki $pic (4%), jedan nemacki
kratkodlaki pti¢ar (4%) i1 jedan buldog (4%). Raspon starosne dobi pasa je bio od 6 meseci do 9 godina.
Prosek starosne dobi pasa je bio 3,5 godine. Muskih pasa obolelih od babezioze je bilo 17 (68%), a
zenskih 8 (32%).

Dijagnostika: Dijagnostika babezioze radena je pomoc¢u direkthog mikroskopskog pregleda
obojenih krvnih razmaza. Razmazi krvi su pravljeni punkcijom usne vene, a zatim direktnim nanos$enjem
krvi na plo€icu. Krv se zatim laganim i kontinuiranim pokretima druge plocice ravnomerno razmazivala.
Krvni razmazi su bojeni metodama May—Griinwald-Giemsa (Kit RAL 555, Cosmos biomedical, Derbisir,
Velika Britanija) ili Diff Quick (Bio — Diff Kit, BioGnost Ltd., Zagreb, Hrvatska). Obojeni krvni razmazi
su pregledali na svetlosnom mikroskopu BA210 Binocular, sa dodatkom kamere Moticam 580INT,
(Motic®, Hong Kong, Kina).
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Hematoloske analize: Krv za hemogram uzimana je od pretrazivanih pasa venskom punkcijom sa
zutom iglom 20G (v. jugularis externa; v. cephalica antebrachii) i prikupljana je u epruvetu s
antikoagulansom, etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA). Neposredno nakon uzimanja uzorka
hemogram je odraden hematoloskim analizatorom Vet ABC (Scil, Virnhajm, Nemacka).

Zastupljenost hematoloskih laboratorijskih promena kod pasa sa babezijom u naSim klini¢ckim
istrazivanjima prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1: Zastupljenost pasa na babeziozu sa poviSenim, normalnim i snizenim krvnim parametrima (25
pasa)

Hematolo$ki parametar | Referentna Broj (%) pasa iznad | Broj (%) pasa u okviru | Broj (%) pasa ispod
vrednost referentne vrednosti | referentne vrednosti referentne vrednosti
WBC (10° mm™) 5-14 8 (32) 10 (40) 7 (28)
LYM (10° mm™) 8-21 0 (0) 1(5) 20 (95)
MON (10° mm™) 01-14 0 (0) 18 (86) 3(14)
GRA (10° mm?) 3-10 9 (43) 9 (43) 3(14)
RBC (10° mm?) 4,95-7,87 1(4) 14 (56) 10 (40)
HGB (g dL™) 11,9-18,9 1(4) 12 (48) 12 (48)
HCT (%) 35-57 0 (0) 8(32) 17 (68)
PLT (10> mm™) 211-621 0 (0) 6 (24) 19 (76)
MCV (um’®) 66 - 77 0 (0) 3(12) 22 (88)
MCH (pg™) 21-26,2 1(4) 21 (84) 3(12)
MCHC (g dL™) 32-36,3 14 (56) 11 (44) 0(0)
RDW (%) 11-14 17 (81) 0(0) 4 (19)
MPV (um) 6,1-10,1 2 (10) 19 (90) 0 (0)

Funkcionalni status bubrega kod pasa sa babezijom

Bez obzira o kojoj se Babeziji radi, sama patogeneza oboljenja je ista, a manifestuje se klinickom
slikom koja ukljuCuje anemiju (usled imunoloske reakcije razaranja eritrocita), povecanu telesnu
temperaturu, apatiju, dehidrataciju, oslabljen apetit, uvecanje limfnih ¢vorova, hemoglobinuriju, u tezim
slucajevima zuticu i prebojavanje sluznica, narandzast sadrzaj u rektumu. Babezioza je pracena i
multisistemskim poremecajima od akutnog respiratornog sindroma, cerebralnih znakova, ali i akutnog
osteCenja bubrega. Ostecenje bubrega (blaze i reverzibilno) bez kompletnog otkazivanja bubrega je veoma
cesto kod babezioze pasa (Lobetti and Jacobson, 2001). Otkazivanje bubrega, ukoliko se dokaze,
predstavlja nepovoljan prognostic¢ki znak, uglavnom zavrsava fatalno, pa je veoma vazno pratiti bubreznu
funkciju kod ovog oboljenja (Lobetti and Jacobson, 2001; Welzl et al., 2001). Prevalenca akutnog
otkazivanja bubrega kod ovog oboljenja je 2,2-36% (Camacho et al., 2004; Garcia, 2006; Jacobson and
Clark, 1994; Mathe et al., 2006). Pri kontroli bubrezne funkcije potrebno je ispitati serumske nivoe uree,
kreatinina, kao i njihov odnos, proteine u mokraci, obim glomerularne filtracije, specifi¢nu tezinu mokrace
i prirodu sedimenta (Miyagawa et al., 2009). Treba napomenuti da serumska urea uglavnom raste kada su
u pitanju i drugi, prerenalni faktori-hemoliziranje eritrocita, obimna gastrointestinalna krvarenja, povecan
unos proteina hranom, katabolicki procesi koji su dominantni pri inflamatornim stanjima (pa tako i kod
babezioze) praceni destrukcijom proteina i posledi¢nim porastom uree u krvi. Pri tome se koli¢nik
urea:kreatinin znatno menja u Korist uree, a promenu ovog koli¢nika smo uo€ili i kod babezioze pasa (De
Scally et al., 2004; Mohr et al., 2000; Prause and Grauer, 1998; Simao et al., 2003). Mnogo je verovatnije
da ¢e serumska urea rasti bas zbog ovih prerenalnih faktora, dok serumski kreatinin raste ukoliko postoji
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oSteCenje bubrega (i to gubitak 2/3 ukupne bubrezne funkcije) (Pekmezci et al., 2015). Rezultati
ispitivanja pokazuju da je kod 12 pasa (92,3%) koncentracija uree bila iznad referentnih vrednosti, dok je
porast vrednosti kreatinina utvrden kod kdva psa (15,4%). Vrednost uree i kreatinina pokazuju statisticki
znacajnu pozitivnu korelaciju. Koli¢nik urea:kreatinin je bolje povezan sa vrednostima uree, nego sa
vrednostima kreatinina sa kojima pozitivno korelira.

Zastupljenost promena u koncentraciji uree, kreatinina i njihovog odnosa kod pasa sa babezijom u

naSim klini¢kim istrazivanjima prikazana je u tabeli 2 i 3.

Tabela 2: Vrednost uree i kreatinina kod pasa sa babeziozom

U okviru referentne vrednosti

Iznad referentne vrednosti

Broj slucajeva % Broj slucajeva %
Urea 1 7,7 12 92,3
Kreatinin 11 84,6 2 15,4

Tabela 3: 1zmerene vrednosti uree, kreatinina i odnosa urea:kreatinin kod pasa sa babeziozom

Slucaj broj Urea mg/dI Kreatinin mg/dI Urea: Kreatinin
1 102,00 1,03 35,00
2 105,00 1,07 50,00
3 131,00 1,45 90,34
4 62,80 0,91 68,86
5 52,30 0,88 59,70
6 104,00 1,83 56,83
7 39,50 0,74 53,23
8 50,00 0,94 53,02
9 90,70 1,80 50,39
10 25,40 0,59 42,76
11 43,40 1,04 41,73
12 35,10 1,09 32,20
13 35,00 1,00 35,00

Zaklju¢ak

U proceni babezioze treba uzeti u obzir ve¢i broj laboratorijskih parametara i ne treba se bazirati
isklju¢ivo na nalazu babezije u krvnom razmazu, zbog mogucih komplikacija i primene potporne terapije.
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Apstrakt

U proizvodnji standardnog krvnog agara za neselektivnu kultivaciju i izolacija bakterija koristi se najcesce
krv ovnova. Ponekad patogene bakterije mogu biti prisutne u krvi ovnova, §to je redi slucaj, dok su
saprofitne bakterije i njihove spore uvek prisutne na kozi i/ili dlaci Zivotinja, kao i u okruZenju, pa
teorijski postoji nekoliko kriti¢nih tacaka za bakteriolosku kontaminaciju krvi i posledi¢no izlivanje
bakterioloski kontaminiranog krvnog agara. Prvi kriticna tacka je prisutna tranzitorna bakterijemija ili
septicno stanje kod ovnova, kao posledica Cestih venepunkcija ili primarnog infektivnhog oboljenja.
Ovakva stanja bi morala da se ogledaju sa promenom opsteg stanja uz hiperpireksiju i poremecajem
hematoloskih i biohemijskih parametara u krvi. Druga kriticna tacka je venepunkcija, odnosno
neadekvatna priprema koze. Treca kriti¢na tacka za bakteriolosku kontaminaciju je tehnoloski proces sa
prikupljenom krvi sve do momenta izlivanja u pripremljenu i sterilnu bazu za krvni agar. Primena
osetljivog metoda za kontrolu sterilnosti prikupljenje krvi (hemokultura) moze da spreci pojavu
bakterioloske kontaminacije izlivenih krvnih ploCa. Sa bakterioloskog aspekta najkriticnija je
venepunkcija, zbog uvek prisutne fizioloske flore koze i dlake.

Klju¢ne reéi: krv, kontaminacija, hemokultura.
Abstract

The production of standard blood agar for the indiscriminate cultivation and isolation of bacteria is most
commonly used in rams' blood. Sometimes pathogenic bacteria can be present in rams' blood, which is
less the case, while saprophytic bacteria and their spores are always present on the skin and / or hair of
animals, as well as in the environment, so theoretically there are several critical points for bacteriological
contamination of the blood and subsequent bacteriological leakage. contaminated blood agar. The first
critical point is the presence of transient bacteremia or septic conditions in rams, as a result of frequent
venipuncture or primary infectious disease. Such conditions would have to be mirrored by a change in
general condition with hyperpyrexia and disruption of haematological and biochemical parameters in the
blood. Another critical point is venipuncture, that is, inadequate skin preparation. The third critical point
for bacteriological contamination is the technological process with the blood collected until it is poured
into a prepared and sterile blood agar base. The use of a sensitive method for controlling sterility blood
collection (chemoculture) can prevent bacteriological contamination of spilled blood vessels. From the
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bacteriological point of view, the most critical is venipuncture, because of the ever-present physiological
flora of skin and hair.

Key words: blood, contamination, hemoculture.
Definicija i osobine krvnog agara

Columbia Blood Agar je hranljivi agar opste namene formulisan od strane Ellner-a i sar. (1) 1966;
dalje je on obogacen dodavanjem sterilne krvi. Uobicajeno, baze krvnog agara su ukljucivale hidrolizat
kazeina za brzu produkciju velikih kolonija ili mesni infuzum, koji daje definisane hemoliticke reakcije.
Columbia Agar kombinuje oba dodatka, da bi se dobile poboljsane karakteristike.Ova podloga sa dodatim
specijalnim peptonom omogucava brz i obilan rast visoko izbirljivih i neizbirljivih organizama. Takode,
ova podloga pokazuje tipicnu kolonijalnu morfologiju; bolju proizvodnju pigmenta i jace definisane
hemoliticke reakcije. Columbia Agar podloga se koristi kao osnova za podloge, koje sadrze krv i za
selektivne oblike podloga u kojima se kao aditivi koriste razli¢ite kombinacije antimikrobnih dodataka.
Fildes je otkrio da se obogacivanjem Hranljivog agara ov¢ijom krvi obezbeduju oba ova faktora i da tada
podloga podrzava rast H. influenza.Kukuruzni skrob sluzi kao izvor energije i takode neutralise toksi¢ne
metabolite. Ov¢ija krv omogucava detekciju hemolize i takode obezbeduje hem (X faktor), koji je
neophodan za rast mnogih bakterija. Bez obzira, zbog nedostatka V faktora (nikotinamid adenin
dinukleotid), Haemophilus influenzae nece rasti na ovoj podlozi, jer su mu potrebni i X i V faktor. Posto
ova podloga ima relativno visok sadrzaj ugljenih hidrata, beta-hemoliticke streptokoke mogu pokazati
zelenkastu hemoliticku reakciju, koja se moze zameniti sa alfa-hemolizom. Neophodno je zbog toga,
izvrsiti potvrdne testove svih kolonija.

Hemokultura — principi izvodenja i interpretacije

Uzorak za hemokulturu je venska krv. Uzimanje i analiza uzoraka krvi iz arterije nece povecati
uspesnost izolacije mikroorganizama iz krvi. Prema svetski priznatim postoje¢im preporukama iz humane
medicine nije preporucljivo uzimati uzorak krvi iz intravenskog katetera, jer tako dobijeni uzorci pokazuju
povecanu ucestalost kontaminacije i lazno pozitivnih rezultata.

Kultivisanje odgovaraju¢e zapremine krvi je najvazniji pojedinacni faktor koji odreduje stopu
izolacije bakterija iz krvi. Razlog lezi u tome $to veéina odraslih ljudi sa bakterijemijom ima niske
koncentracije cirkulisu¢ihu¢ih mikroorganizama u krvi. Cak 50% pacijenata ima <1,0 CFU ( od engl.,
colony forming units) po mililitru krvi. Svaki dodatni mililitar krvi, povecava stopu izolacije za 3%.
Preporuceni volumen krvi: 10 ml po jednoj bocici (ukupno 20 ml po jednom setu).

Postupak prikupljanja uzoraka krvi za hemokulturu - Krv se uzima iz v.jugularis, obostrano u dva
seta za hemokulturu. Jedan od vaznih cinilaca, koji povecavaju osetljivost hemokulture u otkrivanju
bakterijemije je tehnika uzimanja uzoraka krvi, ukljucujuéi dezinfekciju koZe po pravilima asepse i
pravilno vadenje krvi venepunkcijom.

Nakon $to se uklone plasti¢ni poklopci sa bocica za hemokulturu, gumeni Cep treba ocistiti
brisanjem dezinfekcionim sredstvom, te ostaviti dok primenjeno sredstvo ne ispari u potpunosti. Za
dezinfekciju gumenih ¢epova na bocicama za hemokulture treba koristiti alkohol. Jod kao sredstvo ne sme
da se koristi za tu namenu, jer prema proizvodac¢ima, moze dovesti do propadanja gumenog materijala.
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Pre pocetka venepunkcije, potrebno je pripremiti i proveriti sav potreban materijal. Nakon
uobicajene higijene ruku veterinara ili veterinarskog tehnicara, sledi higijena odabranog mesta za
venepunkciju. Vidljivo zaprljana mesta na kozi, koja nisu ociS¢ena a predvidena za venepunkciju,
potrebno je oprati vodom i sapunom. Mesto venepunkcije treba dezinfikovati odgovarajuéim
antiseptickim sredstvom, te pricekati da primenjeno sredstvo u potpunosti izvetri i koza bude suva. Nakon
dezinfekcije koze, mesto uboda se viSe ne sme palpirati, osim ako se ne koriste sterilne rukavice. Nakon
obavljene venepunkcije, pribor za uzimanje krvi obavezno se odbacuje u odgovaraju¢u kanticu za ostar
otpad.

Bocice za hemokulturu sadrze tekuce hranjive podloge specijalizovane za rast i kultivaciju
odredenih bakterija. BoCice se do upotrebe Cuvaju na suvom i hladnom mestu (2-25°C), zasticenom od
sunceve svetlosti. Krv dobijena venepunkcijom direktno se inokulira u dve bocice u podjednakom odnosu
volumena krvi. Aerobna bocCica podrzava rast obligatorno aerobnih 1 fakultativno anaerobnih
mikroorganizama. SadrZaj anaerobne bocice je takav da podrzava rast obligatorno anaerobnih i
fakultativno anaerobnih organizama. U pojedinu boéicu asepticki se inokulira 8 - 10 mL venske krvi. Da
bi se sprecilo zgruSavanje, inokulirane bocice treba lagano zaokrenuti nekoliko puta radi mesanja krvi sa
teku¢om hranjivom podlogom. Nakon toga, bocice bi trebalo transportovati $to je brze moguce u
laboratoriju, a preporuke proizvodaca su da ne prode vise od dva sata.

Automatizovani uredaji za kontinuirano pracenje hemokultura — Uredaji za hemokulturu
predstavljaju u potpunosti automatizovani sistem, koji kontinuirano prati hemokulture i detektuje rast
mikroorganizama u uzorcima. Bocice se inkubiraju u uredaju i periodi¢no kontrolisu na znakove rasta
bakterija. Svaka bocica sadrzi senzor, koji reaguje na porast koncentracije CO, ili pad koncentracije O,.
Mikroorganizmi CO, proizvode metabolizmom hranjivih materija u boéici, a O, Kkoriste za svoj rast i
deobu. Uredaj prekontroliSe senzor svakih deset minuta tragajuci za porastom u njegovoj fluorescenciji.
Porast u fluorescenciji je srazmeran povecanju koli¢ine CO, ili smanjenju koli¢ine O, prisutnog u bocici.
Nakon $to je uredaj signalizirao rast bakterija, pozitivna bocCica se vadi iz uredaja, posebno u daljem
postupku treba voditi racuna o merama opreza pri rukovanju boCicama, osigurati asepti¢ne uslove, te
uzorke odloziti u bioloski sigurnu okolinu. Uzorak iz bocice sada se koristi za pripremu mikroskopskog
preparata, koji se boji po Gramu. Na temelju Gram preparata i klinickih podataka o pacijentu radi se
preliminarna dijagnoza bakterijemijske etiologije, a rezultat prosleduje odgovornom doktoru. Nakon ovih
postupaka, treba dalje vrsiti kultivisanje uzoraka na hranljivim podlogama za rast bakterija radi konacne
identifikacije uzro¢nika i izrade antibiograma.

Rezultati pozitivne hemokulture ponekad se lako tumace, ali Cesto predstavljaju pravi izazov za
interpretaciju. Laboratorijski nalaz i njegovu klini¢ku vaznost uvek treba proceniti u odnosu na klini¢ku
sliku pacijenta. Postoji nekoliko faktora, koji uti¢u na tac¢nu interpretaciju rezultata. Za pocetak, identitet
mikroorganizma izolovanog iz pozitivne hemokulture ima odredenu prediktivnu vrednost. Uobicajeni
krvni izolati, koji uvek predstavljaju pravu bakterijemiju su Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans. Drugi mikroorganizmi
poput Corynebacterium spp. i Cutibacterium (ranije poznat kao Propionibacterium spp.) uvek
predstavljaju kontaminaciju. Detekcija viridans-grupe streptokoka, koagulaza-negativnih stafilokoka i
enterokoka, jo§ uvek je problemati¢na za tumacenje, buduc¢i da su neke studije pokazale da mogu
predstavljati pravu bakterijemiju u 38%, 15% i 78% slucajeva. Uzorak pozitiviteta hemokultura ima
vrednost pri odredivanju klinickog znacaja izolata. Kada su vecina ili sve hemokulture dobijene
nezavisnim venepunkcijama pozitivne na isti mikroorganizam, verovatno¢a da ovo predstavlja pravu
bakterijemiju je izuzetno visoka, bez obzira na identitet organizma. To je slu¢aj kod stanja kod kojih je
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bakteriemija kontinuirana poput endokarditisa i drugih intravaskularnih infekcija. Sa druge strane,
prisutnost samo jednog pozitivnog seta hemokulture od nekoliko uzetih za analizu ukazuje da pozitivan
nalaz predstavlja kontaminaciju. Ukoliko i dalje nismo sigurni predstavlja li izolovani mikroorganizam
klinicki znaCajan nalaz ili ne, jo$ jedan elemenat, koji pomaze u tumacenju nalaza je tzv. “diferencijalno
vreme do pozitivnosti”. To je vreme proteklo od kada je uzet uzorak venske krvi za hemokulturu do
pozitivnog rezultata u automatizovanom termostatu. Kada se izoluje sumnjiv nalaz iz uzorka, treba
posumnjati na kontaminaciju ako je bilo potrebno viSe od 48-72 sata da mikroorganizmi porastu, ukoliko
su prisutni u malim koli¢inama. Kada se ti isti patogeni detektuju u manje od 24 do 48 sati od trenutka
kada je uzeta krv, verovatnost da su pravi uzro¢nici bakterijemije ipak postoji. Diferencijalno vreme do
pozitivnosti koristi se takode da bi se potvrdilo da li je kateter izvor infekcije. Analiziraju se dva seta
hemokultura, jedan uzet perifernom venepunkcijom, a drugi iz intravaskularnog katetera. Ako je
hemokultura uzeta na jednom mestu pozitivna najmanje 90-120 minuta pre nego hemokultura uzeta na
drugom anatomskom mestu (venepunkcijom ili iz katetera), rezultati ukazuju da mesto sa ranijim
pozitivitetom ima vecu koncentraciju organizama i da je izvor infekcije.

Rezultati hemokulture krvi ovnova

U proizvodnji standardnog krvnog agara za neselektivnu kultivaciju i izolacija bakterija koristi se
najcesce krv ovnova. Ponekad patogene bakterije mogu biti prisutne u krvi ovnova, $to je redi slucaj, dok
su saprofitne bakterije i njihove spore uvek prisutne na kozi i/ili dlaci zZivotinja, kao i u okruZenju, pa
teorijski postoji nekoliko kriti¢nih ta¢aka za bakteriolosku kontaminaciju krvi i posledi¢no izlivanje
bakterioloski kontaminiranog krvnog agara. Prvi kriticna tacka je prisutna tranzitorna bakterijemija ili
septicno stanje kod ovnova, kao posledica Cestih venepunkcija ili primarnog infektivnog oboljenja.
Ovakva stanja bi morala da se ogledaju sa promenom opS$teg stanja uz hiperpireksiju i poremecajem
hematoloskih i biohemijskih parametara u krvi. Druga kriticna tacka je venepunkcija, odnosno
neadekvatna priprema koze. Treca kriti¢na tacka za bakteriolosku kontaminaciju je tehnoloski proces sa
prikupljenom krvi sve do momenta izlivanja u pripremljenu i sterilnu bazu za krvni agar. Primena
osetljivog metoda za kontrolu sterilnosti prikupljenje krvi moze da sprec¢i pojavu bakterioloske
kontaminacije izlivenih krvnih ploca. Sa bakterioloskog aspekta najkriti¢nija je venepunkcija, zbog uvek
prisutne fizioloske flore koze i dlake. FizioloSka mikroflora sadrzi mnogo razli¢itih bakterijskih vrsta, a
kada govorimo o kozi, zZivotinje imaju razli¢itu fiziolosku floru u odnosu na uslove smestaja i uslove
okoline. Najéesce su to stafilokoke i mikrokoke. Dok druge vrste poput Bacillus spp. dospevaju na dlaku i
kozu iz okrZenja. Prema istrazivanjima najée$ce vrste bakterija prisutne na kozi ovaca su Staphylococcus
spp. (30.43%), Bacillus spp. (26.97%), Streptococcus spp. (16.89%), Gram-negativni fermentori (6.3%) i
Moraxella spp. (5.14%) (referenca: Haarstad, A. C., Eisenschenk, M. C., Heinrich, N. A., Weesg, J. S., &
McKeever, P. J. (2014). Isolation of bacterial skin flora of healthy sheep, with comparison between
frequent and minimal human handling. Veterinary dermatology, 25(3), 215-e56). Primenom asepse i
antisepse prilikom venepunkcije i prikupljanja krvi potpuno se uklanja moguénost bakterioloske
kontaminacije Krvi.

Cilj: Ustanoviti izvore bakterioloSke kontaminacije u toku prikupljanja i obrade Krvi.

Materijal i metod: Prikupljena je krv od dve grupe po 4 ovna (ukupno 8 ovnova) primenom
venepunkcije v. jugularis. Kod prve grupe ovnova koza je pripremljena §iSanjem, pa dezinfekcijom prvo
sa 70% izopropanol i 0,1 % butandiol (Skin-Des®, Antiseptica chem. pharm. Produkte GmbH), a potom
polivinilpirolidon uz upotrebu sterilne gaze i kruzno brisanje od centra prema spolja, bez naknadne
palpacije vene i uz upotrebu sterilnih hirurskih rukavica. Kod druge grupe ovnova koza je pripremljena
bez dodatnih mera, prema procedure onoga koji vadi krv. Od svakog pojedinaénog ovna, asepticno je
uzeto po 10 mL pune krvi i kultivisano u bocu sa podlogom, odnosno ukupno 40 mL jer su primenjena
dva seta za hemokulturu (aerobno i anaerobno), a venepunkcija je bila uradena iz leve i desne v. jugularis.
Takode, prikupljena je krv iz 2 zbirne boce, primenom S$prica i igle, neposredno nakon izlivanja krvnog
agara. Bila su primenjana dva seta za hemokulturu. Setovi za hemokulturu su kultivisani na licu mesta i
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metod za hemokulture: BacT/ALERT® FN Plus, bioMériceux, sa delom za acrobne i anaerobne bakterije.
Kod identifikovanog porasta izvrSena je supkultivacija i identifikacija poraslih vrsta. Kultivacija i
identifikacija bakterijskih vrsta je bila uradena u Sluzbi za mikrobiolosku dijagnostiku, Institut za pluéne
bolesti Vojvodine, Sremska Kamenica.

Slika 1-2: Prlprem:;quimanja uzoraka krvi i boCice za hemokulturu sa prate¢om zastitnom i drugom
opremom

Rezultati: U prvoj grupi ovnova, samo kod jednog ovna broj 0202 su bile izolovane sledeée vrste:
Staphylococcus epidermidis (I set aerobno i anaerobno, desno) i Staphylococcus xylosus (Il set anaerobno,
levo). U drugoj grupi ovnova, kod ovna broj 0207 bio je izolovan Bacillus subtilis (I set anaerobno,
desno), kod ovna broj 0231 izolovani su Bacillus pumilis (I set aerobno i anaerobno, desno) i
Staphylococcus auricularis (Il set aerobno i anaerobno, levo), kao i kod ovna broj 0248 izolovan je
Staphylococcus xylosus (Il set anaerobno, levo). Prvi uzorak krvi iz zbirne boce (Al i A2M) je ostao bez
bakterijskog porasta, dok je drugi uzorak krvi ostao sterilan. U prvoj grupi ovnova procenat pozitivnih je
25% (jedan ovan), dok je u drugoj grupi 75% (tri ovna). Identifikovani izolati su razli¢iti uz ponavljanje
vrste Staphylococcus xylosus kod dva ovna (0202 iz prve grupe i 0248 iz druge grupe). Ovan broj 0202
nije prosao test sterilnosti u postrojenjima ProReady, te je odbacen iz zbirnog uzorka.

Neke osobine izolovanih bakterija:

Staphylococcus epidermidis spada u koagulaza negativne stafilokoke. Zivi uglavnom na koZi i
sluzokozi coveka, gde pripada normalnoj bakterijskoj flori.

Staphylococcus xylosus je gram-pozitivna bakterija, koja formira nakupine ¢elija. Kao i veéina
stafilokoknih vrsta, koagulaza je negativna i postoji kao zamena na kozi ljudi i zivotinja i u okruzenju.

Staphylococcus auricularis nalazi se uobicajeno na kozi, a izolovana je iz usnog kanala ljudi.

Bacillus subtilis poznat i kao travni bacil, je gram-pozitivna, katalazno pozitivna bakterija, koja se
nalazi u zemlji i gastrointestinalnom traktu prezivara i ljudi.

Bacillus pumilis je gram-pozitivan aerobni bacil, koji stvara spore i obi¢no se nalazi u zemljistu.
Spore B. pumilus - sa izuzetkom mutiraju¢eg soja ATCC 7061 - uglavnom pokazuju visoku otpornost na
uticaje okoline, ukljucujuéi izlaganje UV svetlu, isuSivanje i prisustvo oksidatora, kao $to je vodonik
peroksid.

Interpretacija: Na osnovu porasta bakterijskih vrsta u razli¢itim setovima hemokultura i njihove
identifikacije, kao i zna¢ajno prisutnijeg porasta u drugoj grupi ovnova moze sa sigurnoscu da se zakljuci
da se radi o kontaminaciji krvi bakterijama sa povrsine koze i dlake, odnosno sa bakterijama iz okoline
ovnova, jer nisu dokazani primarno patogeni uzrocnici u krvi i na kozi/dlaci. Uzorak krvi iz zbirne boce je
ostao bez porasta, §to ukazuje da u toku proizvodnje nema izvora bakterioloske kontaminacije.

Preporuke: Primeniti asepsu i antisepsu prilikom venepunkcije. Kozu obavezno osisati i obrijati u
Sirokom krugu, pa oprati toplom vodom i rastvorom sapuna. Nakon suSenja sterilnom papirnom vatom,
odmastiti rastvorom alkohola i etra, a potom naneti antiseptik 70% izopropanol i 0,1 % butandiol (Skin-
Des®, Antiseptica chem. pharm. Produkte GmbH), ostaviti da deluje 3 minuta, a nakon brisanja sterilnom
gazom, naneti polivinilpirolidon, pa ostaviti da deluje 3 minuta i obrisati sterilnom gazom. Brisanje se vrsi
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kruznim pokretom od centra (mesta uboda igle) prema spolja, kao i kada se priprema hirursko polje. Vena
se ne sme ponovo palpirati zbog nove kontaminacije. Koristiti sterilne hirur§ke rukavice. Prikupljanje krvi
obavljati u prostoriji sa redukovanim brojem bakterija (upotrebom uv lampi ili hepa filtera), posebno ako
se u obzir uzme Cinjenica da su nadene i bakterije poreklom iz zemljista ili sa trave u hemokulturi.

T
‘ §— -
o

Slika 3-9: lzgled kontaminiranih podloga

Zaklju¢ak
Ispitivanje hemokulture iz krvi zivotinja koje se gaje za spravljanje mikrobioloskih podloga predstavlja
interesantan i potencijalno nezamenjiv metod u proceni sterilnosti krvi. Potrebno je uraditi dodatna
istrazivanja i validacije primene ovih metoda na razli¢itim kriti¢cnim kontrolnim tackama na kojima se krv
nalazi od vadenja do momenta razlivanja u podloge. Adekvatnim vadenjem krvi i primenom mera
dezinfekcije moze se znacajno uticati na smanjenje kontaminacije podloga.
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Sazetak

Proizvodnja na savremenim farmama Zzivotinja je visoko zavisna od upotrebe lekova kroz gotovo sve faze
proizvodnje. Antibiotici tu zauzimaju prvo mesto po vaznosti i ucestalosti primene. Kao sustinski vazni
lekovi, antibiotici su namenjeni o¢uvanju zdravlja i dobrobiti Zivotinja. Racionalna upotreba antibiotika je
princip koji se mora ispostovati da bi se ostvario njihov najbolji efekat, a izbegle Stetne posledice pre
svega prekomerne primene. U losim zoohigijenski uslovima Cesto se pribegava povecanoj primeni
antibiotika sa ciljem da se na taj na¢in oCuva zdravstveni status zivotinja. Tada je tesko izbe¢i prekomernu
upotrebu ili zloupotrebu antibiotika koja posledicno dovodi do nastanka i razvoja antimikrobne
rezistencije. U cilju borbe protiv ovog javnog zdravstvenog problema u Globalnom akcionom planu
Svetske zdravstve organizacije (SZO) je istaknuta obuka svih zdravstvenih radnika o antimikrobnoj
rezistenciji.

Kljucne reci: antibiotici, antimikrobna rezistencija, farmske zivotinje.

Abstract

Production on modern animal farms is highly dependent on the use of drugs through almost all stages of
production. Antibiotics take the first place in terms of importance and frequency of application. As
essential medicines, antibiotics are intended to preserve the health and welfare of animals. Rational use of
antibiotics is a principle that must be followed in order to achieve their best effect and avoid harmful
consequences, especially excessive use. In poor zoohygienic conditions, increased use of antibiotics is
often resorted to in order to preserve the health status of the animals that consequently leads to the
emergence and development of antimicrobial resistance. Then it is difficult to avoid excessive use or
abuse of antibiotics. In order to combat this public health problem, the Global Action Plan of the World
Health Organization (WHO) highlights the training of all healthcare workers on antimicrobial resistance.
Key words: antibiotics, antimicrobial resistance, farm animals.

Racionalna primena antibiotika

Savremena stoCarska proizvodnja podrazumeva gajenje velikog broja zivotinja na malom prostoru uz
postizanje visokih proizvodnih rezultata i minimalnih gubitaka (1). Ovakav nacin proizvodnje predstavlja
veliki izazov za veterinarsku sluzbu da obezbedi dobar zdravstveni status zivotinja. Da bi se ovo postiglo
Cesto se pribegava upotrebi velikih koli¢ina antibiotika posebno na onim farmama gde su nepovoljni
mikroklimatski uslovi, na farmama otvorenog tipa odnosno sve gde nepovoljan zdravstveni status
onemogucava postizanje zeljenih proizvodnih rezultata (2). Naime, prevazilaznje nepovoljnih uslova
smestaja, ishrane, mikroklimata se pokuSava prevazi¢i primenom antibiotika. Zbog toga je prakti¢no
nemoguce zamisliti intenzivnu proizvodnju bez primene antibiotika kako u cilju terapije, tako i u
profilakticke svrhe (2,3). Kad je re¢ o govedarstvu, odrzavanje dobrog zdravstvenog statusa zahteva
angazovanje struke 1 primenu terapeutika u razlicitim fazama proizvodnog ciklusa kod razli¢itih kategorija
zivotinja. Tako u zapatima tovne junadi najveca primena antibiotika je u cilju kontrole respiratornog
sindroma. U ovim uslovima, a posebno kad su u pitanju veliki zapati antibiotici se mogu aplikovati
peroralno i to kroz vodu za pic¢e $to ima brojne prednosti (4). Pored toga, na trziStu postoji veliki broj
peparata koji se mogu primeniti u terapiji pneumonija goveda (5). Ovo pruza Siroke mogucnosti u izboru
terapije. Medutim, potrebno je imati na umu da terapija treba $to manje da stresira zivotinje. Iz tog razloga
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lek treba primeniti peroralno kad god je moguce ili ukoliko to nije opcija koristiti preparate sa produzenim
dejstvom koji se ne moraju primeniti svakodnevo, odnosno cesto je dovoljna jedna aplikacija.

U zapatima muznih krava najveca potreba za primenom antibiotika je u cilju kontrole i terapije mastitisa
(2,6). Bez obzira na razlicite pristupe u razli¢itim uslovima proizvodnje kontrola mastitisa predvida rad na
prevenciji, dok u slucaju pojave mastitisa terapiju klinickih mastitisa u fazi laktacije a subklinic¢kih u fazi
zasuSenja (2,7). Ovo su opSte smernice i izbor adekvatne terapije zavisi od svakog konkretnog slucaja.
Potrebno je uzeti u obzir ozbiljnost oboljenja, lokalne promene i promene opsteg stanja, izglede na uspeh
terapije, troSak terapije i karencu za mleko i meso (8).

Antimikrobna terapija je klju¢na komponenta u kontroli mastitisa u sistemu proizvodnje mleka i najcéesce
se koriste slede¢e grupe lekova: penicilini, sulfonamidi, hinoloni i aminoglikozidni antibiotici. Pored
antimikrobne terapije tretman mastitisa moze da ukljucuje i druge farmakoloske grupe lekova kao §to su
nesteroidni antiinflamatorni lekovi korikosteroidi, vitamini, citokini, vakcine (3). Efikasnost svake, a
pogotovo trenutne i buduée terapije mastitisa zavisi od pravilne upotrebe antibiotika. Medutim, kao
ozbiljan zdravstveni problem kom se posvecuje paznja u poslednje vreme se istice rezistencija bakterija na
antibiotike. Naime, utvrdeno je da neodgovarajuca i neracionalna upotreba antibiotika utice na pojavu
antimikrobne rezistencije (AMR) (9), te da pojava AMR bakterijskih patogena predstavlja pretnju za
populacije zivotinja i ljudi, sa potencijalnim rizikom prenosa AMR sa stoke u Zivotnu sredinu i u lanac
ishrane (10,11). Usled Sirenja AMR i znacaja za oCuvanje globalnog javnog zdravlja u okviru mnogih
regulatornih tela Sirom Evrope i sveta postoje utvrdeni sistemi pracenja potrosnje antimikrobnih lekova u
humanoj i veterinarskoj medicini sa akcentom na pracenje pojave i1 Sirenja AMR. Sistematicno
prikupljanje i analiza podataka o rezistenciji bakterija u ve¢ini evropskih zemalja (uglavhom EU zemlje)
vrsi se od 1999. godine kroz mrezu EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance
Network) kojom kooridinira Evropski centar za prevenciju i kontrolu bolesti (European Centre for Disease
Prevention and Control — ECDC). Takode, u borbi protiv . AMR poslednjih deset godina intezivno
ucestvuje Evropska agencija za lekove (European Medicines Agency - EMA) koja se bavi strategijama
koje se odnose na odgovornu i bezbednu primenu antibiotika. U nadzor i kontrolu sprecavanja i Sirenja
AMR sirom EU je ukljucena i Evropska agencija za bezbednost hrane (European Food Safety Authority -
EFSA). Pored pracenja potro$nje antibiotika, racionalna upotreba antibiotika je kljucna za ocuvanje
njihove efikasnosti, jer smanjenje nepotrebne upotrebe antibiotika dovodi do smanjenja rezistencije
bakterija. Time racionalna (mudra) upotreba antibiotika predstavlja imperativ u savremenoj govedarskoj
proizvodnji. Naime, u cilju racionalizacije upotrebe antibiotika vodece svetske organizacije, a pre svega
Svetska zdravstvena organizacija (SZO) su pribegle implementaciji principa takozvane “mudre upotrebe
antibiotika” koja je esencijalna kako bi se sa¢uvala efektivnost ove vazne grupe lekova (11) kao upotreba
koja povecava terapijsku efikasnost antibiotika, a smanjuje razvoj antimikrobne rezistencije (12,13).
Kodeks mudre upotrebe antibiotika kao relativno kompleksno pitanje podrazumeva da u procenu mora biti
ukljuceno sledece: koji antibiotik se sme upotrebiti, kada, kod koje dijagnoze, u kojoj dozi i koliko dugo
¢e trajati terapija. Naime, kodeks mudre upotrebe antibiotika se moze opisati i kao lista pitanja na koje
veterinar tj. klini¢ar mora da odgovori pre nego $to se odluci na primenu antibiotika. U sprovodenju ovog
kodeksa trebalo bi da budu ukljucene i druge institucije, kao §to su resorna ministarstva (poljoprivrede 1
zdravlja), fakulteti, naucni i specijalisticki instituti, mikrobioloske laboratorije, bolnice, ambulante,
klinike, klini¢ari kao pojednci (direktno implementiraju definisana nacela), ali i vlasnici koji moraju biti
edukovani kako bi razumno dali pristanak na takav pristup i sami ga se pridrzavali. Prinicipi mudre
upotrebe antibiotika su:

o Antibiotike propisuju i aplikuju samo veterinari (i lekari), §to podrazumeva da samo od njih zavisi
obim primene antibiotika i da od njih zavisi reSenje problema pojave i Sirenja rezistencije na antibiotike.
. Treba ucini sve da do infekcije ne dodje, a §to podrazumeva sprovodenje programa redovne

kontrole (CiS¢enja od parazita, vakcinacija, nacin ishrane, mineralno-vitaminski dodaci, pravilna nega,
higijena, itd.). Podrazumeva se se da je prevencija u nastajanju infekcije najvaznija kriticna tacka u
smanjivanju upotrebe antibiotika.

. U idealnim uslovima, upotreba antimikrobskih lekova treba da je posledica postavljanja pouzdane
dijagnoze bolesti i prisutnih patogena, iza Cega treba da se odredi najdelotvorniji lek. Izbor
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nadelotvornijeg leka podrazumeva i laboratorijsko odredivanje antibiotske osetljivosti specifiénih
patogena, kao i farmakokineticka i farmakodinamicka svojstva leka. Naravno da to nije uvek moguce,
odnosno veterinari su prinudeni da zapo¢nu empirijsku terapiju i pre dobijanja mikrobioloskih rezultata.

. Laboratorijski testovi treba da budu zasnovani na preporukama CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, SAD) i EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) o
standardnim laboratorijskim testovima koji se kosriste za izvodenje antibiograma i utvrdivanje MIK
vrednosti za ispitivane antibiotike i hemioterapeutike. Prilikom rutinskog ispitivanja osetljivosti bakterija
na antibiotike u antibiogramu se mogu upotrebiti maksimalno 8 do 9 antibiotika koje odabere
mikrobiolog, a prema CLSI i EUCAST antibiogram ne treba da sadrzi viSe od 6 diskova antibiotika. Ovo
poslednje ide u prilog cinjenici da i mikrobiolog treba dobro da poznaje farmakodinamske i
rezistentan na sve antibiotike u antibiogramu, neophodno je uraditi takozvani pro$ireni antibiogram.
Poznato je da u slucaju rezistencije uzro¢nika na sve antibiotike koji su registrovani za upotrebu u
veterinarskoj medicini, veterinar ima zakonsko pravo da upotrebi lekove iz humane prakse. Zato je 2013.
godine EU usvojila pravilo po kome svi antibiotici iz humane palete mogu upotrebljeni za lecenje
zivotinja, a ovo pravilo je usvojeno i u Republici Srbiji. Naime, na veterinarski recept vlasnik moze u
humanim apotekama kupiti antibiotik koji je namenjen za le¢enje ljudi.

. Antibiotike treba primenjivati samo za one zivotinjske vrste za koje je antibiotik registrovan, u
ta¢no definisanim dozama i nacinom aplikacije. Tacnije, treba izbegavati tkz. Exstra label primenu
antibiotika, odnosno primenu antibiotika koja odstupa od upustva proizvodaca. Ipak, treba biti obazriv
posebno ako se ima u vidu da kod ranije registrovanih lekova nije izvrSena revizija upustva, pa veterinari
mogu da naprave ozbiljnu struénu gresku ukoliko postupe po uputstvu koje je zastarelo.

. Ako je antibiotik ve¢ indikovan, treba kad god je to moguée da se primeni neki od antbiotika
uskog antimikrobnog spektra dejstva, koji ima selektivno dejstvo na izazivace bolesti. Takav antibiotik
nece da prouzrokuje ili ¢e samo delimi¢no da dovede do poremecaja mikroflore kod domacina. Da bi se
dobio pozotivan odgovor, neophodno je sacekati rezultate antibiograma, a svakako da u slucaju tezih
infekcija veterinar treba da zapoc¢ne terapiju uz primenu antibiotika Sirokog spektra dejstva.

o Kombinacije antibiotika treba koristititi samo u sluéajevima kada se kombinacijom pojacava
antibakterijsko dejstvo (sepsa i druga teza stanja bolesti). Kada stignu rezultati antibiograma, veterinar bi
trebalo da iskljuci jedan od antibiotika, ako se ispostavi da je njegova primena nepotrebna.

. Antibiotike treba izdavati samo na recept. Treba voditi statistiku o svakoj primeni antibiotika
(koliko dana, koje doze, ishod lecenja, itd.), ali 1 pratiti novije nau¢ne informacije o dozama i na¢inu
aplikacije antibiotika ili hemioterapeutika, indikacijama za njihovu primenu i na¢inima leéenja (5,13).

Medutim, u terapiji mastitisa krava, antibiotici su ¢esto neophodni u cilju postizanja etioloskog izlecenja

(3). Treba, ipak imati imati na umu da nije svaka aplikacija antibiotika doprinos terapiji te da neadekvatna

primena ili predoziranje moze imati i Stetne posledice. Te posledice se ogledaju kroz direktno oStecenje

parenhima vimena dejstvom aktivnih supstanci iz preparata i ovo moze imati za posledicu povisen broj
somatskih ¢elija u mleku i nakon izlecenja (2). Nacin aplikacije leka moze uticati na trajanje karence,
lekovi namenjeni za intramuskularnu aplikaciju se ¢esto aplikuju intramamarno $to moze dovesti do duzeg
prisustva rezidua u mleku. Poveéanje rezistencije mikroorganizama je takode posledica neadekvatne
terapije. Zbog ovoga antibiotike treba primenjivati prema uputsvu, isposStovati nacin aplikacije i dozu leka.

Pozeljno je terapiju odrediti na osnovu antibiograma mada kod klinickih mastitisa zbog akutnog stanja

nema dovoljno vremena te se lek odabira empirijski (5). U cilju manjeg utroska leka i postizanja terapijske

koncentracije u optimalnom roku poZzeljno je birati intramamarni nacin aplikacije. Ovo je moguce kada
mastitis ne prati poremecaj opSteg stanja zivotinje.

U slucajevima kada dolazi do promene opSteg stanja zivotinje pre svega apatije i prestanka apetita

neophodno je primeniti sistemsku terapiju (4). U slucaju da se Zeli brzo postici efekat najbolji pristup je

intravenska aplikacija hemoterapuetika. Postoji veliki broj razli¢itih tipova antibakterijskih lekova
razli¢itih hemijskih struktura. Hemoterapeutici koji se najéeSce koriste su: beta-laktamski, aminoglikozidi,
linkosamini, tetraciklini, makrolidi, polipeptidi i kombinacije trimetoprima i sulfonamida. U novije vreme,
klinicka ispitivanja se izvode sa inhibitorima DNK giraze (fluorohinolonima) u smislu njihove podobnosti
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za upotrebu u terapiji mastitisa. Poznato je da se fluorovani hinoloni aplikovani parenteralno, narocito
norfoksacin postizu visoku koncentracij u mleku (vise od 10 puta nego u serumu) i ova prednost moze se
koristiti za parenteralnu terapiju akutnog mastitisa. Za uspeh parenteralne terapije mastitisa slede¢i faktori
imaju veliki uticaj. Prvo stepen prokrvljenosti tkiva vimena, kod akutnog mastitisa je veoma bitan (2).
Kod hroni¢nih mastitisa starost i snaga slojeva tkiva u velikoj meri odreduju uspeh terapije. Kada je
zapaljenski proces ograni¢e na mle¢nu Zlezdu i nema promene opsteg stanja Zivotinje povoljan efekat se
moze posti¢i lokalnom primenom antibiotika. Lokalna primena ima brojne prednosti u odnosu na
sistemsku primenu. Efekat leka se brze postize, lek se aplikuje direktno na mesto gde se nalazi patoloski
proces. Izbegavaju se nezeljeni efekti koji mogu se mogu ispoljiti kod sistemske aplikacije. Zbog upotrebe
manje doze leka ovo je i finansijski povoljnije. Neki autori, za terapiju teskih formi mastitisa preporucuju
kombinaciju intramamarne i sistemske terapije (4). Naime, tretman mastitisa ukljuCuje upotrebu
intramamarnih preparata koji su obi¢no kombinacija vise antibiotika i obi¢no jednog kortikosteroida ili
parenteralnih injekcija u Ciji sastav obi¢no ulazi jedan antibiotik. Intramamarni preparati za krave u toku
perioda laktacije se koriste u tretmanu klinickog i subklinickog mastitisa. Najcesc¢e su u obliku
intramamarnih suspenzija i pasti i aplikuju se u mle¢ni kanal pomoc¢u mast-injektora. Ipak, intramamarna
primena ima odredena ograni¢enja i to na prvom mestu prohodnost mlekovoda koja moze biti sistirana
zbog edema zida ili nakupljanja fibrina ili propalog epitela kanala. Zatim postojanje i jacina barijera od
vezivnog tkiva u upaljenim oblastima. Pored odgovarajuceg antibiotika, neki preparati u terapiji mastitisa
sadrze kortikosteroide da bi se smanjila inflamacija vimena. Sistemska primena antibiotika u kombinaciji
sa intramamarnom primenom je pokazala najbolje rezultate. [zmuzanje moze da uti¢e na efikasnost ove
terapije 1 duzinu izlucivanja antibiotika putem mleka. U pravilu kravu ne bi trebalo izmuzati najmanje Sest
casova nakon intramamrne primene antibiotika. Nakon isteka ovog perioda je pozeljno izmusti kravu i
eliminisati sekret iz vimena. Mnogi vlasnici greSkom izbegavaju izmuzanje krava 24 sata nakon
intramamarne aplikacije antibiotika i time odlazu proces oporavka (2).

U sprecavanje nastanka, razvoja i Sirenja antimikrobne rezistencije treba da budu ukljuceni svi, od
veterinara do vlasnika/odgajivaca Zivotinja. Time doktori veterinarske medicine imaju vaznu ulogu u
borbi protiv antimikrobne rezistencije, ne samo putem racionalnog propisivanja antibiotika, ve¢ i kroz
promovisanje racionalne upotrebe antibiotika i poveéanje nivoa znanja vlasnika/odgajivaca Zivotinja o
ovoj temi. Iz tog razloga se i u globalnom akcionom planu Svetske zdravstvene organizacije (SZO) istice
vaznost edukacije zdravstvenih o upotrebi antibiotika i antimikrobnoj rezistenciji (14). U saglasnosti sa
ovim akcionim planom u Republici Srbiji je usvojena Uredba o Nacionalnom programu za kontrolu
rezistencije bakterija na antibiotike za period 2019-2021. godine (15). Ovaj program odreduje ciljeve,
plan aktivnosti i postupke koji ¢e se u Republici Srbiji sprovoditi kako bi se zaustavilo Sirenje
antimikrobne rezistencije medu ljudima i Zivotinjama. Posebna paznja se posvecuje sprecavanju razvoja i
Sirenja antimikrobne rezistencije kod Zivotinja koje su namenjene ishrani ljudi, te je u globalnom planu
SZO (16,17) naglaseno da pored dodiplomskog i postdiplomskog obrazovanja, kontinuirana edukacija
veterinara treba da bude implementirana na adekvatan nacin kako bi se osiguralo da preventivna medicina,
mudra upotreba antibiotika i antimikrobna reazistencija zauzimaju zanacajno mesto u edukaciji sadasnjih 1
buducih veterinara.

Zakljucak

Racionalna primena antibiotika kod farmskih zivotinja je jedan od bitnih preduslova za postizanje
odrzivosti i isplativosti proizvodnje. Neadekvatna primena povlaci €itav niz neZeljenih posledica za samu
zivotinju, povecava antimikrobnu rezistenciju i povecava troSkove terapije. Usled navedenih razloga,
neophodno je aktivnosti u okviru veterinarske struke usmeriti ka racionalizaciji upotrebe antibiotika,
odnosno smanjenju antimikrobne rezistencije uz primenu kampanja za racionalnu upotrebu antibiotika -
kontinuirano informisanje i edukacija opSte javnosti o racionalnoj upotrebi antibiotika u humanoj i
veterinarskoj medicini.
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UTICAJ FAKTORA SREDINE NA KVALITET VAZDUHA U OBJEKTIMA
ZA SMESTAJ GOVEDA
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Sazetak

Kvalitet vazduha u objektima za smestaj goveda zavisi od stepena zapraSenosti, broja mikroorganizama i
Cestica aerosola. Aerosoli su sitne Cvrste ili kapljice te€nosti koje su suspendovane u vazduhu ili gasu.
Koncentracija bioaerosola u vazduhu zavisi od vrste zivotinja koje se uzgajau, tipa objekta, nacina ishrane
i mikroklimatskih uslova u objektu. FiziCke osobine vazduha predstavljaju klju¢ne elemente od kojih
zavisi opstanak mikroorganizama. Pored temperature vazduha, relativna vlaznost vazduha je dodatni
faktor od koga zavisi broj mikroorganizama. Optimalna relativna vlaznost vazduha u objektu je preduslov
za normalno funkcionisanje sliznice respiratornog trakta. Relativna vlaZznost vazduha je posebno bitna za
opstanak gljivica. Broj mikroorganizama u vazduhu zavisi i od zivotinjske kategorije koja se uzgaja.
Najveci broj mikroorganizama se ocekuje u svinjarskim objektima, a kada je re¢ o objektima za smestaj
goveda, najveca koncentracija se oCekuje u objektima zatvorenog tipa. Adekvatana ventilacija u objektu
predstavlja vaznu ulogu u ocuvanju dobrobiti zivotinja, jer sprecava prekomerno povecanje relativne
vlaznosti vazduha i odrzava nivoe Stetnih gasova i Cestice prasine iz okoline pod kontrolom. Preporuka je
da je tokom leta potrebno imati prose¢nu ventilaciju od oko 1700 m3/ h po grlu dok je zimi preporuka da
brzina ventilacije bude od oko 85 m3/ h po grlu. Broj bakterija i gljivica je promenljiv i u veéini sluCajeva
je visok u objektima za smestaj mle¢nih goveda. Visok nivo higijene u objektu se smatra klju¢nim u cilju
smanjenja broja mikroorganizama u vazduhu. U cilju smanjenja mikroorganizama u vazduhu, neophodno
je poboljsati ventilacione sisteme u objektima za smestaj mle¢nih goveda.

Kljucne reci: Kvalitet vazduha, objekti za smestaj goveda, faktori spoljasnje sredine
Apstract

The air quality in dairy farms depends on the amount of dust, the number of microorganisms and aerosol
particles. Aerosols are tiny solid or liquid droplets that are suspended in air or gas. The concentration of
bioaerosols in the air depends on the type of animals, the type of objects, the diet and the microclimatic
conditions.. The physical charateristics of air are the key elements on which the survival of
microorganisms depends. In addition to air temperature, relative humidity is an another factor which the
number of microorganisms depends. Optimal relative humidity in the farm objects is a precondition for
the normal functioning of the mucous membrane of the respiratory tract. Relative humidity is especially
important for the survival of fungi. The number of microorganisms in the air also depends on the animal
category. The largest number of microorganisms is expected in pig objects, and for cattle farms, the
highest concentration is expected in tay stall farms. Adequate ventilation in the facility plays an important
role in preserving animal welfare. It prevents excessive increases in relative humidity and keeps levels of
harmful gases and dust particles from the environment under control. It is recommended that during the
summer it is necessary to have an average ventilation of about 1700 m3 / h per head, while in winter it is
recommended that the ventilation speed be about 85 m3 / h per head. The number of bacteria and fungi is
variable and in most cases is high in dairy cattle housing. A high level of hygiene in the objects is
inportant role in order to reduce the number of microorganisms in the air. In order to reduce
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microorganisms in the air, it is necessary to improve the ventilation systems in the facilities for dairy cattle
farms.

Key words: Air quality, dairy farms, enviromental factors
Uvod

Mikroklimat kao deo okruZenja, predstavlja bitan faktor koji uti¢e na zdravstveno stanje i
produktivne osobine Zivotinja. Kvalitet vazduha u objektima mozZe uticati i na zdravstveno stannje osoblja
koje je zaposleno na farmama, pa svako eventulno Srenje bioarcosola predstavlja veliku opasnost po
zagadenje Zivotne sredine. Stepen kontamnacije vazduha zavisi od vrste mikroorganizama, njihovog broja,
stepena patogenosti, kao i od atmosferskih karakteristika medijuma u kome se nalaze (1)

Vazduh kao deo mikroklimata predstavlja vazan faktor koji utice na zdravstveno-produktivne
osobine. Kvalitet vazduha u objektima za smeStaj muznih krava zavisi prvenstveno od stepena
zapraSenosti, broja mikroorganizama i Cestica aerosola. Aerosoli su sitne ¢vrste ili kapljice teCnosti koje
su suspendovane u vazduhu ili gasu (2). Cestice acrosola mogu da nose neorganske supstance poput
metala i organske supstance (policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici) Mikrooganizmi se takode mogu
smatrati Cesticama aerosola, zbog malih dimenzija. Kada se u Cesticama aerosola nalaze virusi, bakterije
ili gljivice onda se takvi aerosoli nazivaju bioaerosoli (3). Pojedina istrazivanja su dokazala vezu izmedu
mikroorganizama, infekcije i ¢elijskog odgovora na prisustvo PM , s Cestica u vazduhu. Mikroorganizmi
mogu biti suspendovani zajedno sa PM ;s Cesticama i dovesti do lokalnog ¢elijskog odgovora i inflamacije
(4). Uzroc¢nik tuberkuloze je u Cesticama vazduha suspendovan u veli¢ini od 0.65—4.7 um i moze se
prenositi na udaljenosti od 1,5-2 m sekretima i ekskretima. Bakterije poput Staphylococcus aureus i
Escherichia coli mogu dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema kod krava. Prisustvo kvasnih gljivica u
vazduhu moze kontaminirati mleko nakon muZe i uiniti ga neupotrebljivim za javnu potros$nju (5,6,7).

Faktori koji uticu na opstanak mikroorganizama

Ukupan broj mezofilnih bakterija predstavlja dobar kriterijum ocene kvaliteta higijene vazduha.
Na ukupan broj mezofilnih bakterija uti¢e nekoliko faktora, kao $to su ukupan broj zivotinja koj boravi u
objektu, nacin uzgoja, tip poda, vrsta prostirke, kvalitet mikroklime, koncentracija prasine, nivo ventilacije

U zavisnosti od nacina i tipa proizvodne kategorije, Cestice aerosola mogu da poticu iz razli¢itih
izvora, §to rezultira vrlo heterogenim sastavom i morfologijom (8). Formiranje Cestica aerosola, suspenzija
u vazduhu i njihova eliminacija u spolja$nju sredinu zavise od vrste zivotinja, smeS§taja, nacina ishrane, i
faktora spoljasnje sredine Cestice aerosola koje potidu iz staja specifitne su zbog svojih visokih
organskih sadrzaj (iznad 90%) (9). Takode mogu da deluju kao nosioci drugih supstanci, poput mirisnih
jedinjenja i gasova Kkoji su proizvedeni kao produkti metaboli¢kih procesa. Izlaganjem Zivotinja ¢esticama
aerosola koje su iznad preporucenih vrednosti mogu se prouzrokovati uginuéa zivotinja, i ozbiljno ostetiti
disajni organi ljudi koji rade na farmskim objektima (10).

Koncentracija bioaerosola u vazduhu zavisi od vrste zivotinja koje se uzgajau, na¢ina smestaja tj.
tipa objekta, nacina ishrane i mikroklimatskih uslova u objektu. Fizicke osobine vazduha (temperatura i
relativna vlaznost) predstavljaju kljuéne elemente od kojih zavisi opstanak mikroorganizama (11).
Aktivnost mikroorganizama u vazduhu moze biti smanjena ukoliko je vlanost vazduha suvise niska, zato
Sto preterano suv vazduh inhibira metabolicke i fizioloske aktivnosti mikroorganizama. Veéina gram
negativnih bakterija preZivljava pri nizim vrednostima relativne vlaznosti, za razliku od gram pozitivnih
mikroorganizama kojima prija veca relativna vlaznost (12). Osim direktnog uticaja na stepen
prezivljavanja, fizicke osobine vazduha uticaj pokazuju i na potencijalnu moguénost prenoSenja na druge
lokacije odnosno na udaljenost na koju se mikroorganizmi mogu preneti (13,14)

Broj i vrsta mikroorganizama u vazduhu na farmama mlecnih goveda zavisi od lokacije i
godi$njeg doba. Razliciti mikroklimatski uslovi u svakom lokalitetu pogoduju rastu i razvoju odredenih
vrsta mikroorganizama, a s obzirom na to da su bakterije organizmi koji su pod uticajem faktora spolajsnje
sredine, podlozni su sezonskim promenama (15).
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Pojedini istrazivaci uocili su razlike u koncentraciji mikroorganizama u okruzenju, u zavisnosti od
sezone ili uticaja temperature i relativne vlaznosti vazduha.(16, 17). Sanz i sar., (18) su dosli do zakljucka
da sezona pokazuje uticaj na broj izolata (Escherichia coli) u vazduhu. Rezultati pokazuju da je broj
izolata dva puta veéi tokom leta u odnosu na broj izolata prisutan tokom zime. Popescu i sar., (19)
pronasli su pozitivnu korelaciju izmedu povecanja temperature i broja mezofilnih bakterija. Rezultati su
pokazali da je najveci broj bakterija prisutan tokom leta i to u najtoplijem delu dana.

Rezultati istrazivanja Islam i sar., 2019 (1) pokazuje da sezona pokazuje uticaj na broj
mikroorganizama u vazduhu. Rezultati ogleda pokazuju da je najveéi broj bakterija registrovan tokom
letnje sezone, a da je kritiCan mesec bio jun. Izolovane bakterije su bile Stpf. Aureus i E.Coli, a najveca
koncentracija ovih baterija izmerena je u avgustu. Faktori koji uticu na prezivaljavanje pomenutih
mikroorganizamaa su temperatura i relativna vlaznost vazduha. Sa smanjenjem temperature smanjuje se 1
broj mikroorganizama koji se mogu naci u vazduhu.

Pored temperature vazduha relativna vlaznost vazduha predstavlja dodatni faktor od koga zavisi
broj mikroorganizama. Ksiong i sar., (27). je zakljuCio da je optimalna relativna vlaznost vazduha u
objektu preduslov za normalno funkcionisanje sliznice respiratornog trakta. Relativna vlaznost vazduha
posebno je bitna za opstanak gljivica.

Mlecna goveda slabo podnose visoku vlagu. Preporucene vrednosti relativne vlaznosti vazduha na
farmama za uzgoj mlecnih goveda se kre¢e izmedu 55% i1 75% 1 70% za objrekte za smeStaj malih
prezivara. Medutim, ove vrednosti se preklapaju sa optimalnim vrednostima koje su neophodne za
opstanak vecine bakterija i gljivica 55% -75% (27).

Vilson i sar., su dosli do zakljucka da niska vlaznost vazduha negativno utiCe na sastav
mikroorganizama u okruzenju, pa je odrzavanje optimalne vlaznosti neophodno kako bi se rizik od
nakupljanja veceg broja mikroorganizama smanjio. Pored negativnog uticaja na broj mikroorganizama,
povecana vlaznost stimuliSe rast i razvoj gljivica (20). Razlog je taj Sto vec¢a vlaznost pogoduje brzem
raspadanju organskih materija, $to predstavlja idealnu sredinu za ras i razvoj gljivica. (28).

Studija koju su uradili Matkovi¢ i sar., (2007) (29) je imala jza cilj da ispita mikrobioloski sastav
vazduha u objektima za smeS$taj muznih krava. Zivotinje su drzane prema standardnim normativima
preporucenim za smestaj muznih krava. Uzorkovanje je vrSeno tri puta u toku dana: ujutro u 7:30h, u
podne u 12:00h i uvece u 18:30h tokom jedne nedelje.Materijal za bakteriolosku dijagnostiku zasejan je
na Columbia agar, na 37 °C tokom 24h. Materijal za dijagnostiku gljivica inokulisan je na Sabouro agar 5
dana na 22 °C.

Rezultati su pokazali da su u nnajve¢em procentu prisutne gram pozitivne bakterije iz roda
Staphylococcus i Streptococcus (79%), dok su od gram negativnih bakterja dominantne bakterije iz roda
Proteus i ostale enterobakterije roda Alcaligenes, Moraxella i Pseudomonas. Zastupljenost gram
negativnih bakterija bila je znatno niza (0,2%), $to se moze objasniti rezistencijom bakterija na uslove
okruzenja, tacnije, njihova celiska struktura (fosfolipidna membrana) gubi termodinamicku stabilnost
prilikom kontakta sa okruzenjem u kome borave.

Ispitivanje koje su radili Hoeksma i sar., (2016) (30) je imalo za cilj da utvrdi prisustvo odredenih
vrsta bakterija prisutnih u vazduhu, pri razli¢itim temperaturama i relativnoj vlaznosti vazduha. Rezultati
su pokazali da visoka vlaznost vazdoha inaktivise vrste E. coli, posebno pri vlZnosti vazduha od 80%, dok
je vrsta E.mundtii ostao rezistentan na visoke temperature u kombinnaciji sa visokom relativnom
vlaznoséu. M. synoviae se inaktivisu na vi$im temperaturama i na vlaznosti vazduha od 40%..

Popescu i sar., (2011). (19) su zakljucili da je u vazduhu u objektima za smestaj zivotinja
dominantna vrsta Staphylococcus spp. (60% u jutarnjim i ve€ernjim ¢asovima), na drugom mestu su vrsta
Streptococcus spp. (25% u vecernjim 1 20 % u jutarnjim casovima), dok su najmanje prisutne gram
negativne bakterije (5% u jutarnjim i veCernjim casovima). Kada je u pitanju prisustvo gljivica, istrazivaci
su zaklju¢ili da se sa povec¢anjem vlaznosti vazduha, poveca broj gljivica prisutnih u vazduhu.

Studija (Quintana i sar.,2020) (20) je pokazala da ukupan broj mikroorganizama u vazduhu
zavisi 1 od Zivotinjske kategorije koja se uzgaja. Najveci broj mikroorganizama se oc¢ekuje u svinjarskim
objektima, a kada je reC o objektima za smestaj goveda, najveca koncentracija se ofekuje u objektima
zatvorenog tipa. Istrazivanja pokazuju da se veci broj mikroorganizama koji se mogu na¢i u vazduhu
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o¢ekuje u maju mesecu sa tendencijom povecanja tokom letnjih meseci. Rezultati su pokazali da je
najveci broj aerosolnih partikula dijametra 0.3-0.5, 0.5-1.0, 1.0-2.0, 2.0-5.0, i 5.0-10.0 pm bio tokom
letnjih meseci odnosno tokom juna i jula meseca, a tokom septembra meseca se ocekuje smanjenje broja
mikroorganizama.. Temperatura ambijenta pokazuje pozitivan uticaj na opstanak mikroorganizama i viSe
temperature vazduha pogoduju rstu i razmnozavanju bakterija.

Najveca koncentracija tzv airborn bacteria (S.aureus , E.coli) registrovan je tokom agusta
meseca. Koncentracija navedenih bakterija u vazduhu je direktno povezana sa temperaturom vazduha u
objektu. Sa povecanjem temperature vazduha povecava se i broj bakterija koji se moze naci u vazduhu
(Islam i sar., 2019) (1) Razlog za povecanje koncentracije na prvom mestu S.aureus moze biti taj §to je
transmisija uzro¢nika veoma raznovrsna. Sa druge strane, relativno nize komcentracije E.Coli se mogu
objasniti feko-oralim putem transmisije, i postizanjem najvecée koncentracije u fecesu.

Bakterije u vazduhu obi¢no su povezane sa Cesticama prasine iz vazduha u okruzenju (aerosoli) a
Cestice aerosola deluju kao nosac za veliki broj mikroorganizama (21,22). Broj bakterija u vazduhu zavisi
od stepena zaprasSenosti, odnosno veliine aerosla. Vec¢a masa Ceastica aerosola sadrzi vise bakterija.
Otkriveno je da Cestice aerosola pre¢nika veceg od 2,0 pum vezuju vece koli¢ine bakterija (23,24). Masa
aerosolnih Cestica moze uticati na koli¢inu mikroorganizama koju vezuju za sebe. Vece Cestice aerosola su
veée aerodinamicke veli¢ine i mase i mogu vezati ve¢u koli¢inu bakterija. Linearni odnosi izmedu
koncentracije bakterija u vazduhu i masene koncentracije Cestica aerosola variraju i na njih moze uticati
nekoliko faktora (temperatura vazduha, relativna vlaznost i izvori aerosolnih Cestica) (21). Smatra se da je
temperatura u objektu najvazniji faktor koji utice na broj ¢estica aerosola. Na viSim temperaturama postoji
veca suspenzija dispergovanih Cestica aerosola koji poti¢u iz stajnjaka, hrane, i okruzenja. Takode je
dokazano da temperature imaju znacajnu, pozitivnu korelaciju sa koncentraciojm bioloskih aerosola, a u
objektima za smestaj zivine, a relativna vlaznost vazduha se pokazala kao bitan faktor (25,26).

Glavni cilj adekvatne ventilacije u objektima za smestaj zivotinja je odrzavanje optimalnog
kvaliteta vazduha. Neki patogeni iz okoline mogu biti pod kontrolom ukoliko je ventilacija reSena na
adekvatan nacin. Iz tog razloga, pravilan rezim ventilacije treba da obezbedi Zivotinji potreban kiseonik,
eliminiSe Stetne gasove, ukloni visak vodene pare, smanji temperaturu u objektu, ukloni prasinu i
neprijatne mirise i smanji koncentraciju mikroorganizama. Vazno je napomenuti da zadati ciljevi zavise
od klime, doba godine, starosti zivotinja, i drugih faktora, kao Sto su tip objekta ili proizvodna kategorija
koja se uzgaja. Orijentacija objekta je jedan od najuticajnijih faktora, uglavnom zbog veceg ili manjeg
izlaganja vetru i suncevoj radijaciji, koji utiu na izmenu vazduha izmedu spoljasnjeg i unutra$njeg dela
objekta.

Na farmama gde se prvenstveno uzgajaju mle¢na goveda najbolji sistem ventilacije je prirodna
ventilacija, do koje dolazi zbog prirodnih pojava pritiska i razlike u temperaturi izmedu razli¢itih prostora
unutar objekta. Medutim, u odredenim slucajevima ventilacija moze biti reSena mehanic¢kim sistemima
(ventilatorima). Mehanicki sistem ventilacije se koristi tamo gde se vazduh u objekat uvodi ili odvodi
putem ventilatora sa fiksnim protokom. Medutim, ovakav nacin ventilacje nije najprikladniji kada su u
pitanju farme mle¢nih rasa goveda. Smatra se da stepen ventilacije i kvalitet razmene vazduha u objektima
za smestaj zivotinja su znacajni faktori u cilju odrzanja zdravlju i zastite od bolesti, jer ¢e adekvatna
ventilacija spreCiti nakupljanje praSine 1 patogena, u objektu. Na taj nacin se izbegava prenos
prvenstveno respiratornih infekcija

Dokazano je da vetar i njegova brzina imaju veliki uticaj na opstanak mikroorganizama.
Koncentracija Stetnih Cestica ponekad dostize koncentracije veée od 104 ufc / m3. Sevi i sar. (31)
preporucuju manje od 250 ufc / m3. Pored toga, ventilacija je od susStinske vaZnosti za odrzavanje
zdravlja i proizvodnje mle¢nih goveda. Adekvatana ventilacija u objektu predstavlja vaznu ulogu u
ocuvanju dobrobiti zivotinja, jer spreCava prekomerno povecanje relativne vlaznosti vazduha i odrzava
nivoe Stetnih gasova i Cestice prasine iz okoline pod kontrolom. Preporuka je da je tokom leta potrebno
imati prose¢nu ventilaciju od oko 1700 m3/ h po grlu dok je zimi preporuka da brzina ventilacije bude od
oko 85 m3/ h po grlu (32). Primecéeno je da losa ventilacija rezultira pove¢anjem koncentracije Stetnih
gasova koji nastaju kao posledica respiratorne aktivnosti Zivotinja i kao posleica povecane vlaznosti.
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Visoka stopa ventilacije rezultira velikom koncentracijom prasine u vazduhu, verovatno zbog
turbulentnog rezima strujanja vazduha a koji odrzava Cestice suspendovane u vazduhu duze vreme.
Neadekvatni rezim ventilacije pogorSava kvalitet mleka, primecen je veci broj somatskih celija i
mezofilnih bakterija. Ukoliko se u objektima za smeStaj muznih krava ventilacija reSava upotrebom
mehanickih ventilatora, preporuka je Koristiti brzinu ventilatora od 0,5 m / s.Porast stepena ventilacije
izmedu razlicitih podrucja farme se negativno odrazava na koncentraciju mikroorganizama iz okoline. Iz
tog razloga, lokacija ulaza i izlaza vazduha u oblastima u kojima se zivotinje odmaraju ima veliki uticaj na
koncentraciju i Sirenje mikroorganizama.

Kao uzrok visokog nivoa zagadenosti vazduha, Lange i sar. (1997) (35) ukazali su na nepravilno
funkcionisanje ventilacionih sistema, prisustvo vece koli¢ine vlage u hranivima i lo§i mikroklimatski
uslovi. U studiji (Popescu i sar., 2011) broj mikroorganizama pronadenih u vazduhu bio je veéi u
objektima sa viSe od 50 krava, u zaprljanim objektima i objektima sa prostirkom. Losa ventilacija u vecini
pomenutih objekata je usko povezana visokom stepenu mikrobioloske kontaminacije vazduha. Povecana
koncentracija mikroorganizama u vazduhu u objektima sa vefim brojem Zivotinja primecena je u
nekoliko studija (Hinz i Linke, 1998; Predicala i sar., 2001)(36,37) .Ekspirijumom se u okolinu izbacuju
bakterije koje poticu iz gornjih partija disajnih puteva. Upotreba prostirke moze biti potencijalni izvor
bakterija, ali se sa aspekta dobrobiti upotreba prostirke smatra opravdanom. (Kim i sar., 2008) (38).

Gustina naseljenosti Zivotinja je takode vazan parametra za procenu kvaliteta vazduha. Hartung
(33) je dokazao da §to je manja koli¢ina vazduha dostupna zivotinjama (tj. $to je veca gustina naseljenossti
u objektu), neophodno je ventilaciju di¢i na visi nivo.

Okruzenje u kome Zivotinja boravi, a posebno gustina naseljenosti u objektu su faktori od kojih u
velikoj meri zavisti broj i sastav mikroorganizama. Kada se govori o gustini naseljenosti treba napomenuti
da je ona u negativnoj korelaciji sa brojem mikroorganizama. Sto je veéa udaljenost izmedu Zivotinja u
objektu, smanjuje se broj mikroorganizama i mogucnost aerogene transmisije. Smatra se da je broj
mezofilnih bakterija u okruzenju manji ukoligo je prosecna gustina anseljenosti od 5Sm? po Zzivotini (za
goveda) i 2 m? po zZivotinji (za ovce). Sledeci bitan faktor od koga zavisi broj i sastav mikroorganizama je
vrsta prostirke koja se koristi. Ukoliko se kao prostirka koristi seno u objektu se moze o¢ekivati povecan
broj propionskih bakterija i laktobacila, §to se moZe negativno odraziti na kvalitet mleka. Monsallier i
sar.,(34) su dosli do zakljucka da upotreba slame moze povecati broj mikroorganizama u objektu. Takode,
je preporuka da se prostirka iz objekta uklanja svakodnevno kako bi se redukovao broj mikroorganizama
koji poti¢u iz fecesa i urina. Tretiranje prostirke sa bentonito moze smanjti broj mikroorganizama.
Bentonit je vulkanski materijal sastavljen uglavnom od minerala gline i ima veliku sposobnost apsorpcije
vode. Adekvatna prostirka uti¢e i na dobar kvalitet mleka, i smatra se kriticnom tackom u higijeni i
proizvodnji mleka visokog kvaliteta.

Pojedine bakterije (S.epidermis, S. xylosus, Stph. Scluri, S.aureus) se mogu na¢i u okruzenju u
kome Zivotinja boravi, a potencijalno su patogeni za ljude i Zivotinje. S. Epidermis je deo normalne flore
koze, sluzokoze 1 koznih Zlezda, a kod ljudi mozZe izazvati infekcije urinarnog trakta, endokarditis i
septikemiju (Siqueira i sar., 2002) (39). Stph. Simulans je bakterija koja kod ovaca goveda i ovaca izaziva
mastitis, a Stph. Scluri mogu biti Siroko rasprostranjene u prirodi a vode poreklo od domacih zivotinja.
Kod ljudi uglavnom izazivaju infekcije rana. Stph. Aureus je patogena bakterija ljudi i zivotinja a izaziva
mastitise kod Zivotinja, a kod ljudi izaziva gnojne infekcije i septikemije. Enterokoke su deo normalne
crevne flore Zivotinja, ali se mogu naci u vecoj koncentraciji i u vazduhu.

Najces¢e izolovane gljivice pripadaju rodovima Aspergillus, Penicillium Cladosporium
Dominantne vrste blisko koreliraju sa registrovanim gljivicnim infekcijama. Najc¢esce aerosolne gljivice
pripadaju rodu Aspergillus od kojih su neki oportunisti¢ki patogeni. Neke gljivice iz roda Aspergillus
mogu proizvesti aflatoksine koji indukuju nastanak tumora ili smanjuju broj belih krvnih zrnaca.). Druga
po ucestalosti identifikovana vrsta pripada rodu Penicillium, a patogena je za ljude koji boluju od
leukemije. Neke vrste mogu pokazati tropizam prema mozgu ili plu¢ima, proizvodeé¢i ohratoksine Treci
rod po ucestalosti bio je Cladosporium. Spore u vazduhu Cladosporium vrste su znacajni alergeni i u
velikim koli¢inama mogu ozbiljno uticati na astmaticare i ljude sa respiratornim bolestima. Dugotrajno
izlaganje moze oslabiti imuni sistem. Cladosporium vrste ne proizvode mikotoksine, ali proizvode
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isparljiva organska jedinjenja povezana sa mirisima. U uzorcima vazduha obi¢no se identifikuju razlig¢iti
kvasci. Kvasci mogu biti alergeni za pojedine osobe kada su prisutni u dovoljnoj koncentraciji (19).

Zakljucak

Istrazivanja su pokazala da je broj bakterija i gljivica prili¢no promenljiv i da je u velikom broju slucajeva
visok u objektima za smestaj mleCnih goveda. Izolovana mikrobna flora sa patogenim potencijalom bila je
zastupljena uglavnom sa gram-pozitivnim vrstama, od kojih se za neke navodi da imaju uslovno patogeni
potencijal. Neke zabelezene gljivice se smatraju alergenim, toksi¢nim i patogenim za ljude i zivotinje.
Visok nivo higijene u objektu se smatra klju¢nim u cilju smanjenja broja mikroorganizama u vazduhu. U
cilju smanjenja mikroorganizama u vazduhu, neophodno je poboljsati ventilacione sisteme u objektima
za smeStaj mlecnih goveda.
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SAZETAK

Toplotni stres (TS) u uzgoju tovnih pili¢a izaziva razli¢ite bihevioralne i fizioloske promene i prouzrokuje
neocekivane ekonomske gubitke. U dostupnoj nau¢noj literaturi nema dovoljno podataka o tome kako
hroni¢ni TS deluje na sposobnost organizma da se izbori sa ovakvim ambijentalnim uslovima. Cilj ovog
rada je da se ustanovi da li u uslovima prirodnog hronicnog TS moze nastupiti iscrpljenost
termoregulacionog mehanizma i smanjena sposobnost regulacije telesne temperature. U ogledu je
koris¢eno 80 pili¢a kroz 4 ponavljanja. TS je bio prisutan od 29. dana do kraja tova. 29., 30., 35. i 42. dana
vrSeno je merenje rektalne temperature u jutarnjim (PT) i vecernjim Casovima (KT), kao i izra¢unavan
interval izmedu njih. U naSoj studiji primetan je trend porasta KT sa pove¢anjem starosti gde je 42. dana
zabelezena najvisa proseCna temperatura od 43,94 °C. 30. dana je zabelezen pad PT u odnosu na prethodni
dan, dok je 35. 1 42. dana bio prisutan porast. Moze se zakljuciti da u uslovima prirodnog hroni¢nog TS
nastupa iscrpljenost termoregulacionog mehanizma, jer dolazi do smanjene sposobnosti regulacije telesne
temperature.

Kljucne reci: toplotni stres, tovni pili¢i, rektalna temperatura, termoregulacioni sistem
ABSTRACT

Heat stress (TS) causes various behavioral and physical changes in the breeding of broiler chickens and
causes unforeseen economic losses. The available scientific literature does not offer enough information
about the effects of chronic TS on the organism’s capability to cope with this type of environmental
conditions. The purpose of this paper is to determine whether the conditions of natural chronic TS can
lead to the fatigue of the thermoregulatory mechanism and the reduced body temperature regulation
capability. The experiment involved 80 chickens and 4 repetitions. TS was present from the 29" day up
until the end of the breeding period. Rectal temperature was measured in the morning hours (PT) and the
evening hours (KT) of the 29™, 30", 35™, and 42™ day, and the interval between them was calculated. The
study has shown an increase in KT following the advancement of age, with the highest average
temperature of 43.94°C observed on the 42" day. On the 30" day, a decline in PT was observed in
comparison with the previous day, while an increase was noticed on the 35™ and 42" day. It can be
concluded that the fatigue of the thermoregulatory mechanism occurs in the conditions of natural chronic
HS as a consequence of a reduced capability of body temperature regulation.

Key words: heat stress, broiler chickens, rectal temperature, thermoregulatory system

UvoD
Termoneutralna zona je definisana kao temperaturna zona u kojoj ptice mogu da odrzavaju svoju
telesnu temperaturu konstantnom uz pomo¢ fizicke regulacije toplote. Ova temperaturna zona zavisi od
nivoa hranjenja, uslova stanovanja ptica i drugih faktora. Najniza temperatura u termoneutralnoj zoni,
naziva se donja kriti¢na temperatura. Ako temperatura padne ispod ove temperature, brojleri ¢e poceti da
koristi energiju hrane za zagrevanje 1 posledi¢no ¢e trositi viSe hrane. NajviSa temperatura u
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termoneutralnoj zoni naziva se gornja kritina temperatura. Ako temperatura poraste iznad ove
temperature, ptice viSe ne mogu efikasno da odaju toplotu, odnosno nastaje toplotni stres (TS) (1). U
uslovima TS pili¢i ¢e da konzumiraju manje hrane i kao rezultat toga opadace proizvodni rezultati.
Toplotni stres u uzgoju tovnih pili¢a izaziva razliCite bihevioralne i fizioloSke promene i prouzrokuje
neocekivane ekonomske gubitke (2).

Razli¢iti fiziolo§ki parametri se mogu uzeti u razmatranje kao pokazatelji termalnog stanja u kome
se nalazi zivotinja. Odnosno da li je zivotinja izlozena TS i koliko je on intezivan. Jedan od najcesce
koriS¢enih parametara, a ujedno i jedan od najjednostavnijih za odredivanje, jeste merenje telesne
temperature. Najcesce se telesna temperatura kod pili¢a meri rektalno i taj nacin se smatra standardom (3).
Pored toga, telesna temperatura se moze meriti i beskontaktnim na¢inima poput meraca sa infra-crvenim
zracima, termovizijskim kamerama (4, 5) i dr. Sredinom dvadesetog veka ustanovljeno je da je rektalna
temperatura najpouzdaniji indikator inteziteta toplotnog stresa u kome se zivotinje nalaze (2) .

U naucnoj literaturi postoji dosta tvrdnji za vrednosti idealne telesne temperature i uglavnom te
vrednosti variraju izmedu 41 i 42 °C kod pili¢a koji se nalaze u uslovima termoneutralnosti (3,6). U
uslovima TS ove vrednosti u zavr§nim danima tova mogu dosti¢i temperaturu ¢ak i do 46°C (7), pri cemu
tovni pili¢i uginjavaju. Povecanje telesne temperature usled TS objasnjeno je time da se u ovakvim
slucajevima naruSava ravnoteza izmedu termogeneze i termolize (8). Kada je ova termalna ravnoteza
naru$ena, pili¢ima je potrebno vreme da se vrate u odgovarajuci balans, nakon $to pili¢i dostignu najvisu
vrednost (pik) telesne temperature. Istrazivaci Xing i sar. (2) navode da to vreme iznosi i do 18 Casova
nakon dostignuéa pika temperature. U dostupnoj nauc¢noj literaturi nema dovoljno podataka o tome kako
hroni¢ni TS deluje na sposobnost organizma da se izbori sa ovakvim ambijentalnim uslovima, narocito u

Cilj ovog rada je da se ustanovi da li u uslovima prirodnog hroni¢nog TS (koji traje vise dana)
moze nastupiti iscrpljenost termoregulacionog mehanizma i smanjena sposobnost regulacije telesne
temperature.

MATERIJAL | METODE

U ogledu je koriS¢eno 80 pili¢a teskog hibrida Cobb 500. Ogled je izvrSen u 4 ponavljanja, pri
¢emu je bio jednak broj muskih i zenskih jediniki. Tokom celog perioda tova praceni su ambijentalni
uslovi. Kako je ovo istrazivanje sprovedeno u leto 2018. godine, o¢ekivane su visoke temperature koje su i
nastupile 29. dana tova i odrzale su se do kraja proizvodnog ciklusa. Leto 2018. godine je najtoplije leto
prema minimalnoj temperaturi vazduha od kada se vrSi merenje. Registrovano je ¢ak 74 dana sa
subjektivnim osecajem temperature preko 30 °C (9). Ambijentalna temperatura u objektu merena je od
08:00 do 20:00 u intervalima od 2h. U grafikonu 1 je dat prikaz prose¢ne temperature u objektu za period
od 29. do 42. dana uzgoja. Ovakve temperature predstavljaju hroni¢an TS. RH se kretala u opsezima od
40-70%. Ostalim danima ambijentalni uslovi su bili u preporucenim vrednostima za ovaj hibrid pilica.
Tokom celog perioda tova pili¢i su dobijali komercijalnu hranu za brojlere i vodu ad libitum.

35
30
25 T
20 -
15 -
10 - . . . . . .
08.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Temperatura (°C)

Grafikon 1. Prose¢ne temperature u objektu od 29. do 42. dana uzgoja (°C)
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29., 30., 35. 1 42. dana vrSeno je merenje telesne temperature kod 20 jedinki. Merenje telesne
temperature je vrSeno rektalno i vr§eno je u jutarnjim ¢asovima — pocetna temperatura (PT) i veCernjim
Casovima — krajnja temperatura (KT). Od materijala je kori§¢en dvokanalni digitalni termometar GM1312
(Venetech, China) sa sondom tipa K, model SD0218-2 (Ootdty, China). Prilikom svakog merenja rektalne
temperature, radeno je i kontrolno merenje na drugom kanalu sa drugom sondom istog proizvodaca, kako
bi se prevenirale eventualne greske u merenju. Interval izmedu PT i KT je preracunat i izrazen kao AT.
Ova vrednost je izracunata za svako pile pojedinaéno. Vrh metalnih sondi je bio obeleZen na 3cm, kako bi
se svim jedinkama jednako plasirala sonda, jer na razliitim dubinama kloake mogu biti razlicite
temperature. Hvatanje pili¢a i fiksacija je bila pazljiva, kako se pili¢i ne bi izlagali dodatnom stresu u toku
ove procedure.

Vrednosti u radu su date kao srednja vrednost sa izrazenom standardnom devijacijom, a statisticka
obrada je vrSena primenom ,,R“ programskog jezika i programskog okruzenja za statisticke izracune (10).
Utvrdivanje stepena statistiCke znacajnosti razlika vr§eno je metodom analize varijanse (ANOVA), dok je
dalja analiza vrSena primenom Dankanovog (Dunkan) Post-Hoc testa za viSestruka poredenja, za nivo
znacajnosti od 95% (p<0,05). Statisticka znacajnost utvrdena Dankanovim testom, u tabelama je iskazana
razli¢itim malim slovima u superskriptu.

REZULTATI

Tabela 1 prikazuje srednje vrednosti za jutarnju rektalnu temperaturu, kao pocetnu temperaturu
(PT) i vecernju rektalnu temperaturu kao krajnju temperaturu (KT), kao i za interval izmedu ove dve
vrednosti (AT) za dane uzgoja 29., 30., 35. 1 42. dan tova. Ukoliko se posmatra PT (grafikon 2), moze se
zapaziti da su najvece vrednosti zabeleZene 35. dana uzgoja, a najnize 30. dana uzgoja, sa postojanjem
statisticki znacajne razlike. Za KT moze se uociti pravilnost da se sa povecanjem starosti povecava i
telesna temperatura, Sto potvrduje uocena statisticka znacajnost. Najmanji interval AT (grafikon 2)
mozemo uociti prvog dana kada je nastupio toplotni stres (29. dan), dok se najveéi interval belezi
poslednjeg dana tova (42. dan). Potrebno je napomenuti da se ovaj interval 30. dana tova utrostrucuje
nakon prethodnog dana. Takode, za ovaj parametar uocena je statisticki znacajna razlika (tabela 1).

Tabela 1: Prikaz rektale temperature u ispitivanim danima (°C)

29. dan 30. dan 35. dan 42. dan
PT 42,00 +0,25° 41,23 £ 0,69° 42,43 £ 0,49° 42,12 £ 0,60®
KT 42,46 £ 0,30° 42,71 £ 0,42° 43,18 £ 0,98° 43,94 £ 0,46°
AT 0,46 +0,21° 1,48 + 0,46 0,75 £ 0,75° 1,83 0,372

Razli¢ita mala slova u redu prikazuju statisticku znacajnost P<0,05

Grafikon 2: Prikaz merenih temperatura i intervala izmedu njih
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Grafikon 2: Prikaz merenih temperatura i intervala izmedu njih
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DISKUSIJA

Jutarnja telesna temperatura (PT) 29. i1 30. dana tova se kretala u fizioloskim vrednostima, ukoliko
se te vrednosti porede sa vrednostima autora Nascimento i sar. (3) i Elson (6) i, koji navode da je
fizioloSka temperatura u uslovima termoneutralnosti izmedu 41 °C i 42 °C. 30. dana uzgoja primetan je
pad rektalne temperature PT, sa statistickom znacajnos$¢u u poredenju sa prethodnim danom. Ovaj pad bi
mogao da predstavlja jedan od odbrambenih mehanizama koji nastupa nakon prvog dana TS (29. dana),
kako bi se novi dan i eventualni ponovni TS do¢ekao sa niZom telesnom temperaturom.

Vec¢ 35. dana uzgoja zapaza se porast u PT u odnosu na prethodne dane. Sli¢ni rezultati zapazaju
se 1 42. dana uzgoja. Vrednosti za ova dva dana mogla bi da sugeriSu da postoji zamor termoregulacionog
mehanizma i da jedinke ,,manje spremno‘ docekuju toplotni stes. Posledi¢no zbog visokih pocetnih
temperatura, ocekivano je da ¢e biti ve¢a i KT.

Vrednosti KT su se kretale iznad granica fizioloskih, §to se moze pripisati efektima TS. Do sli¢nih
rezultata, gde TS dovodi do porasta telesne temperature dolaze i drugi autori (11,12). U naSoj studiji
primetan je trend porasta KT sa povecanjem starosti. Ovakvi rezultati sugeriSu da slabi efikasnost
odrzavanja telesne temperature sa povecanjem starosti. U prilog tome idu i rezultati istrazivaca
Nascimento i sar. (13) koji primenom regresione analize dolaze do podataka da se proizvodnja
metabolicke toplote poveéava linearno (R?=0,96) sa poveéanjem starosti od prvog do 42. dana uzgoja. U
istoj studiji, najve¢a produkcija toplote je zabelezena 42. dana uzgoja, §to se poklapa sa najvecom
telesnom masom. Takode je u istoj studiji zapaZeno da je produkcija metaboli¢ke toplote u korelaciji sa
telesnom masom brojlera i da je zavisnost linearna (R?=0,79). Ovakva zapaZanja idu i prilog tome da zbog
intezivnog porasta tovnih pili¢a, u mnogome se ubrzava stopa metabolickih procesa i shodno tome
povecava se produkcija metabolicke toplote. Ovo povecanje produkcije toplote u zavr$nim danima tova,
mogla bi da dodatno oteza odavanje toplote koje je ve¢ naruseno usled efekata TS.

Autori Xing i sar. (2) i Sykes i Salih (14) smatraju da je interval izmedu PT i KT (AT) dobar
pokazatelj sposobnosti regulacije telesne temperature kod zivine, kao i dobar parametar za selekciju u
zivinarstvu prema TS. Takode ovi autori zapaZaju da postoji negativna korelacija izmedu AT intervala i
vremena prezivljavanja u uslovima intezivnog TS. Rezultati naseg istrazivanja mogli bi da sugeriSu da
manje vrednosti ovog intervala mogu da ukazuju na bolje podnosenje TS. Odnosno 29. dana moZe se
uociti najmanji interval AT, a to je ujedno prvi dan TS, dan kada pili¢i mogu najadekvatnije da odgovore
na ovakve uslove, $to zbog svoje starosti, Sto zbog pripremljenosti termoregulacionog mehanizma. 30.
dana, iako je postojala niza PT, indeks AT je bio viSestruko uvecan, §to bi moglo da znaci da iako tovni
pili¢i doc¢ekuju TS sa nizom telesnom temperaturom, njihov termoregulacioni mehanizam je neadaptiran
na viSednevne ambijentalne uslove. 35. dana uzgoja, moZe se primetiti povecanje PT i smanjenje indeksa
AT. Smanjenje AT indeksa moglo bi biti posledica neke vrste adaptacije, jer istrazivaci Xing i sar. (2)
zapazaju da u uslovima neprekidnog TS, dolazi do blage adaptacije brojera nakon 54 Casa od pocetka
poveéanja temperature, $to bi moglo da se poredi sa naSim rezultatima od 35 dana uzgoja. Drugo
verovatnije objasnjenje bi moglo da bude da usled hroni¢nog TS koji je trajao 7 dana (od 29 dana), tovni
pili¢i nisu uspeli da se oporave od TS i da spuste dovoljno PT kako bi spremno doc¢ekali novi dnevni TS.
Ovo drugo objasnjenje je i verovatnije, jer u uslovima TS uvek je bolje da interval AT bude mali sa niskim
vrednostima PT. Ukoliko su male vrednosti intervala AT sa izrazito visokim vrednostima PT, ovakve
vrednosti ne moraju nuzno da budu adekvatan i dobar odgovor termoregulacionog mehanizma. 42. dana
uzgoja primetan je najveci interval AT, §to je pra¢eno najvecom KT i u ovom slucaju bi mogli da tvrdimo
da visoke vrednosti AT intervala upuc¢uju na loSu adaptaciju i slabost termoregulacionog mehanizma da
odrze konstantnu telesnu temperaturu u uslovima visednevnog TS.

ZALJUCAK
Moze se zakljuciti da u uslovima prirodnog hroni¢nog TS (koji traje viSe dana) nastupa iscrpljenost

termoregulacionog mehanizma, a takode dolazi do smanjene sposobnosti regulacije telesne temperature.
Ovi rezultati potkrepljeni su ¢injenicom da je KT imala trend porasta tokom dana kada je bio prisutan TS.
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Takode, interval AT i PT mogu posluziti kao jedan od pokazatelja termalnog stanja, ali je neophodno imati
obe vrednosti u vidu radi njihovog adekvatnog tumacenja.
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ISPITIVANJE REFERENTNIH VREDNOSTI KRVNIH PARAMETARA
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Sazetak

Referentni intervali su intervali izraunati iz grupe ili populacije zdravih odraslih Zivotinja
odredene vrste za odredeni parametar iz krvi i odredenu vrstu testa. To su referentni intervali zasnovani na
populaciji. Laboratorija za patolosSku fiziologiju je u periodu 2018-2019 godine uradila preko 20.000
analiza, poreklom od razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Uradeno je preko 1200 uzoraka poreklom od pasa
(zdravih jedinki, jedinki u preoperativnoj pripremi i jedinki koje su dosle na dijagnostiku i terapiju). U
ogled je ukljuceno 60 odraslih, zdravih pasa razliitih rasa. Svaki od njih je primljen i pregledan na
veterinarskoj klinici na Departmanu za veterinarsku medicinu — Poljoprivredni fakultet Novi Sad. Uzorci
krvi su uzimani od svakog psa u dve epruvete (sa EDTA za hematoloSke analize i sa klot aktivatorom za
biohemijske analize). Uradena je deskriptivna statistika za sve ispitivane parametre. Distribucije
frekvencije i QQ plotovi za odstupanje od normalne distribucije su graficki prestavljeni. Box-plot grafici
koji pokazuju pozicione vrednosti kvartila i autlajere predstavljeni su graficki. Referentni opsezi za
ispitivane vrednosti se slazu sa referntnim ospezima koji postoje u svetski prihvaéenoj literaturi i
preporukama laboratorija koje se bave klinickom patologijom pasa. Veliki broj autlajera ukazuje na
¢injenicu da u okviru populacije mogu postojati i psi sa znac¢ajnim promenama u krvnim parametrima, ali
se oni moraju tumaciti u odnosu na ono $ta znamo o Zivotinji, a ne samo na osnovu referentnih vrednosti
koje je propisala laboratorija. U buduc¢im istrazivanjima potrebno je napraviti jos ve¢i obuhvat Zivotinja, a
referentne opsege treba posmatrati u funkciji rase, pola, starosti i drugih osobina Zivotinja.

Kljuéne reéi: psi, hematologija, biohemija, referentne vrednosti.

Abstract

Reference intervals are intervals calculated from a group or population of healthy adult animals of
a particular species for a specific parameter from the blood and a specific type of test. These are
population-based reference intervals. The Pathological Physiology Laboratory has done over 20,000
analyzes in the period 2018-2019, originating from different animal species. More than 1200 samples
were obtained from dogs (healthy individuals, preoperative individuals and those who came for diagnosis
and therapy). The trial included 60 adult, healthy dogs of different breeds. Each of them was received and
examined at a veterinary clinic at the Department of Veterinary Medicine - Faculty of Agriculture, Novi
Sad. Blood samples were taken from each dog in two tubes (with EDTA for haematological analyzes and
with a clot activator for biochemical analyzes). Descriptive statistics were compiled for all parameters
tested. Frequency distributions plots and QQ plots for deviation from normal distribution were plotted.
Box-plot showing position value of quartiles and outliers were plotted. The reference ranges for the values
tested are consistent with the benchmarks that exist in the world-accepted literature and the
recommendations of laboratories dealing with clinical pathology of dogs. A large number of outliers
indicate that there may be dogs within the population with significant changes in blood parameters, but
they must be interpreted in relation to what we know about the animal, not just based on benchmarks
prescribed by the laboratory. In future research, greater coverage of animals should be made, and
reference ranges should be considered in terms of race, sex, age, and other animal characteristics.
Key words: dog, hematology, biochemistry, reference value.
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Definicija i znacaj referentnih vrednosti

Referentni intervali su intervali izraunati iz grupe ili populacije zdravih odraslih Zivotinja
odredene vrste za odredeni parametar iz krvi i odredenu vrstu testa. To su referentni intervali zasnovani na
populaciji. Ovi intervali se koriste kako bi se pomoglo identifikovanju abnormalnosti kod bolesnog
pacijenta. U idealnom slucaju, svaka laboratorija treba da uspostavi referentne intervale, jer su zavisni od
instrumentacije i reagensa. Iz tog razloga, referentni intervali mogu se znatno razlikovati od jedne do
druge laboratorije. Kada doti¢ne vrste nemaju referentni interval zasnovan na populaciji koji je
laboratorija pruzila rezultatima ispitivanja, moramo se osloniti na objavljene podatke, ako su dostupni za
tu vrstu, kao vodi¢ za tumacenje rezultata ispitivanja. Medutim, objavljene ,,normalne* vrednosti mozda
nisu validne za rezultate koje je stvorila vasa laboratorija. Takode biste trebali biti oprezni kada redovno
tumacite promene u laboratorijskim podacima kod jednog pacijenta kada su podaci dobijeni iz razlicitih
laboratorija. Pored toga, ne moZe se jednostavno primeniti interval drugog laboratorija na drugi
instrument, npr. instrument nege u veterinarskoj klinici. Kao referentne intervale mozete koristiti
referentne intervale druge laboratorije, ali zato Sto razliciti instrumenti i metode mogu dati prili¢no
razlidite rezultate, trebali biste biti oprezni kada to radite. Referentne intervale treba utvrditi u svakoj
laboratoriji i obi¢no se odreduju od a populacija zdravih odraslih Zivotinja. Podaci bi trebali biti
rasporedeni simetricno oko srednje vrijednosti (Gaussova distribucija). Referentni interval se izracunava
kao srednja vrednost + 2 SD, §to ukljucuje 95% normalnih uzoraka bez obzira na metodu. Nekoliko
zdravih Zivotinja (5%) imace rezultate malo izvan referentnog intervala (bilo 2,5%). Za podatke koji nisu
Gausovi, podaci se mogu matematicki transformisati, npr. do logaritmi. Ako ovo dobije Gaussovu
distribuciju, geometrijska srednja £ 2 SD moze se koristiti za odredivanje referentnog intervala
(geometrijska sredstva se temelje na podacima transformiranim u zapisima). Medutim, u vecini slu¢ajeva
se neparametrijske statisticke metode, tacnije percentili i kvartili, koriste za kreiranje referentnih intervala
od ne-Gausovih podataka.

Ako je rezultat daleko izvan referentnog intervala, to verovatno ukazuje na postojanje neke
bolesti, odnosno na neku gresku u radu. Kako znati kada je sigurno pretpostaviti da vrednost izvan
referentnog intervala nije klinicki relevantna? To ¢e donekle zavisiti od analita, npr. blago povecanje
jetrinih enzima mozda nije dijagnosticki vazno (zavisno od klinickih znakova), medutim elektroliti se
odrzavaju u prilicno uskim granicama i promene su verovatnije da su klini¢ki znacajne (opet, u zavisnosti
od klinic¢kih znakova i drugih nalaza - interpretirajte sa onim $to znate o slucaju). Slede¢i kriterijumi se
mogu koristiti kao vodi¢ pomocu kojeg moZete sa sigurnos$cu pretpostaviti da visoki ili niski rezultat moze
biti patoloski:

e Promena je blaga.

e Promena nije pracena drugim laboratorijskim rezultatima ili klinickim znacima / pregledima ili
nalazima slike koji bi bili povezani sa odredenim patoloskim procesom (npr. Vrlo blago povecanje
aktivnosti ALT bez povecanja drugih rezultata ispitivanja jetre i bez bilo kakvih klini¢kih znakova
povezanih sa jetrom bolest), tj. nema dokaza o uzroku promene koji je povezan s bolescu.

e Promena nije povezana s bilo kojom poznatom patologijom

e Promena se moze lako objasniti preanalitickom promenljivom, npr. starost, pol, reproduktivni
status, pasmina, lekovi.

Referentne vrednosti krvnih parametara kod pasa u Laboratoriji za patolosku fiziologiju —
deskriptivna statistika, distribucija frekvencije, varijaciaja i autlajeri

Laboratorija za patolosku fiziologiju je u periodu 2018-2019 godine uradila preko 20.000 analiza,
poreklom od razli¢itih zivotinjskih vrsta. Uradeno je preko 1200 uzoraka poreklom od pasa (zdravih
jedinki, jedinki u preoperativnoj pripremi i jedinki koje su dosle na dijagnostiku i terapiju). U ogled je
ukljuc¢eno 60 odraslih, zdravih pasa razlicitih rasa. Svaki od njih je primljen i pregledan na veterinarskoj
klinici na Departmanu za veterinarsku medicinu — Poljoprivredni fakultet Novi Sad. Uzorci krvi su
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uzimani od svakog psa u dve epruvete. Prva epruveta je sadrzala EDTA kao antikoagulans (PUTH®
vacumne, K2EDTA), dok je druga sadrzala klot aktivator (PUTH® vacumne, Clot Activator).

Hematoloska analiza- Iz prve epuvete je odredena klasi¢na krvna slika koja ukljucuje broj belih
krvnih zrnaca (WBC) uz diferencijalnu leukocitarnu formulu (Ly- limfociti, Gr- granulociti, Mo-
monociti, Eo- eozinofili), crvenih krvnih zrnaca (RBC), hematokrit (HCT), koncentraciju hemoglobina
(HGB), srednju zapreminu eritrocita (MCV), srednju koncentraciju hemoglobina po eritrocitu (MCH),
srednju koncentraciju hemoglobina po litri krvi (MCHC) 1 broj trombocita (PLT). Analiza je uradena
najkasnije u roku od jednog sata nakon uzorkovanja krvi. KoriSten je biohemijski analizator koji radi na
kombinovanom pricipu impedanse i lasera- Nihon Kohden Celltaca MEK-6550. KoriSten je softver za
hematolosku analizu krvnih uzoraka pasa koji je ovlasteni operater instalirao na uredaj.

Nakon centrifugiranja, odvojen je serum i analiziran na spektrofotometrijskom automatskom
biohemijskom analizatoru maarke Rayto Chemray 120Vet. Reagensi koriSteni pri svakoj analizi su
pripadali proizvoda¢u Biosystems. Odredeni su sledeé¢i parametri: glukoza (Glu), kreatinin (Creat), urea,
aspartat aminotransferaza (AST), alanil aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (AP), gama glutamil
transferaza (GGT), albumin (Alb), ukupni proteini (TP), globulini (Glob), ukupni bilirubin (Thbil),
kalcijum (Ca), mgnezijum (Mg), fosfor (P), trigliceridi (TGC), lipaza, alfa amilaza. Endokrinoloske
analize radene su na analizatoru TOSOH AIA-360.

Statistika: Uradena je deskriptivna statistika za sve ispitivane parametre, graficku su predstavljene
distribucije frekvencije. Distribucije frekvencije i QQ plotovi za odstupanje od normalne distribucije su
grafic¢ki prestavljeni. Box-plot grafici koji pokazuju pozicione vrednosti kvartila i autlajere predstavljeni

su graficki.

Tabela 1: Deskriptivna statistika za ispitivane krvne parametre kod pasa

Median Std. Skewness Kurtosis Percentiles
Deviation 25 75

WBC 12,30 6,20 1,01 2,29 9,38 18,55
RBC 6,40 1,38 0,22 3,67 5,84 7,29
HGB 150,00 30,69 -0,11 3,21 138,75 166,50
HCT 43,50 9,32 0,22 3,54 39,10 48,10
MCV 67,60 2,97 -1,17 1,92 65,40 68,90
MCH 23,55 1,45 -0,71 0,21 22,40 24,53
MCHC 350,00 13,43 -0,52 -0,56 340,75 359,00
PLT 386,50 215,61 1,27 4,28 271,75 494,25
Ly 2,20 1,35 0,94 0,32 1,30 3,03
MO 0,40 0,53 4,42 24,41 0,30 0,50
Eo 0,30 0,67 4,33 22,96 0,10 0,40
Gr 9,45 18,58 3,02 8,60 6,70 17,60
Kreatinin 50,40 59,83 3,25 15,21 35,68 68,93
AST 38,13 45,46 3,44 14,61 31,00 54,00
ALT 51,67 155,61 5,06 28,67 33,75 92,75
TBIL 11,66 9,14 0,96 0,29 6,87 20,43
ALB 30,00 4,88 -1,44 3,85 25,00 32,00
P 1,55 0,82 1,90 10,87 1,16 1,78
Ca 2,33 0,45 -0,90 1,50 2,06 2,68
GLUKOZA 5,20 1,48 -0,92 1,24 4,48 6,13
GLOB 34,50 7,18 0,09 0,49 31,00 39,00
TPROT 64,50 8,43 -1,28 3,12 61,00 68,25
UREA 4,40 4,86 3,77 17,33 3,03 5,82
AMILAZA 636,67 450,55 1,97 3,90 468,50 821,33
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Mg 0,73 0,32 0,35 0,32 0,53 0,99
TGC 0,80 0,76 3,35 12,94 0,57 1,00
LIPAZA 127,30 152,30 3,28 13,21 92,35 199,95
ALP 57,50 218,17 4,95 25,06 32,00 82,00
GGT 4,00 15,28 4,46 21,59 2,00 7,00
T4 22,90 11,17 0,76 -0,05 17,70 32,96
Kortizol 71,56 80,65 1,53 2,54 32,64 139,83
Insulin 8,60 11,41 3,28 14,57 5,00 15,08

Grafikoni: Distribucija frekvencije, QQ plot i autlajeri za hematoloske parametre
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Zakljucak

Referentni opsezi za ispitivane vrednosti se slazu sa referntnim ospezima koji postoje u svetski
prihvacenoj literaturi i preporukama laboratorija koje se bave klinickom patologijom pasa. Veliki broj
autlajera ukazuje na Cinjenicu da u okviru populacije mogu postojati i psi sa znacajnim promenama u
krvnim parametrima, ali se oni moraju tumaciti u odnosu na ono $ta znamo o zivotinji, a ne samo na
osnovu referentnih vrednosti koje je propisala laboratorija. Kod pasa u ovom istrazivanju nije postojala
klini¢ka slika niti bilo kja poznata patologija. U buducim istrazivanjima potrebno je napraviti jo§ veci
obuhvat zivotinja sa detaljnim anamnestickim upitnikom, a referentne opsege treba posmatrati u funkciji
rase, pola, starosti i drugih osobina Zivotinja.
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Sazetak

Etiopatogeneza tumora mle¢ne zlezde nije u potpunosti objasnjena, ali se smatra da sledeci faktori imaju
znacajan uticaj i predstavljaju faktore rizika u nastanku ovog oboljenja. Mamarne stem celije se tokom
rasta i razvoja kuje diferenciraju u duktusne, alveolarne i mioepitelne celije, pod uticajem hormona.
Prolongirano vreme diestrusne faze i izlaganje progestagenima se dovodi u vezu sa razvojem tumora
mlecne Zlezde pasa. Starosna dob je takode jedan od veoma znacajnih faktora rizika u nastanku tumora
mleéne Zlezde. Javlja se samo kod starijih pasa, incidencija je niska kod pasa starosti do 7 godina, dok se u
starosti od 8 godina uocava nagli porast razvoja oboljenja, koji dalje raste sa staro$¢u zivotinje. Razvoj
tumora mle¢ne Zlezde je doveden u vezu i sa gojazno$¢u. Prema WHO, tumori mle¢ne Zlezde pasa su
razvrstani u maligne, benigne, neklasifikovane tumore i hiperplaziju i displaziju mle¢ne Zlezde. U
literaturi su opisani sistemi za rangiranje tumora mleéne zlezde kod kuja na osnovu stadijuma tumora koji
je prisutan, a najcesce se koriste sistemi po analogiji na humanu medicinu i tumore mle¢ne Zlezde kod
zena. Prvi sistem je klinicki odnosno TNM sistem u kojem slovo T opisuje veli¢inu tumora, slovo N
metastaze u limfne ¢vorove i slovo M udaljene metastaze. Drugi sistem je histolosko odredivanje
stadijuma tumora kojim se procenjuje formiranje tubula u tumorskom tkivu, pleomorfizam jedra i broj
mitoza u 10 polja posmatranih pod najve¢im uveli¢anjem mikroskopa. Tre¢i sistem koji moze da se koristi
u proceni stadijuma tumora jeste citoloski. U slucaju tumora mle¢ne zlezde mozemo razlikovati sledece
biomarkere: biomarkere proliferacije tumoroznih ¢elija i apoptoze (Ki-67, PCNA, protein p53, E-cadherin,
CEA, CA 15-3); biomarkere angiogeneze (VEGF, EGFR (HER1), HER-2); hormonske receptore;
biomarkere inflamacije (Cox-2). Klinicke manifestacije tumora mle¢ne zlezde zavise od tipa tumora i
momenta prijema pacijenta u odnosu na momenat pojave promene. Dalji tok dijagnostike vodi preko
dijagnostic¢ke citologije, snimanja (radiografija, kompjuterska tomografija, magnetna rezonanaca) i na
kraju patohistologije. LeCenje tumora je hirur§ko uz prateCu medikamentoznu terapiju. Zbog svoje
ucestalosti i znacaja rane dijagnostike potrebno je detaljno poznavati etiopatogenezu i terapijske procedure
tumora mle¢ne Zlezde kod kuja.

Kljucne reéi: kuja, tumor, mle¢na zlezda, etiologij, biomarkeri, dijagnoza, terapija.

Abstract

The etiopathogenesis of mammary gland tumors has not been fully explained, but the following factors are
considered to have a significant impact and represent risk factors for the onset of this disease. Mammary
stem cells differentiate into hormone-influenced ductus, alveolar and myoepithelial cells during growth
and development of the bitch. Prolonged diestrus phase time and exposure to progestogens are related to
the development of canine mammary tumors. Age is also one of the very significant risk factors for breast
cancer. It occurs only in older dogs, the incidence is low in dogs up to 7 years old, while at the age of 8
years there is a sharp increase in the development of the disease, which further increases with the age of
the animal. The development of mammary gland tumors has also been linked to obesity. According to
WHO, canine mammary tumors are classified into malignant, benign, unclassified tumors and hyperplasia
and dysplasia of the mammary gland. Literature has described systems for ranking mammary gland
tumors in bitches based on the stage of the tumor present, and most commonly used systems by analogy to

Departman za veterinarsku medicinu Novi Sad 64  Udruzenje veterinara prakticara Srbije (UVPS)


mailto:neckovs021@gmail.com

Zbornik radova Zdravstvena zastita i reprodukcija Zivotinja 2020.god.

human medicine and mammary gland tumors in women. The first system is a clinical or TNM system in
which the letter T describes the size of the tumor, the letter N metastases to the lymph nodes, and the letter
M distant metastases. The second system is the histological determination of the tumor stage, which
assesses the formation of tubules in tumor tissue, nucleus pleomorphism and the number of mitoses in the
10 fields observed under the highest magnification of the microscope. A third system that can be used in
the assessment of tumor stage is cytologic. In the case of mammary tumors, we can distinguish the
following biomarkers: biomarkers of tumor cell proliferation and apoptosis (Ki-67, PCNA, protein p53, E-
cadherin, CEA, CA 15-3); angiogenesis biomarkers (VEGF, EGFR (HER1), HER-2); hormone receptors;
biomarkers of inflammation (Cox-2). The clinical manifestations of mammary gland tumors depend on the
type of tumor and the moment of admission of the patient in relation to the moment of onset of the change.
Further flow of diagnostics leads through diagnostic cytology, imaging (radiography, computed
tomography, magnetic resonance imaging) and finally pathohistology. Tumor treatment is surgical with
concomitant medication. Due to the frequency and importance of early diagnosis, it is necessary to know
in detail the etiopathogenesis and therapeutic procedures of mammary gland tumors in bitches.

Key words: dog, tumors, mammary gland, etiology, biomarkers, diagnostics, therapy.

Etiopatogeneza tumora mle¢ne Zlezde

Etiopatogeneza tumora mlecne zlezde nije u potpunosti objasnjena, ali se smatra da sledeci faktori
imaju znacajan uticaj i predstavljaju faktore rizika u nastanku ovog oboljenja.

Mamarne stem celije se tokom rasta i razvoja kuje diferenciraju u duktusne, alveolarne i
mioepitelne Celije, pod uticajem hormona. Estrogen utic¢e na proliferaciju kanali¢a, dok progesteron utice
na razvoj alveola i mle¢ne Zlezde Zivotinje. Nakon sazrevanja, oslobadanje estrogena inicira razvoj zlezde,
S$to se zavr$ava tokom i nakon trudnoée pod uticajem progesterona i prolaktina (Sorenmo et al., 2011).
Aktivnost progesterona je najviSa tokom graviditeta i diestrusne faze, $to rezultira razvojem lobulusa i
kanali¢a oivicenih viSestrukim epitelnim omotacima. Prolongirano vreme diestrusne faze i izlaganje
progestagenima se dovodi u vezu sa razvojem tumora mle¢ne zlezde pasa. Takode, jedan od najvaznijih
uzroka koji dovodi do tumora mle¢ne zlezde jeste rano izlaganje hormonima jajnika. Rizik od nastanka
ovog oboljenja se poveéava u zavisnosti od vremena sterilizacije jedinke, pa tako Zenke, sterilisane pre
prvog ovarijalnog ciklusa, imaju 0,5% rizik od razvoja tumora mle¢ne zlezde, dok one sterilisane nakon
ovarijalnog ciklusa imaju rizik od 8%. Kod kuja sterilisanih u kasnijem uzrastu rizik raste na 26%. Osim
ovoga, lazne trudnoce i upotreba progestina u kontroli ciklusa kuja mogu da doprinesu stvaranju tumora
mlecne zlezde.

Imunohistohemijska istrazivanja su utvrdila prisustvo estrogenih i progesteronskih receptora i kod
benignih i kod malignih mamarnih tumora, $to ukazuje na hormonski uzrok oboljenja. Razli¢iti udeo
estrogenih receptora je doveden u vezu sa povoljnom prognozom ishoda bolesti, a identifikovane su dve
izoforme estrogenih receptora ERa 1 Erp. Erf pozitivni tumori su u ve¢em broju slu¢ajeva benigni nego
maligni, a uopsteno ER pozitivni tumori su vise diferencirani u odnosu na ER negativne tumore.

Starosna dob je takode jedan od veoma znacajnih faktora rizika u nastanku tumora mlecne Zlezde.
Javlja se samo kod starijih pasa, incidencija je niska kod pasa starosti do 7 godina, dok se u starosti od 8
godina uocCava nagli porast razvoja oboljenja, koji dalje raste sa staro$c¢u zivotinje. U jednom istrazivanju
(Sahabi et al., 2015) prosek godina prilikom pojave tumora mle¢ne zlezde kuja je bio 8.66, dok u
populaciji od 500 muskih pasa nije zabelezen ni jedan slucaj oboljevanja. U drugoj studiji (Sorenmo et al.,
2011) raspon od 8-11 godina je utvrden kao starosna dob u kojoj se najc¢esce javljaju tumori mleéne zlezde
kod kuja.

Od rasa za koje se smatra da poseduju genetsku predispoziciju ka tumorima mlecne Zlezde u
literaturi se navode minijaturne pudle, jazavicari, maltezeri, jorkSirski terijeri, koker $panijeli, nemacki
ovcari 1 mesanci.

Razvoj tumora mlec¢ne zZlezde je doveden u vezu i sa gojaznosc¢u. Studije pokazuju da psi koji su
gojazni u uzrastu od godinu dana ili ako su gojazni u godinu dana pre razvoja tumora imaju veéu
prevalencu nastanka tumora u odnosu na pse koji nisu gojazni (Perez Alenza et al., 2000; Philibert et al.,

Departman za veterinarsku medicinu Novi Sad 65  Udruzenje veterinara prakticara Srbije (UVPS)



Zbornik radova Zdravstvena zastita i reprodukcija Zivotinja 2020.god.

2003). Isto istrazivanje navodi da je razvoj i bioloS8ko ponaSanje tumora mleéne Zzlezde kod pasa pod
uticajem sadrzaja telesne masti. Smanjen rizik od razvoja mamarnih tumora se dovodi u vezu sa loSom
telesnom kondicijom u uzrastu od 9-12 meseci, dok u ovom istrazivanju gojazne jedinke istog uzrasta nisu
imale povecan rizik od nastanka tumora mle¢ne zlezde (Sorenmo et al., 2011).

Tipovi tumora mle¢ne Zlezde

Prema tkivu iz koga poti¢u tumori se dele na epitelne, mezenhimalne i meSovite. U sledecoj tabeli (Tabela
1.) dat je prikaz ucestalosti pojave tumora razvrstanih po vrsti tkiva iz kojeg poticu i njihovom karakteru.
Kao $to se moZze primetiti iz tabele najces¢i tumori mlecne Zlezde kod kuja jesu meSovitog porekla. Prema
WHO, tumori mle¢ne Zlezde pasa su razvrstani u maligne, benigne, neklasifikovane tumore i hiperplaziju i
displaziju mle¢ne zlezde. U sledecoj tabeli (Tabela 2.) dat je pregled tipova i podtipova tumora mle¢ne
zlezde pasa prema WHO.

Tabela 1. Ucestalost tumora prema vrsti tkiva i karakteru.

Tkivo porekla CMT Benigni (%) CMT Maligni (%)
Epitelni 30.4+8.9 56.8+£9.7

Mezenhimalni 1.5+1.5 6.9+2.7
Mesoviti 68.0+8.9 36.2+9.1

Tabela 2. Tipovi i podtipovi tumora mlec¢ne Zlezde pasa (WHO).

Maligni tumori

Benigni tumori

Hiperplazije i displazije mlecne
zlezde

1.In situ karcinomi

1.Adenomi

Prost adenom
Kompleksni adenom
Bazaloidni adenom

1.Duktusna hiperplazija

2.Kompleksni karcinomi

2.Fibroadenomi
Sa malim brojem ¢eija
Sa velikim brojem celija

2.Lobularna hiperplazija
Epitelna hiperplazija
Adenoza

3.Jednostavni karcinomi
Tubulopapilarni karcinom
Solidni karcinom
Anaplasti¢ni karcinom

3.Benigni mesoviti tumori

3. Ciste

4.Specijalni tipovi karcinoma
Karcinom vretenastih éelija
Karcinom skvamoznih ¢éelija
Mucinozni karcinom
Karcinom bogat mastima

4.Duktusni papilomi

4. Duktektazija

5.Sarkomi
Fibrosarkomi
Osteosarkomi
Ostali sarkomi

5. Fokalna fibroza (fibroskleroza)

6.Karcinosarkomi

6. Ginekomastija

7.Komedokarcinomi

Stadijumi tumora mlec¢ne Zlezde

U literaturi su opisani sistemi za rangiranje tumora mlecne Zlezde kod kuja na osnovu stadijuma
tumora koji je prisutan, a najéeSce se koriste sistemi po analogiji na humanu medicinu i tumore mle¢ne
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zlezde kod Zzena. Prvi sistem je klinicki odnosno TNM sistem u kojem slovo T opisuje veli¢inu tumora,
slovo N metastaze u limfne ¢vorove i slovo M udaljene metastaze. Razlicite studije su pokazale jaku vezu
izmedu veli¢ine tumora i maligniteta sa prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima i vremenom
prezivljavanja obolele zivotinje (Ligia et al.,2016). U sledecoj tabeli (Tabela 3.) opisani su klini¢ki
stadijumi tumora mle¢ne Zlezde (Owen, 1980).

Tabela 3. Stadijumi tumora mlecne Zlezde.

Stadijum Veli¢ina Regionalne metastaze Udaljene metastaze
Stadijum | T1—<3cm NO — bez metastaze u limfne | MO — odsustvo udaljenih metastaza
¢vorove
Stadijum Il T2 —3do5cm | NO— bez metastaze u limfne | MO — odsustvo udaljenih metastaza
¢vorove
Stadijum Il | T3—>5cm NO — bez metastaze u limfne | MO — odsustvo udaljenih metastaza
¢vorove
Stadijum IV | Bilo koja N1 — prisustvo metastaza u MO — odsustvo udaljenih metastaza
veli¢ina limfnom ¢voru
StadijumV | Bilo koja NO ili N1 M1 — prisustvo udaljenih metastaza
veliina

Drugi sistem je histoloSko odredivanje stadijuma tumora kojim se procenjuje formiranje tubula u
tumorskom tkivu, pleomorfizam jedra i broj mitoza u 10 polja posmatranih pod najveéim uveliCanjem
mikroskopa (Goldschmidt et al., 2011). Formiranje tubula se ocenjuje brojevima od 1 do 3 u zavisnosti od
toga da li je procenat formiranja tubula u tkivu veéi od 75% (1), od 10-75% (2) i manji od 10% (3).
Jedarni pleomorfizam se takode ocenjuje brojevima od 1 do 3 u zavisnosti od toga da li je veliCina jedara
uniformna (1), umereno varijabilne veli¢ine i oblika (2) i naglaSeno varijabilne veli¢ine (3). Broj mitoza u
10 polja posmatranih pod najve¢im uvecanjem se kao i u prethodnim sluc¢ajevima ocenjuje brojevima od 1
do 3, s tim da se od 0-9 ¢elija u mitozi oznacava brojem 1, od 10-19 brojem 2 i vise od 20 ¢elija u mitozi
brojem 3. Ako je ukupan skor tkiva 3-5, on se ocenjuje brojem 1 odnosno predstavlja promenu nizeg
stadijuma. Ako je ukupan skor izmedu 6 i 7, radi se o promeni srednjeg stadijuma i ona se oznacava
brojem 2. Promena 3. stadijuma odnosno najviSeg stadijuma ima ukupni skor izmedu 8 1 9. Tumori 3.
stadijuma su povezani sa kratkim vremenom preZzivljavanja jedinke.

Ukupna ocena maligniteta (Pena i Misdorp): 3 — 5 | (nizak) dobro izdiferenciran tumor; 6 — 7 1l
(srednji) umereno diferenciran tumor; 8 - 9 Il (visok) slabo diferenciran tumor.

Osim odredivanja klinickog i histoloskog stadijuma tumora, najvazniji kriterijumi pri dijagnostici
malignih tumora mle¢ne zlezde koje treba utvrditi jesu tip tumora, nuklearni i celularni pleomorfizam,
mitotski indeks, prisustvo nekroza unutar neoplazme, invadiranje limfati¢nog tkiva u okolini tumora i
metastaze u regionalne limfne ¢vorove.

Treéi sistem koji moze da se koristi u proceni stadijuma tumora jeste citoloski. Dijagnosticka
efikasnost citoloskog ispitivanja razmaza tumorske mase i Robinsonovi citoloski stadijumi tumora mlecne
zlezde pasa predstavljeni su sledecom tabelom (Tabela 4.) Po ovoj klasifikaciji tumori I stadijuma imaju
skor od 5-11, tumori Il stadijuma 12-14, a tumori 11 stadijuma 15-18.
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Tabela 4. Robinsonovi citoloski stadijumi tumora mle¢ne Zlezde pasa

Kriterijum Skor
1 2 3
Raspodela c¢elija U klasterima Mesavina pojedina¢nih | Uglavnom pojedinacne
¢elija i klastera celije
Veli¢ina jedra 1-2 puta vece od 3-4 puta vece od 5 ili viSe puta vece od
eritrocita eritrocita eritrocita
Uniformnost ¢elija Monomorfne ¢elije Blago pleomorfne Celije | Pleomorfne ¢elije
Nukleolusi Neupecatljivi/mali Primetni Abnormalni/prominentni
Jedarne margine Glatke Blago nepravilne, Pupoljaste, rascepane
uzlebljene, savijene
Hromatinski obrazac Vezikularni Granularni Zgrudvan, rascepan

Biomarkeri tumora mleéne Zlezde

Biomarkeri su proteini koji se mogu izmeriti u krvi i tkivima i davati informaciju o prisustvu
bolesti, rezultatima leCenja i prognozi. Svaki tip tumora ima specificne proteine koji se nazivaju
tumorskim antigenima odnosno biomarkerima i koji se mogu detektovati u tkivima, serumu ili urinu u
koncentracijama koje se razlikuju od fizioloskih (Kaszak et al.2018).

U slucaju tumora mlec¢ne zlezde mozemo razlikovati slede¢e biomarkere: biomarkere proliferacije
tumoroznih ¢elija i apoptoze (Ki-67, PCNA, protein p53, E-cadherin, CEA, CA 15-3); biomarkere
angiogeneze (VEGF, EGFR (HER1), HER-2); hormonske receptore; biomarkere inflamacije (Cox-2).

Biomarkeri proliferacije tumoroznih ¢elija i apoptoze — Procena proliferativnog potencijala
tumora je veoma znac¢ajna u utvrdivanju maligniteta tumora. Visoko proliferativna aktivnost je povezana
sa brzim tumorskim rastom i sposobno$¢u tumora da izazove udaljene metastaze. Ki-67 i PCNA
predstavljaju biomarkere proliferacije, a p53 je biomarker neoplasti¢ne transformacije i apoptoze. Ki-67 je
protein koji se nalazi u celijskom jedru samo tokom interfaze i tokom mitoze. Moze se utvrditi i u
citoloskim uzorcima dobijenih biopsijom iglom iz tumora mle¢ne Zlezde kuja. U humanoj medicini visoka
ekspresija Ki-67 u tkivu tumora vezuje se uz nepovoljnu prognozu, a nasuprot tome, utvrdeno je da
pacijenti sa visokim nivoima ovog biomarkera reaguju dobro na hemoterapiju, verovatno zbog visoke
proliferativne aktivnosti (Kaszak et al.2018). PCNA je protein DNK polimeraze 6 koji je u ekspresiji u
jedru celija tokom DNK sinteze celija u deobi. Takode predstavlja biomarker indeksa proliferacije.
Ekspresija PCNA dovedena je u pozitivnu korelaciju sa veli¢inom tumora, histoloskim tipom tumora,
stepenom diferencijacije, jedarnim osobinama, mitotskim indeksom, histoloskim stepenom maligniteta i
metastazom u limfne ¢vorove. Kao i Ki-67, njegova ekspresija je ve¢a kod malignijih tumora, kod vecih
tumora sa ulceracijama po kozi, histoloskog stadijuma II ili III i prisustvom metastaza u limfne ¢vorove.
Ipak, ekspresija PCNA ne mora biti specificna za tumor jer moze biti stimulisana citokinima i stoga se
preporucuje da se procenjuje u kombinaciji sa drugim biomarkerima, posebno sa Ki-67, jer je ekspresija
ovog biomarkera prisutna samo tokom ¢elijskog ciklusa (Kaszak et al.2018). Protein p53 je je biomarker
neoplasti¢ne transformacije i apoptoze. Odgovoran je za kontrolu ¢elijskog ciklusa i apoptoze i supresor je
razvoja tumora. Tokom neoplasti¢nih procesa, nagomilava se u tkivu tumora i usled mutacije gena,
pocinje da se ponasa kao onkogen. Mutacije p 53 gena se smatraju najces¢om genetskom alteracijom kod
tumora dojki Zena, a tako je i kod tumora mlecne Zlezde kuja i u vezi su sa napretkom tumora. Njegova
visoka ekspresija ¢esto nagovestava male Sanse preZivljavanja. Sposobnost tumora da metastazira zavisi
od adhezije ¢elija jedne za druge kao i za okolna tkiva. Ja€ina tih veza se meri nivoima ekspresije proteina
koji ucestvuju u ovim procesima, a u adhezione molekule se najceS¢e ubrajaju integrini, slektini,
imunoglobulinima sli¢ne Cestice i kadherini. Kadherini su kalcijum-zavisni transmembranski proteini i
dobri indikatori metastaze tumora. Kod tumora mlecne Zlezde se najceSée procenjuje ekspresija E-
kadherina (epitelnog kadherina) i njegova smanjena ekspresija je povezana sa razvojem tumora i
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napretkom bolesti, malignitetom, agresivno$¢u metastaza i kratkim vremenom preZivljavanja. CEA i CA
15-3 su takode adhezivni glikoproteini utvrdeni kod kuja sa tumorima mleéne Zlezde, gde CA 15-3
ispoljava pozitivnu korelaciju sa stadijumom tumora (vise serumske koncentracije CA 15-3 se javljaju kod
karcinoma Il i Il stadijuma u odnosu na karcinome | stadijuma). Ovaj adhezivni molekul se javlja u
normalnom tkivu mlecne Zlezde, kao i kod benignih tumora. Zbog toga, sve biomarkere ne treba tumaciti
samostalno, ve¢ u kombinaciji sa drugim biomarkerima.

Biomarkeri angiogeneze — Kod svakog neoplasti¢nog procesa dolazi do formiranja novih krvnih
sudova na bazi ve¢ postoje¢ih krvnih sudova, $to je neophodno za snabdevanje tumora hranljivim
materijama. Kako tumor raste, napreduje i angiogeneza. Zbog toga su ovi biomarkeri vazni za utvrdivanje
rasta tumora i prisustva metastaza. Naj¢es¢i biomarkeri angiogeneze su vaskularni endotelni faktor rasta
(VEGF), receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) i von Wilebrandov faktor VIII. VEGF stimulise
migraciju celija 1 proliferaciju endotela, poveéava mikrovaskularnu permaebilnost, $to omogucava
¢elijama da produ kroz krvne sudove i formiraju udaljene metastaze. Takode, inhibira regresiju
novoformiranih krvnih sudova, stimuliSe stvaranje novih krvnih sudova i inhibira apoptozu. EGFR (HER
1) povecava angiogenezu i metastaze i povezan je sa loSim ishodima. Visoka ekspresija ovog biomarkera
je u korelaciji sa veli¢inom tumora, nekrozom tumora, visokim mitotskim indeksom, histoloskim
stadijumom tumora i loSom klinickom slikom.HER-2 reguliSe rast tumora, diferencijaciju i stopu
prezivljavanja. Smatra se biomarkerom loSeg ishoda.

Hormonski receptori — Estrogen i progesteron su medu najvise izuavanim biomarkerima tumora
mleCne Zlezde i smatra se da oba imaju ulogu u rastu tumora. Kod vecine tumora mlecne Zlezde postoji
ekspresija ER i/ili PR. Studije su utvrdile da estrogen- negativni (ER—) i progesteron-pozitivni (PR+)
tumori imaju losiji ishod u odnosu na ER+ i PR+ tumore, dok ER- i PR- tumori imaju najnepovoljniju
prognozu od svih.

Biomarkeri inflammacije —-Kod svakog neoplasti¢énog procesa je prisutna hroni¢na inflamacija.
Inflamatorne celije sekretuju proinflamatorne medijatore, kao $to su citokini i hemokini od kojih neki
potpomazu angiogenezu i samim tim rast tumora. Cox-2 (ciklooksigenaza) se javlja kod tumora mlecne
zlezde, ali nije specifi¢na jer se nalazi i u svakom drugom tkivu u kom je prisutan proces inflamacije.
Cox-2 inhibitori su korisni u leCenju tumora mleéne zlezde kuja u kombinaciji sa drugim antitumoroznim
lekovima.

Klini¢ke manifestacije tumora mle¢ne Zlezde

Klinicke manifestacije tumora mle¢ne zlezde zavise od tipa tumora i momenta prijema pacijenta u
odnosu na momenat pojave promene. Obi¢no se vlasnici javljaju u veterinarsku ambulantu zbog prisustva
manjih ili ve¢ih kvrzica u nivou mle¢ne zlezde psa. Nije redak slucaj da zivotinja po prvi put stigne na
pregled sa velikim, ulcerisanim tumorom koji je nekrotizovao, flisuje ili krvari. U tim sluc¢ajevima se od
klini¢kih simptoma mogu jo§ uoliti i poviSena telesna temperatura, anoreksija, mrSavljenje, bolnost,
promene u stavu, letargija, anemija ili sistemski znaci bolesti. Naj¢e$¢e su tumorom kod kuja zahvacene
kaudalne abdominalne i ingvinalne mamarne Zlezde (Sahabi et al., 2015; Sorenmo et al., 2011). Smatra se
da je razlog ovome bogatije zlezdano tkivo, ve¢a masa i duze vreme sekretorne aktivnosti abdominalnih i
ingvinalnih Zlezda (Mitchell et al., 1974). Moze se javiti vise tumora mle¢ne zlezde kod kuje, a takode
mogu biti i razli¢itog porekla i maligniteta. Tumori mogu biti pri¢vrS¢eni ili mobilni, mali, veliki, sa
ulceracijama po povrsini (Mitchell et al., 1974; Sorenmo et al., 2011).

Metastaze su Cesta pojava kod tumora mlecne Zlezde kuja. Nastaju tako Sto celije primarnog
tumora ulaze u cirkulaciju, invadiraju udaljena mesta i formiraju sekundarne tumore. Hematogeno
metastaziranje u pluc¢a predstavlja najces$¢i uzrok smrti kod kuja sa malignim tumorima mlecne
zlezde(Klopfleisch et al., 2011a; Rasotto et al., 2012). Drugi nacin nastanka metastaza je preko limfnog
sistema i limfnih ¢vorova, odakle se tumor $iri na druga tkiva u telu (Rasotto et al., 2012). Iz ovih razloga
se radi procene stadijuma tumora, obavezno vrsi pregled pluéa i regionalnih limfnih ¢vorova da bi se
utvrdile abnormalnosti i moguci tragovi metastaza u druge organske sisteme. Najcesce lokacije metastaza
tumora mle¢ne Zlezde kuja date su u sledeéoj tabeli (Tabela 4.)
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Slika 1.i 2. Tumor ingvinalne mlecne zlezde psa (orig.foto S.Nikoli¢)

Tabela 5. Lokalizacija metastaza kod kuja sa tumorima mlecne Zlezde

Organ/tkivo metastaze Autori

Limfni ¢vorovi Kimetal., 2011;
Sorenmo et al., 2000

Pluca Sorenmo et al., 2011

Jetra, bubreg i slezina Kimetal., 2011;
Valencakova-Agyagosova i Ledecky, 2011

Mozak, oko, koza, kosti, srce Kimetal., 2011;
Valencakova-Agyagosova i Ledecky, 2011

Dijagnosticka ispitivanja kod tumora mlecne Zlezde

Proces postavljanja dijagnoze pocinje detaljnom istorijom bolesti u kojoj su bitne informacije o
uzrastu, rasi, parenju, upotrebi egzogenih hormona, podacima o povredama i vakcinaciji. Nakon ovoga
sledi kvalitetan klinicki pregled koji ¢e se osim na ocigledan tumor bazirati i na druge organske sisteme
kako bi se iskljucilo prisustvo prikrivenih bolesti. Tokom pregleda samog tumora, treba obratiti paznju na
njegovu veli¢inu, lokalizaciju, broj zahvacenih zlezda i mase okolnog tkiva, pokretljivost i prisustvo
ulceracija. Regionalni limfni ¢vorovi treba takode pazljivo da se ispitaju u smislu uvecanja koja su Cesta u
slucajevima metastaza. Diferencijalno dijagnosticki treba iskljuciti hematome, apscese, ciste, granulome 1
hiperplaziju mle¢ne zlezde. Infekcije tumora mlecne Zlezde su veoma Ceste zbog lizanja i ujeda u predelu
tumorske mase i njene kontaminacije bakterijama iz zemljista na kojem psi borave. Dalji tok dijagnostike
vodi preko dijagnosticke citologije, snimanja (radiografija, kompjuterska tomografija, magnetna
rezonanaca) i na kraju patohistologije.

Dijagnosticka citologija je veoma znacajan metod u dijagnostici tumorskih oboljenja, a uzorci za
pregled se dobijaju aspiracijom tankom iglom (fine needle aspiration FNA) iz tkiva tumora, a kod tumora
koji su otvoreni i flisuju, moze i otiskom ulceriranog mesta na predmetnu plocicu. FNA je jednostavna za
izvodenje, ali nije bas najidealniji metod za klasifikaciju tumora, jer nedostaje tkivna arhitektura. Sa druge
strane, FNA je veoma vazna u pocetnoj fazi dijagnostike jer omogucava da se iskljuce diferencijalne
dijagnoze kao §to su mastitis, apscesi i hiperplazija (Cassali et al., 2011) sa taénos¢u od 79%.

Dijagnosticka snimanja. Radiografija je Siroko koriS¢eni metod jer je dostupan i manjim
veterinarskim praksama, ali ovaj metod nije dovoljno osetljiv da se njime mogu procenjivati metastaze u
limfne ¢vorove ili druga meka tkiva. Kod tumora mle¢ne Zlezde kuja radiografija je najvaznija u proceni
metastaza u tkivo plu¢a. Toraks bi trebalo snimiti u tri projekcije i to ventro-dorzalnoj, desnoj lateralnoj i
levoj lateralnoj (Cassali et al., 2011). Ultrasonografija se moze koristiti da bi se utvrdilo prisustvo
potencijalnih metastaza na unutraSnjim organima. Napredne metode snimanja kao $to su magnetna
rezonanca i kompjuterska tomografija se koriste da bi se utvrdilo prisustvo mikrometastaza, ali se u
svakodnevnom radu ove metode veoma ograni¢eno koriste, jer nisu dostupne svim veterinarskim
praksama.

Patohistologija predstavlja zlatni standard u postavljanju precizne dijagnoze tumora mlecne zlezde.
Omogucava izucavanje patohistoloskih karakteristika tumora kao Sto su mitotski indeks, diferencijacija,

Departman za veterinarsku medicinu Novi Sad 70 Udruzenje veterinara prakticara Srbije (UVPS)




Zbornik radova Zdravstvena zastita i reprodukcija Zivotinja 2020.god.

stepen pleomorfizma ¢elija, prisustvo nekroze i invazija krvnog i limfnog sistema neoplasti¢nim
¢elijama(Cassali et al., 2011). Najces¢e je bojenje hematoksilin-eozinom po utvrdenim protokolima
dovoljno kako bi se dijagnostikovao tip tumora mlecne zlezde, ali pojedine podtipove tumora mlecne
zlezde je teze dijagnostikovati uobiCajenim bojenjima, pa se mora pristupiti specijalnim procedurama
bojenja i imunohistohemijskim tehnikama kako bi se dobila precizna dijagnoza (Matos et al., 2012).

Terapija kod tumora mlecne Zlezde kuja

Hirurska ekscizija tumora je preporucena i naj¢esce koriS€ena metoda za leCenje tumora mlecne
zlezde.(Cassali et al., 2011; Novosad, 2003). Invazivnost hirur§ke metode zavisi od tipa tumora i njegovih
karakteristika. Veli¢ina i lokalizacija promena, stepen zahvacenosti okolnog tkiva i limfnog sistema se
procenjuju kako bi se odredila hirur§ka metoda za odstranjivanje tumora.

Nodulektomija je minimalno invazivna tehnika koja se koristi u slu¢ajevima kada je veli¢ina tumora
od 0,5- 1 cm, kada tumor nije adhezivan ni invazivan i kada je benigne prirode. Ovom tehnikom, nakon
pravljenja malog reza na kozi, tupom preparacijom i odvajanjem od okolnog tkiva, nodul se izvlaci
forcepsom uz minimalnu traumu. Eksciziona biopsija se takode moze vrsiti na ovaj na¢in (Papazoglou et
al., 2014). Nodulektomija malignih masa gotovo uvek dovodi do ponovnog pojavljivanja tumora i treba
je izbegavati. U ovim slucajevima treba obezbediti Siru marginu od najmanje 2cm u svim pravcima duz
linije elipticnog reza na kozi koja prekriva tumor. Rez na kozi se zatvara pojedinacnim Savovima.

Mastektomija pojedinacne Zlezde podrazumeva resekciju jedne mamarne zlezde sa tkivom tumora i
koristi se kod tumora koji zahvataju centralne delove mlecne Zlezde i nisu u vezi sa ostalim mle¢nim
zlezdama. Elipticni rez na koZzi se pravi oko zahvadene Zlezde sa marginama 2cm od zdravog tkiva.
Abdominalnu misi¢nu fasciju i misi¢e abdominalnog zida treba obrezati ukoliko su i oni zahvaceni.

Regionalna mastektomija je indikovana u slucajevima kada je tumor zahvatio dve uzastopne Zlezde
ili je lokalizovan izmedu dve zlezde. Obi¢no se ovim pristupom uklanjaju od prve do tre¢e mlecne zlezde i
od tre¢e do pete, en block metodom, zajedno sa ingvinalnim limfnim ¢vorovima, bez obzira na to da li na
njima postoje znaci patologije. Nasuprot tome, aksilarni limfni ¢vorovi se reseciraju samo u slucajevima
kada na njima postoje promene, odnosno ukoliko su uvecéani, pricvrSéeni za tkivo, ili citoloski i histoloski
invadirani ¢elijama tumora. Ovaj metod se primenjuje na ovakav nacin usled toga Sto tumori mlecne
zlezde obi¢no metastaziraju limfnim putem (Papazoglou et al., 2014). U poslednje vreme, vr$i se
mapiranje sentinel limfnih ¢vorova putem limfografije 1 na ovaj nacin se moze detektovati koji limfni
¢vorovi dreniraju limfu tumora i koji su pod rizikom od metastaza. Ovi nalazi mogu biti od pomo¢i
hirurzima da intraoperativno donesu odluku o uklanjanju limfnih ¢vorova uz tumor, a narocito je zna¢ajno
prilikom uklanjanja nepristupacnih aksilarnih limfnih ¢vorova. U ovom trenutku mapiranje sentinel
limfnih ¢vorova se jo§ uvek ne smatra prognosti¢kim indikatorom kod tumora mlec¢ne Zlezde pasa
(Papazoglou et al., 2014).

Unilateralna mastektomija je radikalna hirurS$ka metoda koja podrazumeva odstranjivanje od prve
do pete mlecne zlezde u nizu sa iste strane i sa pripadaju¢im limfnim ¢vorovima. Izvodi se kod prisustva
tumora u vise mlecnih Zlezda ili u nizu i Cesto se brze i lakSe izvodi u odnosu na viSe pojedinacnih
mastektomija.

Bilateralna mastektomija podrazumeva odstranjivanje od prve do pete mle¢ne zlezde u nizu sa obe
strane sa pripadaju¢im limfnim ¢vorovima.

Mastektomija zapocCinje eliptiénim rezom na kozi i potkoznom tkivu oko tumorom zahvacene
mlecne Zlezde sa marginama od 1-2cm od zdravog tkiva i nastavlja se do pektoralnih miSic¢a i fascije
ravnog trbusnog misic¢a (m. rectus abdominis) i kosog trbusnog misi¢a (m. obliquus abdominis). Nastavlja
se sa odvajanjem koZze od kranijalnog ka kaudalnom delu, §to se moze lakSe posti¢i primenom
elektrohirurskih metoda ili tupom preparacijom tkiva hirur§kim instrumentima. Ukoliko promenama nisu
zahvacene misi¢na fascija i sami mi$i¢i, zlezda se moze odvojiti neznim povlacenjem. Ipak, ekscizija prve
i druge mlec¢ne Zlezde zahteva disekciju pektoralnih misSi¢a, dok tre¢a do pete Zlezde slabo prijanjaju uz
fasciju pa je tako i disekcija malo olakSana. U slucajevima kada se tumor fiksirao za dublja tkiva,
disekcijom treba zahvatiti i zdrave fascije i miSi¢e u okolini tumoroznog tkiva. Krvarenje se zaustavlja
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elektrokauterom, a veci krvni sudovi se podvezuju. Od vecih krvnih sudova koji se sre¢u prilikom
mastektomije treba napomenuti na nivou prve i druge mlecne Zlezde kranijalne superficijalne epigastricne
i unutrasnje toraklane krvne sudove, a na nivou pete mlecne zlezde kaudalne superficijalne epigastricne i
spoljasnje pudendalne krvne sudove koji vezuju peti mamarni kompleks sa perivulvarnim tkivom. Nakon
odstranjivanja tkiva, ranu treba isprati mlakim fizioloskim rastvorom, a celokupno odstranjeno tkivo
poslati na patohistolosku procenu. Zatvaranje rane nakon mastektomije predstavlja najizazovniji deo
operacije, naroCito kod odstranjivanja veceg broja mle¢nih zlezda. Neophodno je izvrsiti obliteraciju
mrtvih prostora i voditi raCuna o tenzionim silama duZ linije reza, kako bi se izbegla pojava dehiscencije 1
otvaranja rane. Kozni rubovi se podminiraju i povlace ka sredistu rane pojedina¢nim ili kontinuiranim
resorptivnim monofilamentnim $avovima, zatim se na sli¢an nain S$ije i supkutano tkivo. Koza se Sije
pojedinacnim ¢vorastim Savom ili stejplerom koriste¢i monofilamentni ili najlon konac. Nekad je
neophodno postaviti drenove kako bi se lakse reSio problem mrtvih prostora. U slucaju velikih rana od
mastektomije mogu se koristiti i bilateralni ili unilateralni kozni flapovi radi lakSeg zatvaranja defekta.

Komplikacije nakon mastektomije obi¢no podrazumevaju formiranje seroma, infekciju rane,
dehiscenciju, ishemijsku nekrozu, automutilaciju od strane Zivotinje, krvarenje, edem zadnjih ekstremiteta
i ponovno javljanje tumora.

Svim jedinkama kod kojih se vr$i mastektomija, neophodno je obezbediti adektvatnu analgeziju
opiodima. Takode, preoperativnha primena meloksikama (0.2mg/kg/sc) ili postoperativha primena
ketamina (700ug/kg/iv) sa dodatnom primenom ketamina na svakih 6 sati (10 pg/kg) putem infuzije pruza
adekvatnu analgeziju kod Zivotinja posle mastektomije.(Papazoglou et al., 2014).

Kod malih, neinvazivnih tumora, hirurgija sama moze biti dovoljna za izleCenje, dok vec¢i tumori sa
lose definisanim marginama zahtevaju i druge vidove terapije. (Cassali et al., 2011).

Hemoterapija predstavlja sastavni deo le¢enja tumora mle¢ne Zlezde, ali se jo§ nije efikasno razvila
u veterinarskoj medicini kao u humanoj. Najées¢e upotrebljavani lekovi u ove svrhe su Doxorubicin koji
se moze koristiti samostalno ili u kombinaciji sa ciklofosfamidima. Carboplatin i Cisplatin se takode
primenjuju, ali su neophodna dodatna istrazivanja da bi se utvrdila njihova efikasnost. U poslednje vreme,
koristi se Gemcitabin obi¢no u kombinaciji sa lekovima na bazi platine, kao $to je Carboplatin (Cassali et
al., 2011).

Anti-inflamatorni lekovi. Kod pasa sa inflamatornim karcinomom mle¢ne Zlezde, kod koga se
obi¢no ne preporucuje hirursSka terapija, leCenje piroksikamom dovodi do klinickog poboljSanja i
poboljsanja kvaliteta Zivota, sa produzavanjem vremena prezivljavanja u odnosu

Hormonska terapija je u zaCetku u veterinarskoj medicini i koristi se kod kuja sa estrogen receptor-
pozitivnim (ER+) tumorima mle¢ne zlezde. Tamoxifen (antiestrogeni agens) se preporucuje u terapiji ER+
tumora mleéne zlezde kod kuja, ali su rezultati konfliktni.

Terapija zracenjem se ne koristi Cesto kao primarna terapija u leCenju tumora mlecne zlezde kuja,
osim kod inoperabilnih tumora kao Sto je inflamatorni karcinom, ili kod nepotpune resekcije tumorskog
tkiva i kao palijativna terapija. Glavne mane radioterapije su razvoj sekundarnih tumora i nekroza
(Looper, 2007).

Viroterapija odnosno upotreba virusa u lecenju tumora mlecne Zlezde je od sve veceg znacaja u
humanoj medicini, ali jo§ nije u Sirokoj upotrebi. U veterinarskoj medicini sprovodena su istrazivanja na
miSevima koja su dala ohrabruju¢e rezultate. Utvrdeno je da reovirusi u kombinaciji sa citotoksi¢nim
hemoterapeuticima primenjenim na nivou celija mle¢ne Zlezde, pojacavaju njihov citotoksi¢ni efekat
(lgase et al., 2016). Reovirus samostalno povecava apoptozu tumorskih ¢celija. Drugo istrazivanje je
pokazalo da paramyxovirusi ubijaju 50-80% tumorskih ¢elija kad se aplikuju u Celijske linije i da je
progresija tumora supresirana u grupama miseva tretiranih virusom (Shoji et al., 2016).

COX-2 inhibitori. Aspirin smanjuje ekspresiju COX-2 i inhibira rast raznih vrsta tumorskih c¢elija
tako S$to uzrokuje zastoj ¢elijskog ciklusa tumoroznih ¢elija u GO/G1 fazi, a takode ucestvuje i u njihovoj
apoptozi. Visoka ekspresija COX-2 je identifikovana kod mnogih tipova tumora ukljuéujuéi i tumor
mlecne zlezde. lako je vazna uloga aspirina u inhibiciji rasta tumora i sprecavanja njegovog ponovnog
pojavljivanja utvrdena, jo§ uvek nisu u potpunosti razjaSnjeni svi mehanizmi njegovog delovanja na
tumorske celije (Yang et al., 2017).
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ZNACAJ NEESTERIFIKOVANIH MASNIH KISELINA (NEFA) U
PROCENI METABOLICKOG STATUSA KRAVA U RANOJ LAKTACIJI

Jovan Stanojevi¢, Miodrag Radinovi¢, Marko Cincovi¢, Branislava Beli¢

Departman za veterinarsku medicine, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu, Srbija
*Autor za kontakt: jovan2912@email.com

Sazetak

U ranoj laktaciji dolazi do mobilizacije lipida iz telesnih depoa, kako bi se zadovoljile energetske
potrebe. Povecana mobilizacija lipida dovodi do povecane koncentracije slobodnih masnih kiselina
(NEFA) u krvi, posledi¢no i do povecanja koncentracija beta-hidroksibutirata (BHB) u krvi. Povecana
ketogeneza u hepatocitima dovodi do velikog broja metabolickih adaptacija. Cijl ovog rada je da se ispita
veza izmedu koncentracije NEFA i drugih parametara metaboli¢kog profila, kao i zna¢aj NEFA u proceni
metabolickog statusa krava u ranoj laktaciji. Ogled je izveden na farmama visokomle¢nih krava u
Vojvodini. U ogled je uklju¢eno 15 krava holstajn-frizijske rase, na pocetku laktacije, od 1. do 5. dana
nakon telenja. Odredena je koncentracija: NEFA, BHB, glukoze, triglicerida, albumina, uree, bilirubina,
AST. Veza je ispitana analizom linearnog modela i korelacionom analizom. Rezultati ispitivanja pokazuju
da u ranoj laktaciji vrednosti NEFA u linearnom modelu pokazuju znacajnu korelaciju sa: BHB, TGL,
AST i bilirubinom — pozitivno, dok je korelacija sa glukozom negativna. Albumin i urea ne pokazuju
znacajnu linearnu korelaciju sa vrednostima NEFA. Navedeni rezultati pokazuju da se upotreba NEFA u
proceni metabolickog statusa moze ograni¢eno koristiti. Koncentracija NEFA ima znacaja u proceni
energetskog statusa krava (negativna linearna korelacija sa glukozom), kao i u proceni funkcionalnog
statusa hepatocita (pozitivna linearna korelacija sa bilirubinom i AST).

Kljucne reci: krave, metabolicki profil, NEFA

Abstract

In early lactation, lipids are mobilized from body depots, in order to satisfy energy needs.
Increased lipid mobilization leads to an increased concentration of free fatty acids (NEFA) in the blood,
and consequently to an increase in the concentrations of beta-hydroxybutyrate (BHB) in the blood.
Increased ketogenesis in hepatocytes leads to a large number of metabolic adaptations. The aim of this
study was to examine the relationship between important metabolic profile parameters and NEFA
concentration. The experiment was performed on farms of high-milk cows in Vojvodina. The experiment
included 15 Holstein-Friesian cows, at the beginning of lactation, from the 1st to the 5th day after calving.
The concentration was determined: NEFA, BHB, glucose, triglycerides, albumin, urea, bilirubin, AST.
The relationship was examined by linear model analysis and correlation analysis.The test results show that
in early lactation NEFA values in the linear model show a significant correlation with: BHB, TGL, AST
and bilirubin - positive, while the correlation with glucose is negative. Albumin and urea do not show a
significant linear correlation with NEFA values. These results indicate that the use of NEFA in the
assessment of metabolic status can be used to a limited extent: so that it significantly represents the energy
balance of cows (negative linear correlation with glucose) and functional status of hepatocytes (positive
linear correlation with bilirubin and AST).

Key words: cows, metabolic profile, NEFA

Uvod

Poremecaji metabolizma u ranoj laktaciji imaju znacajne negativne efekte na zdravlje i dobrobit
krava, kao i na profitabilnost farmi (23). Ranu laktaciju karakteriSe visok katabolizam lipida (visok
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NEFA) i nizak anaboli¢ki kapacitet (4). U ranoj laktaciji dolazi do negativnog energetskog bilansa i
povecanja potro$nje sopstvenih masnih rezervi u energetske svrhe kod krava. Tada nastaje lipidna
mobilizacija koja se odlikuje pove¢anom koncentracijom neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA) u krvi
krava. Ove masne kiseline putem krvotoka odlaze u jetru, gde se koriste za energetske svrhe, kada se
metaboliSu do ugljendioksida i vode, kao i sva organska jedinjenja. Medutim, pove¢ano opterecene Celija
jetre sa NEFA dovodi do parcijalne oksidacije ovih masnih kiselina, kada dolazi do razvoja procesa
ketogeneze uz povecanu koncentraciju beta-hidroksibutirata. Prekomerna mobilizacija telesnih rezervi
ukljucuje poveéanje cirkuliSu¢eg BHB i nesterifikovanih masnih kiselina (9). Tada dolazi do nastanka
masne infiltracije hepatocita (12,20). Negativni energetski bilans i povecana lipidna mobilizacija 1
ketogeneza dovode do brojnih metabolickih adaptacija u ranoj laktaciji, a to su: povec¢ana koncentracija
neesterifikovanih masnih kiselina, smanjena koncentracija glukoze, albumina, smanjena koncentracija
uree, povecana aktivnost jetrinih enzima, snizena koncentracija holesterola i triglicerida, a javljaju se i
brojne hematoloSke adaptacije (3,11). U radovima Pokovi¢a i sar. (2011), Gonzales-a i sar. (2011) i
Cincovica i sar. (2012) nadeno je da metabolicki status zavisi od lipidne mobilizacije i ketogeneze kod
krava u ranoj laktaciji, §to je u vezi sa nastankom masne jetre kod krava, kao centralnom organu
adaptacije na negativni energetski bilans.

Navedene Cinjenice upucuju na moguénost metaboli¢kih poremecaja u mle¢nih krava, narocito u
razdoblju neposredno posle porodaja. U ranoj laktaciji, mle¢ne krave obi¢no imaju negativan energetski
bilans koji je povezan sa metabolickim poremecajima, ugroZzenim zdravljem i plodno$¢u i smanjenim
produktivnim zivotnim vekom (27). Ucestalost pojave masne jetre kod mle¢nih krava najveca je do 40.
dana nakon teljenja. Sve to ukazuje na vaznost istrazivanja energetskog metabolizma upravo u razdoblju
pre teljenja kao i u ranoj laktaciji. Na znatnu ucestalost poremecaja energetskog metabolizma u krava
utice i ¢injenica da su prezivari u odrzavanju glikemije, za razliku od monogastri¢nih Zivotinja, u najvecoj
meri zavisni od glukoneogeneze. Znatna koli¢ina glukoze koja se iskori§¢ava u mle¢noj zZlezdi za potrebe
sinteze laktoze, smanjuje ve¢ nisku koli¢inu glukoze u krvi mleéne krave. Kao posledica pada glukoze u
krvi, javlja se hipoinsulinemija, Sto dalje uti¢e na povecanje lipolize i porast koncentracije NEFA u krvi
(26). Vecina tkiva iskoristi NEFA iz krvi, u najve¢oj meri jetra, skeletni i sr¢ani misi¢, za dobijanje
energije putem beta-oksidacije u mitohondrijima (26). One se iskori$¢avaju i u mle¢noj Zlezdi za sintezu
mlecne masti. Povecana koncentracija NEFA u plazmi moze doprineti negativnoj energetskoj ravnotezi,
buduéi da se kod mle¢nih krava dovodi u vezu i sa smanjenim unosom hrane (20). U jetri se iz NEFA
sintetiSu 1 trigliceridi te se oslobadaju u krvotok kao sastojak VLDL (7). Sposobnost jetre prezivara za
otpustanje VLDL u krvotok je ogranicena, pa se u visku NEFA sintetiSe velika koli¢ina triglicerida u jetri,
koja se ne moze U potpunosti otpustiti u krvotok. Posledica toga zastoja je nakupljanje triglicerida u
¢elijama jetre (26), pojava koja je u vecem ili manjem stepenu prisutna u mle¢nih krava pre porodaja i u
pocetku laktacije. Preventivni pristup metabolickim poremecajima je odredivanje biohemijskih
pokazatelja energetskog statusa u krvi u razdoblju oko porodaja, na odredenom broju Zivotinja iz stada,
zatim pravovremena korekcija ishrane (8). Kao najpouzdaniji pokazatelji negativne energetske ravnoteze i
predispozocije za ketozu mogu se Koristiti koncentracije NEFA i BHB u krvnoj plazmi/serumu. Ipak,
potpunija slika o energetskom statusu moze se dobiti samo istovremenim odredivanjem ostalih
pokazatelja, a to su: visina glukoze, triglicerida, holesterola, a funkcionalni status jetre moze se proceniti
na osnovu albumina, uree, bilirubina i jetrinih enzima. NEFA nastaje kao proizvod mobilizacije zaliha
triglicerida u masnom tkivu prenose se krvlju uglavnom vezane na albumine. Ako koncentracija NEFA u
krvnoj plazmi znatno poraste, zbog ograni¢enog kapaciteta vezivanja za albumine, porasée udeo NEFA
nevezanih za albumine (7). NEFA nevezane za albumine imaju toksi¢ne efekte na membranama celija (6).
Kod krava obolelih od ketoze utvrdena je visoka koncentracija NEFA (18). Carvalho i sar. (2019) izvestili
su da je koncentracija NEFA >0,70 mmol / L potencijalno upozorenje za postpartalne zdravstvene
problem, tj. koncentracija BHB >1,2 mmol / L koristi se za definisanje hiperketonemije i povezana je sa
ketozom (5). Rabelo i sar. (2005) utvrdili su da ishrana mle¢nih krava obrocima sa viSom energetskom
vrednos§c¢u rezultira nizom koncentracijom NEFA sedmog dana po teljenju. Holtenius (1989) u krvnoj
plazmi krava u razdoblju oko teljenja utvrdio je porast NEFA od Sestog dana pre teljenja do prvog dana
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nakon teljenja, te njihov pad posle teljenja. Nivo TG u serumu je pokazatelj hepati¢ne funkcionalnosti i
pad njihove koncentracije moZze ukazivati na infiltraciju masti u jetri (16).

Cijl ovog rada je da se ispita veza izmedu koncentracije NEFA i parametara metabolickog profila,
kao i znacaj NEFA u proceni metaboli¢kog statusa krava u ranoj laktaciji.

Materijal i metode

Ogled je izveden na farmama visokomlecnih krava u Vojvodini. U ogled je uklju¢eno 15 krava
holstajn-frizijske rase, na pocetku laktacije, od 1. do 5. dana nakon telenja. Sve zZivotinje ukljucene u ogled
bile su klinicki zdrave Sto je utvrdeno klinickim pregledom i uvidom u evidenciju podataka o
zdravstvenom stanju Zivotinja pre partusa. Prose¢na telesna masa krava iznosila je 600 +/- 50kg. Krv je
uzimana venepunkcijom V. Jugularis. Odredena je koncentracija: NEFA, BHB, glukoze, triglicerida,
albumina, uree, bilirubina, AST, pomocu standardnih, komercijalnih kitova (Randox, UK) na aparatu
marke Rayto. U periodu ispitivanja krave su hranjene standardnim miksiranim obrocima dva puta dnevno.
Optimizacija obroka izvrSena je na osnovu telesne mase i faze laktacije. U toku ogleda precena je i
konzumacija obroka odnosno unos suve materije u odnosu na optimalne potrebe za tu kategoriju krava.

Statisticki podaci tokom ispitivanja obradeni su deskriptivnim statistickim parametrima:
aritmeticCkom sredinom, standardnom devijacijom, standardnom greskom aritmeticke sredine,
koeficijentom varijacije. Uticaj i veza izmedju NEFA i drugih parametara metaboli¢kog profila ispitan je
linernom regresijom i korelacijom i prikazan graficki i tabelarno.

Rezultati

Tabela 1 pokazuje srednju , minimalnu i maksimalnu vrednost za najznacajnije parametre pokazatelje
energetskog statusa i funkcionalnog statusa jetre kod krava u postpartalnom periodu.

Tabela 1 — Sumarne statisticke vrednosti za odabrane parametre

NEFA | Glukoza BHB TGL | Albumin | Urea |Bilirubin| AST

mmol/l | Mmol/l mmol/l | pmol/l g/l mmol/l | mmol/l | mmol/l
Broj krava 15 15 15 15 15 15 15 15
Srednja vrednost 0,665 2.952 0,855 0.22 37,78 4,18 6,480 |44,267
SD 0,15 0.521 0,29 0.075 5,17 1.152 0,355 12,51
Minimum 0,52 1.8 0,60 0.12 29,2 2.7 5,55 1,13
Maksimum 0,85 3.7 1,28 0.38 46,4 6.4 6,8 4,37
Rang 0,33 1.9 0,68 0.26 17,2 3.7 1,25 3,24

Tabela 2 - . Regresiona jednacina i korelaciona analiza izmedju NEFA i drugih metaboli¢kih parametara

Regresiona Linearna jednac¢ina Koeficijent korelacije, determinacije i
statisticka znaCajnost
NEFA : Glukoza ¥ =-3.38138X + 5.19949 R =-0.7375 (R?=0,5439); p<0,01
NEFA : BHB ¥ =1.4951X - 0.13908 R = 0,568 (R2=0,323); p<0,05
NEFA : TGC 9 =0.2712X + 0.63232 R = 0,783 (R2=0.61); p<0,01
NEFA : Albumin y = -15.48258X + 48.40409 R =-0,365 (R2=0,133); NS
NEFA : Urea ¥ =-0.01437X + 4.18955 R =-0.0014 (R? =0); NS
NEFA : Bilirubin ¥ = 4.8885X + 2.86013 R = 0,77 (R>=0.59); p<0,05
NEFA : AST y =78.84771X - 8.14078 R= 0,716 (R2=0,513); p<0,01
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Grafikon 1 — 6: Prikaz regresione analize za parametre gde su postojale statisti¢ki znacajne linearne
jednacine
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Najkriti¢niji period za metabolizam visokoproduktivnih krava je prelaz iz perioda zasusenja u fazu
rane laktacije. Jedno od obelezja visokog graviditeta je pozitivan bilans energije, a to u punoj meri vazi i
za zavr$nu fazu laktacije. Zivotinje u ovom periodu unose vec¢u koli¢inu energije od one koja je stvarno
potrebna njihovom organizmu, pa se zbog toga viSak unete energije deponuje. Ova pojava se
prepoznaje po povecanju telesne mase zivotinja. Kada pozitivan bilans energije potraje duze, kao §to je
to slu¢aj kod slabo plodnih krava, sa dugim servis periodom, pozitivan bilans energije ima kao
posledicu gojaznost. U zavisnosti od svoje genetske predispozicije i nacina ishrane, visoko - gravidne
krave postizu manje ili ve¢e promene u telesnoj kondiciji. Pozeljno je da krave odlazu dovoljne koli¢ine
masti u telesnim depoima energije, ali ne i suviSak masnog tkiva kao preteranu rezervu energije koju ¢e
trositi u toku rane laktacije. Suficit u energiji na kraju laktacije i u zasuSenju je osnovni razlog za izrazeniji
pozitivan bilans energije Sto ima za posledicu tovnu kondiciju zivotinja. Pored toga, suvisno deponovana
energija u telesnim depoima, zbog prekomerne i nekontrolisane lipomobilizacije predstavlja jedan od
osnovnih razloga pojave subklinickih i klini¢kih poremecaja metabolizma.

Najvazniji poremecaji zdravlja kod visoko mlecnih krava nastaju kao posledica poremecaja
energetskog metabolizma. Poznata je ¢injenica da je za metabolizam visoko mle¢nih krava najkriti¢niji
prelaz iz perioda zasuSenja u fazu rane laktacije. U ovom periodu drasticno se menjaju potrebe
organizma u pogledu energije i drugih materija. U visokom graviditetu bilans energije je pozitivan.
Odmah posle teljenja, kada zapoCinje laktacija, naglo se povecavaju potrebe organizma za
energijom. U uslovima negativnog bilansa energije organizam troSi sopstvene rezerve energije, najpre
rezerve glikogena, zatim masti, a onda i proteina. Zbog toga se kod krava, koje daju velike koli¢ine
mleka, u peripartalnom periodu, vrlo Cesto pojavljuju masna infiltracija i degeneracija celija jetre. U
najtezim slucajevima bolesti nastaje mrSavljenje zivotinja, difuzno zamascenje jetre, smanjenje
proizvodnih i reproduktivnih sposobnosti, a u nekim slucajevima dolazi i do uginuéa.
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Metaboli¢ki status krava u ranoj laktaciji se odlikuje poveéanom koncentracijom BHB,
smanjenom koncentracijom glukoze, proteina, albumina, uree Ca i P i povecanu koncentraciju bilirubina.
Hachenberg i sar (2007) su izvrsili klasifikaciju krava prema vrednost i BHB i nasli da krave sa ve¢om
vrednosti BHB imaju vecu aktivnost enzima jetre kao Sto je glutamat-dehidrogenaza. Predvidanje
vrednosti BHB na osnovu vrednosti parametara u metabolickom profilu mle¢nih krava je moguce, a
najznacajniji prediktori ove vrednosti su koncentracija NEFA, ukupnog bilirubina i Ca (25).

U ovom radu ispitana je veza izmedju koncentracije NEFA i drugih metabolickih parametara,
znacajnih za procenu metaboliCkog statusa krava. Na osnovu dobijenih rezultata moze se primetiti da
vrednosti NEFA u linearnom modelu znac¢ajno koreliraju sa: BHB, TGL, AST i bilirubinom — pozitivno,
dok je korelacija sa glukozom negativna. Albumin i urea ne pokazuju znacajnu linearnu korelaciju sa
vrednostima NEFA. Rezultati ovih istrazivanja se slazu sa rezultatima velikog broja autora
(2,14,15,21,22).

Zakljucak

Navedeni rezultati pokazuju da se upotreba NEFA u proceni metabolickog statusa moze
ograni¢eno koristiti. Koncentracija NEFA ima znaCaja u proceni energetskog statusa krava (negativna
linearna korelacija sa glukozom), kao i u proceni funkcionalnog statusa hepatocita (pozitivna linearna
korelacija sa bilirubinom i AST).

Zahvalnica
Ovo istraZzivanje je deo projekta ,,Unapredjenje zdravlja i dobrobiti visokoproduktivnih krava
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Sazetak

Znacajni ekonomski gubici usled velike prevalencije hromosti kod sportskih konja predstavljaju
dobro poznati problem. Bilo koji napredak u prevenciji, dijagnozi, lecenju ili prognozi u ovoj oblasti bi
stoga bio veoma znacajan. U medicinskoj praksi za dijagnostikovanje i prognosticko prac¢enje oboljenja
najcesce se koriste laboratorijska dijagnosticka odredivanja. Analiticke laboratorijske metode i postupci se
danas u najvecoj meri razvijaju za tzv. biomarkere, odnosno biohemijske pokazatelje oboljenja pojedinih
organa, Cije koncentracije se mogu izmereti biohemijskim analizama krvi. Kada je mehanicki integritet
tkiva ugrozen bole$¢u, velikim optereCenjima i treninzima, Simptomi sa napredkom bolesti postaju
uocljivi. Medutim, oboljenja Cesto proticu neotkrivena u subklinickom obliku, iz tog razloga, znacaj
pomenutih analiza je veci. Biohemijskim ispitivanjem, odreduje se nivo biomarkera metabolizma
kostanog i hrskavicnog tkiva, koji nastaju kao produkti stvaranja ili razgradnje tkiva. Ispitivanje
biomarkera sa ciljem pracenja razvoja skeleta, prevencije oboljenja i praéenja terapijskog protokola,
predstavlja znacajan korak u medicini, iz viSe razloga. Nedovoljno istraZzena oblast omogucava nam da
sprovedemo detaljnija istrazivanja, obezbedimo relevantnije podatke i otvorimo prostor za nova
dostignuca u oblasti preventivne i dijagnosticke medicine, §to je ujedno cilj ovog rada.

Kljucne reci: biomarkeri, biomarkeri konja, hromost, skeletni biomarkeri

Abstract

Significant economic losses due to the high prevalence of lameness in sport horses are a well-
known problem. Any progress in prevention, diagnosis, treatment or prognosis in this area would therefore
be very significant. In medical practice, laboratory diagnostic determinations are most often used for
diagnosing and prognostic monitoring of diseases. Today, analytical laboratory methods and procedures
are mostly being developed for the so-called biomarkers, ie biochemical indicators of diseases of
individual organs, whose concentrations can be measured by biochemical blood tests. When the
mechanical integrity of the tissue is endangered by the disease, heavy loads and trainings, the symptoms
become noticeable with the progress of the disease. However, the diseases often go undetected in a
subclinical form, for that reason, the significance of the mentioned analyzes is greater. By biochemical
examination, the level of biomarkers of bone and cartilage metabolism is determined, which are formed as
products of tissue formation or decomposition. The study of biomarkers with the aim of monitoring
skeletal development, disease prevention and monitoring of the therapeutic protocol, is a significant step
in medicine, for several reasons. Insufficiently researched area enables us to conduct more detailed
research, provide more relevant data and open space for new achievements in the field of preventive and
diagnostic medicine, which is also the goal of this paper.

Key words: biomarkers, horse biomarkers, lameness, skeletal biomarkers
Uvod

Znacajni ekonomski gubici usled velike prevalencije hromosti kod sportskih konja predstavljaju
dobro poznati problem. Bilo koji napredak u prevenciji, dijagnozi, lecenju ili prognozi u ovoj oblasti bi
stoga bio veoma znacajan, a u tu svrhu, biomarkeri mogu biti vrlo korisni (1).
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U medicinskoj praksi za dijagnostikovanje i prognosti¢ko pracenje oboljenja najéesce se koriste
laboratorijska dijagnosticka odredivanja, tj. dijagnosticki testovi (2). U zavisnosti od vrste oboljenja i
ispitivanog parametra, razlikuju se i metode ispitivanja (1). Dijagnosticka ispitivanja su u izvesnoj meri
pracena nesigurnos$¢u koja moze da potekne od netacnosti samog dijagnostickog testa ili netacnosti
klinickog sagledavanja stanja pacijenta ili interpretacije dijagnostickog testa (2). Nesigurnost koju
uslovljava prvi navedeni uzrok danas je u najvecoj meri smanjena razvojem novih, pogodnijih analiti¢kih
postupaka i posveéivanjem viSe paznje sprovodenju kontrole kvaliteta u laboratorijama. AnalitiCke
laboratorijske metode i postupci se danas u najveCoj meri razvijaju za tzv. biomarkere, odnosno
biohemijske pokazatelje oboljenja pojedinih organa koji moraju da imaju niz specificnih karakteristika da
bi ispunili uslov da se primene kao biohemijski markeri za otkrivanje i razlikovanje pojedinih oboljenja
datog organa (2,3). Primenom ovakve definicije priblizavamo se tzv. organospecifiénosti nekog
biohemijskog parametra koja se primenjuje u klini¢koj enzimologiji, mada u ogranic¢enoj meri (2).

Identifikacija biomarkera se odnosi na analize u bioloskim uzorcima i svako merenje koje
predvida stanje bolesti ili odgovor na terapiju, a takav ¢inioc se moze nazvati biomarkerom. Biomarkeri
mogu ukazivati na prisustvo ili verovatno¢u za razvoj odredene bolesti (4). Definicija biomarkera varira,
ali mozemo re¢i da je to parametar koji je objektivno izmeren i ocenjen kao pokazatelj normalnih
bioloskih procesa, patogenih procesa ili nastaje kao farmakoloski odgovor na terapijsku intervenciju.
Biomarkeri mogu biti anatomski, fizioloski, biohemijski ili molekularni parametri koji su povezani sa
odredenim bolestima i mogu se otkriti razliitim metodama, koje uklju¢uju klinicko posmatranje,
laboratorijske testove i snimanje (5). Da bi se utvrdilo da li neki od biohemijskih pokazatelja ispunjava
navedene uslove za uspesnu primenu u dijagnostikovanju, mora se podvr¢i odgovarajucoj proceni,
odnosno evaluaciji. Na ovaj nacin se uspostavlja veza izmedu rezultata koji se za odabrani pokazatelj
dobijaju i klinicki definisane krajnje tacke (npr. prisustvo ili odsustvo oboljenja). Naime, mora se ta¢no
definisati namena biomarkera, kako bi se njegovom primenom dobila odgovaraju¢a dijagnosticka
korisnost. Ova vrsta procene danas se postize odgovaraju¢im dizajniranjem proucavanja i statistickom
evaluacijom rezultata (2, 6).

Laboratorijski testovi za procenu metabolizma kostanog tkiva podrazumevaju odredivanje statusa
minerala i markera sinteze i resorpcije kostiju. U toku procesa formiranja kostiju osteoblasti sekretuju
osteokalcin, peptide prokolagena tipa I i alkalnu fosfatazu (ALP), dok se tokom procesa razgradnje kostiju
oslobadaju piridinolini, kao i N i C terminalni telopeptidi kolagena tipa I. PoviSene vrednosti kosStanih
biomarkera u serumu ili urinu ukazuju na visi stepen remodelovanja kostiju, odnosno na povecan gubitak
kostane mase (6, 7).

Kod takmicarskih konja bolesti skeletnog sistema predstavljaju Cest uzrok gubitka performansi
(8). Stoga, hromost takode ima veliki ekonomski uticaj u industriji konja. Poremecaji kostiju i zglobova
uticu na industriju konja, gubitak uzgojnog potencijala i smanjena trziSne vrednosi obolelih (9). Iz tog
razloga, poboljSanje u prevenciji, dijagnozi, leCenju ili prognoza u ovoj oblasti, biomarkeri mogu biti
korisni vrlo korisni (1).

Cilj ovog rada jeste da se objedine dosadasnja znanja 0 biomarkera koji prate uzroke hromosti
konja, da pruzi relevantne Cinjenice i zakljucke i otvori prostor za nova dostignuca u oblasti preventivne i
dijagnosticke medicine.

Skelet konja

Primarno formiranje skeleta pocinje jos tokom fetalnog razvoja, medutim ono nije konacno i
nastavlja se po rodenju. Prilikom Zdrebljenja, samo deo skeleta novorodenog Zdrebeta je ve¢ okostao (9).
Tokom ranog fetalnog razvoja, primarni kostur ploda ¢ini hrskavica, a potom dolazi do formiranja mesta
gde ¢e zapocleti proces osifikacije. Proces formiranja kosti nastaje u osteoidnom tkivu koje stvaraju
kostane Celije osteoblasti, iako se kost moze formirati konverzijom hrskavice u kostano tkivo, procesom
poznatim kao endohondralno okostavanje (10). Abnormalnosti u formiranju kostanog tkiva i hrkavice, tj.
u procesu endohondralnog okosStavanja mogu usloviti nastanak lezija (11). Poremec¢aj endohondralnog
okoStavanja najc¢esce rezultira osteohondrozom (OC) (9).
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Kostano tkivo sadrzi tri vrste Celija, osteoblaste, osteoklaste i osteocite (10). Osteoblasti stvaraju
osnovnu materiju koStanog tkiva, osteoklasti razgraduju koStanu materiju, a osteociti odrzavaju kost zivim
tkivom. Sve Kkosti sastoje se iz organskog i neorganskog dela, a upravo kolagen i proteoglikani,
sintetizovani od strane osteoblasta, ¢ine organski deo kosti. Neorganski deo ¢ine prvenstveno kristali
kalcijum-fosfata (11, 12).

Celije koje proizvode komponente matriksa hrskavice nazivaju se hondroblasti, a kasnije
hondrociti, kada postaju okruzeni matriksom (12). Tip hrskavice koja se nalazi u modelu fetusne kosti kao
i u zglobovima naziva se hijalina hrskavica. Matriks hijaline hrskavice saCinjen je od kolagena (uglavnom
tipa II) ugradenog u proteoglikane (npr. agrekan) i glikoproteine (10, 12).

Tokom endohondralnog okostavanja, hrskavi¢no tkivo se postepeno zamenjuje kostanim tkivom
(10). Okostavanje pocinje od primarnog centra okoStavanja, u samoj sredini hrskavi¢ne kosti, a zatim se
nastavlja prema periferiji kosti, gde se razvijaju sekundarni centri za okoStavanje. Proces osifikacija
zavrsava se u distalnim delovima kostiju, a preostalo tkivo postaje zglobna hrskavica (11).

Zglob predstavlja spoj izmedu dve ili viSe kostiju, u ¢ijem sastavu se nalazi i sloj hijaline
hrskavice koja pokriva zglobne kostane povrsine (10, 11). S obizrom da su hrskavice mekse od kostanog
tkiva, njihova uloga je upravo u tome da smanji udar i trenje izmedu kostiju. Medutim, one ne sadrze
krvne sudove i nerve. 1z tog razloga, povrede hrskavice zarastaju sporo (11). Kako zglobna hrskavica nije
inervisana, moze se objasniti zasto zglobne lezije mogu uznapredovati znacajno pre nego Sto pacijent
postane svestan bola (13). Kapsula je sacinjena od gustog vezivnog tkiva i povezuje kosti u sinovijalni
zglob, koji formira zglobnu Supljinu (10, 13). Sinovijalna membrana oblaze unutrasnju povrsinu kapsule i
izluCuje viskoznu tecnost, tj. sinovijalnu te¢nost, koja podmazuje zglob (10).

Bilo koje promene u anatomskom 1 fizioloSkom svojstvu zglobova, uslovi¢e razvoj oboljenja.

Bolesti kostiju i zglobova

Kao posledica velikog fizickog opterecenja i mehanickog stresa, povrede zglobova konja
predstavljaju cest problem (14). Kada je mehanic¢ki integritet tkiva ugrozen boles¢u, velikim
optereéenjima i treninzima, simptomi sa napredkom bolesti postaju uocljivi. Medutim, oboljenja Cesto
dugo protic¢u u subklinickom obliku, iz tog razloga, znacaj pomenutih analiza je veci.

Osteohondroza (OC) se u literaturi pominje kao oboljenje sa poremecajem Celijske diferencijacije,
osifikacije epifizne i zglobne hrskavice, razvojem hipertrofije i nekroze hrskavice (15, 16). Sa razvojem
bolesti dolazi i do klini¢ke manifestacije oboljenja (16, 17). Javlja se kada okoStavanje ne sledi postepeni i
redovni proces, a na pojedinim mestima rezultira nepravilnom osifikacijom sa zadebljalim hrskavicama.
Osteohondroza predstavlja ¢est uzrok hromosti kod mladih konja, sto dovodi do smanjenja atletskog
potencijala (18). U pitanju je multifaktorijalna bolest, pri ¢emu znacajni uzroci mogu biti: ishrana, stopa
rasta, nasledni faktori i traume koji igraju vaznu ulogu. Mladi konji sa brzim stopama rasta i faktorima
koji dovode do brzog rasta, uklju¢ujuci genetski potencijal i uticaj okoline, su predisponirani za razvoj
OC. Osteohondroza sa pristunim slobodnim fragmentima u zglobnom prosturu naziva se osteohondritis
dissecans (OCD) (19). OC se moze razvijati samo dok je aktivan proces endohondralnog okostavanja, dok
se ve¢ina OCD lezija razvija pre devetog meseca starosti, mada ¢e se mnoge lezije pojaviti i nestati
spontano pre tog perioda. Pojedini marker se ispituju u cilju dijagnostike OC, kao i u predvidanju
progresije 1 pracenje odgovora na lecenje (18, 19). Markeri takode mogu biti vazni i u procesu rasta i
formiranja kostiju, tokom razvoja i treninga, kao i u identifikovanju abnormalnosti kostiju pre nego $to
prerastu u potencijalno teske povrede, poput preloma (17, 19).

Osteoartritis (OA) moze biti septi¢nog 1 asepti¢nog karaktera, a prolazi u akutnom i hroni¢nom
toku (20). Kod oboljenja dolazi do degeneracije hrskavice, gubitka komponenti matriksa, subhondralne
skleroze kosti, formiranja osteofita, razvoja zapaljenja i fibroze periartikularnog tkiva. Smatra se da je
trauma cest etioloski faktor u nastanku asepticnog OA (16, 20, 21). To moZe biti pojedinacni traumatski
dogadaj, koji vodi do povrede jednog ili viSe zglobnih struktura ili oSteCenja usled visSestrukih
ponavljajucih traumati¢nih povreda, prouzrokovanih svakodnevnim aktivnostima, ukljucujuéi treninge i
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takmiCenja (21). Septi¢na forma nastaje usled bakterijske infekcije i karakteriSe se neutrofilnom
infiltracijom sinovijalne te¢nosti, sa nekrozom sinovijalne membrane (16, 20, 21).

Biomarkeri

Biohemijski i molekularni markeri predstavljaju direktne ili indirektne pokazatelje abnormalnih
promena u kostanom tkivu (22). Molekuli koji su normalni produkti i nusprodukti metabolickih procesa,
koji se odvijaju unutar kosStanog tkiva, Cesto se koriste kao markeri (5, 21). Prilikom razvoja nekog
oboljenja, koncentracija ovih markera moze da se poveca ili smanji, jer se promene deSavaju u ravnotezi
izmedu anabolickih i katabolickih procesa unutar tkiva. Kod bolesti zglobova, kada su u pitanju zglobna
hrskavica, meniskus, ligamenti ili sinovijalna membrana, ovi molekuli mogu biti prisutni u sinovijalnoj
teCnosti (6). Obicno se isti molekuli iz koStanog tkiva nadu u krvotoku. Sposobnost prepoznavanja i
merenja markerskih molekula u sinovijalnoj te¢nosti, serumu i urinu daje istraziva¢ma 1 kliniarima
mogucnost da ih koriste kao biomarkere bolesti zglobova (22). Prema nacinu na koji se biomarkeri
detektuju u tkivnim te¢nostima, mozemo ih podeliti na biohemijske i imunoloske markere. Imunoloski
markeri predstavljaju najosetljiviji nacin identifikacije 1 kvantifikacije (5, 6, 22). Poliklonska 1
monoklonska antitela su proizvedena protiv razli¢itih epitopa fragmenata molekula agrekana i drugih, koji
se oslobadaju od hrskavice. Epitopi su podru¢ja na povrsini antigenog molekula protiv kojih je imunoloski
odgovor usmeren. Kada se dobije antitelo na odredeni epitop, koli¢ina epitopa moze da se meri radio-
imunoloskim testom ili ELISA testom (8, 23).

Osteokalcin predstavlja mali, nekolageni protein koji se uglavnom sintetiSe od strane osteoblasta i
za koji se veruje da je povezan sa mineralizacijom novoformiranog osteoida (7, 8). Osteokalcin je
pretpostavljeni biomarker stvaranja i mineralizacije kostiju (8, 9, 10). Koncentracije osteokalcina u
serumu pokazale su zna¢ajnu korelaciju sa teZinom OC kod Zdrebadi tokom prve godine Zivota. Zdrebice
sa razvijenim OC su imale povecana serumsku koncentraciju osteokalcina. Merenje koncentracije
osteokalcina tokom prvih nekoliko nedelja nakon zdrebljenja moze imati potencijalnu vrednost za
predvidanje rizika za razvoj OC (9, 10).

Matriks metaloproteinaze (MMP) imaju klju¢nu uloge u homeostazi zglobnih hrskavica, tokom
fizioloskih i patoloskih promena (10, 11). Smatra se da je poremecaj kolagene arhitekture uzrok hronicne
degenerativne bolesti kao $to su OA. Kolagenaze su enzimi iz porodice MMP i mogu se cepati na
netaknuti fibrilarni kolagen (24). Izuzetno visok MMP nivo primecen je u sinovijalnoj te¢nosti fetalnih
metakarpofalangealnih zglobova. Posle rodenja ovi nivoi su postepeno opadali, a pad se poklopio sa
prestankom rasta i razvijanja(5, 24). U sinovijalnoj tecnosti OA metakarpofalangealnih zglobova kod
starijih konja aktivnost MMP-1 bila je znacajno veéa nego u sinovijalnoj te¢nosti zdruzenih zdravih
metakarpofalangealnih zglobova. Trening nije imao zna¢ajnog uticaja na aktivnost MMP-1. MMP-1 moze
biti korisno sredstvo u dijagnostickoj, terapijskoj ili prognostickoj medicini na konjima sa sumnjom na
OA (5,7, 24).

Alkalna fosfataza specifi¢na za kosti (BAP) je izoforma alkalne fosfataze i igra vaznu ulogu u
stvaranju kostiju (4). U sinovijalnoj te¢nosti zahvacenih zglobova, kod aktivnog OA, koncentracije BAP
su povecane u poredenju s normalnim zglobovima (5, 9, 24). Pozitivna korelacija izmedu BAP u
sinovijalnoj teCnosti i oSteCenja zglobnih hrskavica pokazala je vezu izmedu promena na kostanom i
zglobnom tkivu kod OA. Korelacija izmedu oSte¢enja hrskavice i nivoa markera potvrduje upotrebu
sinovijalne te¢nosti BAP u OA proceni. U serumu konja sa OC koncentracije BAP bile su znac¢ajno nize
nego u serumu normalnih konja (4, 5, 9, 24). Sa druge strane, nivo BAP u sinovijalnoj te¢nosti bio je
znacajno visi kod konja sa OC nego kod zdravih konja.

Karboksipropeptid kolagena tipa 1l (CPIl) je marker sinteze kolagena tipa Il (4, 5, 8). Tokom
svoje prve godine Zivota, kod zdrebad sa OC izmereni su visi nivoi CPII u serumu, nego kod zdravih
zdrebadi. Izgleda da je CPII dosledan pokazatelj za razvoj OC (5, 24). Kod konja mladih od 2 godine sa
potvrdenim OCD izmereni su znacajno visi nivoi CPII u sinovijalnoj te¢nosti, u odnosu na one koji nisu
pod uticajem starosti (5, 6, 24). Nisu zabeleZene znacajne korelacije izmedu mladih i starih, zdravih konja.
Druga studija pokazala je da je nivo CPII bio poveéan i u sinovijalnoj te¢nosti i u serumu, kod konja sa
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osteohondralnom fragmentacijom, a takode u sinovijalnoj te¢nosti i serumu kod konja sa OC (5, 6, 25).
Direktna veza izmedu nivoa CPII i ozbiljnosti oboljenja je potvrdena (23). Degradacioni fragment,
karboksi-terminalni telopeptid kolagena I (CTX I), takode pokazuje poviSene vrednosti u serumu obolelih
konja (25).

Glikozaminoglikan (GAG) je biomarker proteoglikana hrskavice ¢iji se povecani nivo u serumu
moze uociti u ranim fazama osteoartritisa, ali takode i u fizioloSkom odgovoru hrskavice na pojacanu
fizicku aktivnost. Nizi prosecni nivo GAG kod trkackih konja, koji su zadobili povrede, u poredenju sa
zdravim konjima, mogu ukazati na neuspe$nu adaptaciju hrskavice na sve veée optereenje u treningu
(25).

Hondroitin sulfat sastavni je deo proteoglikana iz hrskavice. a CS-846 predstavlja hondroitin
sulfatni epitop, koji se obi¢no nalazi u fetalnoj i OA hrskavici i skoro da ga nema kod zdravih, zrelih
zglobnih hrskavica (5, 6, 23). CS-846 postepeno nestaje iz hrskavice sa starenjem, ali se ponovo pojavljuje
u zglobovima sa razvijenim OA (5, 23, 25). U poredenju sa zdravim konjima, konji sa osteohondralnom
fragmentacijom imali su znacajno veci nivo ovog epitoma, u sinovijalnoj te¢nosti i serumu. U studiji na
konjima sa indukovanom OA, CS-846 nivo u sinovijalnoj te¢nosti znaéajno je visi u poredenju sa
kontrolnom grupom konja (6, 7, 8, 23). Cini se da je CS-846 veoma Koristan za rano otkrivanje i
identifikovanje normalnog i OA zgloba. Upotreba kombinacije CS-846 i koncentracije CPII omogucila je
tacnu klasifikaciju osteohondralnih promena u 79% slucajeva (4, 5, 7).

Interleukin 6 uti¢e na razvoj OA kod konja, proizvodnjom citokina u sinovijalnim membranama i
osteohondralnim fragmentima (4, 5). U razvoju intraartikularnih lezija, upalni citokin interleukin-6 (IL-6)
moze biti od velike vaznosti (4, 5, 6). Kod konja sa prisutnim frakturama kostiju, izmeren je zna¢ajno visi
nivoi IL-6 u poredenju sa konjima bez preloma. Dramati¢no poveéanje IL-6 u sinovijalnoj te¢nosti
ukazuje na prisustvo osteohondralne fragmentacije, iako niska ili nemerljiva koncentracija I1L-6 ne
iskljucuje prisustvo fraktura (5, 6, 23, 25).

Trening moZze imati uticaj na koncentraciju koStanih markera u serumu. Studija Cistokrvnih
dvogodisnjaka pokazala je da sportski konji imaju znacajno niZzu koncentraciju osteokalcina nego
kontrolna grupa konja (25). Posto su biohemijski markeri kosti direktna mera aktivnosti kosStanih ¢elija,
ovaj nalaz ukazuje da su celije u kostima mladih konja, koji su u rastu, osetljive na promene njihovih
uslova za zivot. Koncentracije u serumu i sinovijalnoj te¢nosti markera CS846, CPII i osteokalcina
znacajno su vece kod konja zahvacenih OA, u poredenju sa zdravim sportskim konjima (23, 25).
Nedostatak treninga kod prevremeno rodene Zdrebadi dovodi do poremecaja u sazrevanju kostiju, $to se
odrazava na smanjenje koncentracije kosStanih markera (23, 25). Rizik od povreda miSi¢no-kosStanog
sistema se moze povecati odlozenim metabolizmom kostiju. Rutinska analiza koStanih markera koji
odrazavaju kostani promet, o¢igledno su od koristi za prac¢enje kostanog metabolizma u uzgoju zdrebadi, u
prvim mesecima zivota (5,7, 25).

U tabeli 1, prikazane su koncentracije biomarkera u serumu ispitivanih zivotinja, u istraZivanju iz
2019. godine. U ovom istrazivanju ucestvovao je 61 konj, od kojih je 47 ¢inilo kontrolnu grupu, a 14
grupu obolelih, prema kojima je napravljenja srednja vrednost za biomarkere obolelih konja.

Tabela 1. Koncentracije biomarkera u serumu ispitivanih konja (Agnieszka J. Turlo i sar, 2019).

Biomarkeri Kontrolne vrednosti Srednje vrednosti kod obolelih
GAG (mcg/mL) 47.29 +4.83 4216 £3.34

CS846 (ng/mL) 335.8+126.8 270.6 + 95.62

CPI1I (ng/mL 3633 £ 590.0 3070 + 706.7

OC (ng/mL) 59.53 +£10.07 43,92 +£5.734

CTX 1 (ng/mL) 0.4152+0.13 0.6285 + 0.08
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Uzorkovanje i analiza uzoraka

Uzorci krvi uzimaju se venepunkcijom vene jugularis, a zatim se izdvaja serum, centrifugovanjem
pune krvi na 4380 g, tokom 5 minuta. Izdvojen serum, moze se zalediti na temepraturi od -20°C. Analize
uzoraka se vrSe putem ELISA testova. Izmeren je nivo osteokalcina komercijalnim ELISA setovima u
nerazredenim uzorcima seruma (25). Koncentracija glikozaminoglikana je analizirana sa dimetil-metilen-
plavim testom, u nerazredenim uzorcima posle digestije papainom. Hondroitin sulfat epitop i CPII mereni
su pomoc¢u komercijalnih ELISA testova, u uzorcima razblazenim 1: 5 i u razredenju 1: 4. Svi uzorci su
analizirani u duplikatima i merenja su ponovljena ako je koeficijent varijacije unutar ispitivanja (CV)
premasio 15% (23, 25).

Zakljucak

Ispitivanje biomarkera, sa ciljem pracdenja razvoja skeleta, prevencije oboljenja i pracenja
terapijskog protokola, predstavlja znacajan korak u medicini, iz viSe razloga. Nedovoljno istrazena oblast
omoguc¢ava nam da sprovedemo detaljnija istrazivanja i obezbedimo relevantnije podatke, u korist novih
dostignuca u oblasti preventivne i dijagnosticke medicine.
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Sazetak

Neracionalna upotreba komercijalnih antihelmintika je dovela do razvoja antihelminticke rezistencije kod
mnogih vrsta endoparazita domacih zivotinja. Zbog toga se intenzivno istrazuju potencijalne alternative,
medu kojima Cesto i etarska ulja razlicitih biljaka. Etarska ulja predstavljaju sekundarne metabolite biljaka
sa veoma slozenim hemijskim sastavom koji najées¢e obuhvata veliki broj jedinjenja razlic¢itih hemijskih
grupa. Najcesce su u pitanju razliita terpenska, terpenoidna ili fenilpropanoidna jedinjenja od kojih je
veliki broj i identifikovan, pri ¢emu je vazno napomenuti da hemijski sastav etarskih ulja moze da varira u
zavisnosti od mnogo endogenih i egzogenih faktora. Poznata su mnogobrojna lekovita svojstva etarskih
ulja, medu kojima i antimikrobno, antiinflamatorno, antioksidativno dejstvo, zbog ¢ega su ovi biljni
proizvodi svoju primenu nasli u terapiji mnogobrojnih oboljenja. U razli¢itim in vitro i in vivo
ispitivanjima je kod mnogih etarskih ulja dokazan i antihelminti¢ki potencijal, a koji poti¢e od razlicitih
jedinjenja koja ulaze u njihov sastav. Medu ovim sastojcima se posebno istiCu karvakrol, timol, anetol,
cinamaldehid, karvon, limonen, pinen, terpinen, kariofilen, cimen, linalool, geraniol, mentol, borneol,
citral, kamfor, eukaliptol, eugenol i mnogi drugi. Njihov izolovani antihelminticki potencijal je takode
potvrden u mnogim istrazivanjima, a ispitane su i njihove razli¢ite sinergisticke kombinacije. Prisustvo
velikog broja jedinjenja sa razli¢itim mehanizmom delovanja pored efikasnosti govori u prilog i manjoj
mogucnosti razvoja rezistencije kod samih parazita, a s obzirom da su u pitanju prirodni preparati, 1
manjoj toksi¢nosti za zivotinje u poredenju sa sintetskim preparatima. Zbog toga etarska ulja i njihovi
sastojci predstavljaju obec¢avajucu alternativu u reSenju problema antihelminticke rezistencije.

Kljucne reci: etarska ulja, jedinjenja, antihelmintici, efikasnost, rezistencija

Abstract

The irrational use of commercial anthelmintics has led to the development of anthelmintic
resistance in many species of domestic animals endoparasites. Therefore, potential alternatives, such as
the essential oils of various plants, are being intensively explored. Essential oils are secondary metabolites
of plants with a very complex chemical composition that usually includes a large number of compounds of
different chemical groups. These are usually various terpene, terpenoid or phenylpropanoid compounds,
many of which have been identified, whereby it is important to note that the chemical composition of
essential oils can vary depending on many endogenous and exogenous factors. There are numerous
documented medicinal attributes of essential oils, including antimicrobial, anti-inflammatory and
antioxidant effects, which is why these herbal products have found their application in the treatment of
many diseases. In various in vitro and in vivo examinations, essential oils have been shown to have
anthelmintic potential, which originates from various compounds that are part of their chemical
composition. Among these ingredients, carvacrol, thymol, anethole, cinnamaldehyde, limonene, pinene,
terpinene, caryophyllene, cymene, linalool, gernaiol, menthol, borneol, citral, camphor, eucalyptol,
eugenol and many others stand out. Their isolated anthelmintic potential has also been confirmed in many
studies, and their various synergistic combinations have been investigated. In addition to an increase in
efficiency, the presence of a large number of compounds with different mechanisms of action can
contribute also to less possibility of the development of resistant helminth strains. Also, the natural origin
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of essential oils can contribute to their less toxicity to animals compared to synthetic preparations.
Therefore, it can be concluded that essential oils and their ingredients represent a promising alternative in
combating anthelmintic resistance.

Keywords: essential oils, compounds, anthelmintics, efficiency, resistance

Uvod

Antihelminticka rezistencija kod helminata domacih zivotinja se javila kao posledica neracionalne
primene komercijalnih preparata u smislu preucestalih tretmana, hiperdoziranja ili subdoziranja lekova
koji se koriste u praksi. To je dovelo do smanjene efikasnosti lekova iz grupa benzimidazola,
makrociklicnih laktona i1 imidazotiazola i velikih ekonomskih gubitaka prouzrokovanih razlicitim
helmintima (1,2,3). Zbog toga se danas aktivno traga za novim aktivnim principima, medu kojima se sve
vise ispituju razliciti prirodni preparati biljnog porekla kao S$to su etarska ulja (4,5).

Etarska (esencijalna) ulja predstavljaju kompleksnu meSavinu razli¢itih organskih supstanci ¢ija
uloga u samim biljakama jo§ uvek nije dovoljno razjasnjena (6,7). Kao sekundarni metaboliti biljaka jakog
i karakteresticnog mirisa, etarska ulja se smatraju nekom vrstom biljnih hormona ili te¢nom
manifestacijom imunog sistema biljaka ¢ija je uloga je prevashodno zastita od razli¢itih Stetocina i
predatora, dok sa druge strane privlace razliite vrste insekata i ptica kao oprasivace (6). Ove isparljive
supstance se sintetiSu u razli¢itim delovima biljaka, naj¢es¢e u listovima i cvetovima, ali i u rizomima,
semenima, plodovima, korenu i stablu (8). Zbog svojih osobina, etarska ulja se koriste u kozmetickoj
industriji, industriji hrane, ali i za terapiju razli¢itih oboljenja §to je poznato kao aromaterapija (2,8).

U dosadasnjim istrazivanjima su dokazana brojna lekovita svojstva razli¢itih etarskih ulja kao §to
antimikrobno, antiinflamantorno, antioksidativno i mnoga druga dejstva (8,9). U pojedinim ispitivanjima
je dokazan i antihelminticki efekat pojedinih etarskih ulja protiv razlicitih helminata od znacaja za
veterinarsku medicinu. Pri svemu tome je vazno napomenuti da je za navedena svojstva etarskih ulja
zasluzan njihov bogat hemijski sastav. Zbog toga je cilj ovog rada prikaz hemijskog sastava etarskih ulja i
ukazivanje na znacaj pojedinih sastojaka sa antihelmintickim potencijalom, §to je bitno kako za
razumevanje mehanizma dejstva etarskih ulja, tako i za njihovu selekciju za buduca antihelminticka i
druga ispitivanja.

Hemijski sastav etarskih ulja i faktori koji na njega uti¢u

Hemijski sastav etarskih ulja je izuzetno sloZen s obzirom na veliki broj jedinjenja koja pripadaju
razli¢itim hemijskim grupama. Zbog toga je i teSko napraviti tacnu klasifikaciju sastojaka etarskih ulja,
kao i njihovu generalnu podelu. Prema Butnariu i Sarac (2018), etarska ulja zapravo predstavljaju
kompleksnu mesavinu velikog broja sastojaka ¢iji broj je razlicit, ali u pojedinim sluc¢ajevima moze da se
kre¢e i do nekoliko stotina. Medu njima dominiraju monoterpeni i seskviterpeni, ali takode sadrze i
aromati¢na jedinjenja, medu kojima najcesc¢e derivate fenilpropena (6). Sli¢no tvrde i Fokou i sar. (2020),
koji navode da su terpenoidna i fenilpropanoidna jedinjenja glavne komponente etarskih ulja (7). Morsy
(2016) deli sastojke etarskih ulja u Cetiri glavne grupe: 1. terpeni (osnovu predstavljaju izoprenske
jedinice); 2. jedinjenja ravnog lanca koja ne sadrze nijedan bocni lanac; 3. fenilpropanoidi (derivati
benzena) i 4. ostala jedinjenja koja se ne mogu svrstati ni u jednu od prethodne tri (npr. jedinjenja koja
sadrze sulfurne i azotne grupe). Isti autori dalje deli same terpene na ugljovodonic¢ne terpene i njihove
oksigenisane derivate koji zapravo predstavljaju terpenoide i mogu se dalje podeliti na alkohole, fenole,
aldehide, ketone, estre, etre i epokside (10). Sa ovakvom podelom terpenskih jedinjenja se slazu i Butnariu
i Sarac (2018) (6).

Da ne bi doslo do zabune, potrebno je napraviti razliku izmedu terpena i terpenoida. Terpeni

predstavljaju ugljovodonike koji nastaju kombinacijom nekoliko izoprenskih jedinica, na osnovu Cijeg
broja se mogu dalje klasifikovati. Pri tome, kombinacija od dve izoprenske jedinice ¢ini osnovnu jedinicu
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terpena, pa tako pomenuti monoterpeni sadrze dve, dok seskviterpeni sadrze tri izoprenske jedinice (10).
Sa druge strane, terpenoidi zapravo predstavljaju terpene kod kojih su metil grupe uklonjene ili pomerene,
ili su dodati atomi kiseonika pa se kao rezultati dobijaju pomenuti oksigenisani (kiseoni¢ni) derivati. Kao i
terpeni, 1 terpenoidi se takode mogu podeliti na monoterpenoide, seskviterpenoide, diterpenoide itd
(10,11,12). Vazno je napomenuti da neki autori koriste termin terpen u Sirem smislu, podrazumevajuce
time i terpenoide. Sa druge strane, fenilpropanoidi predstavljaju najznacajniju ne-terpensku grupu
jedinjenja etarskih ulja koja obuhvata sastojke derivate n-propil benzena od kojih neki imaju visok
farmakoloski potencijal (10). Ipak, moze se rec¢i da terpeni i terpenoidi predstavljaju najbrojniju grupu
sastojaka etarskih ulja, dok su fenilpropanoidi i ostala jedinjenja zastupljena u manjem procentu (2,10).

Veliki broj sastojaka etarskih ulja je izolovan i identifikovan. Za mnoge od njih su otkrivne brojne

farmakoloske aktivnosti, izmedu ostalih i antihelminticke. Neki od najpoznatijih sastojaka etarskih ulja su
(2,7,8,10,13):

»  Ugljovodoni¢ni terpeni — limonen, o i B-pinen, kamfen, a i y-terpinen, sabinen, mircen, B-
kariofilen, germakren B i D, a i B-selinen, farnesen, o i p-cimen i dr.;
= Oksidisani derivati (terpenoidi)
a) Fenoli —timol, karvakrol;
b) Alkoholi - linalool, citronelol, geraniol, mentol, farnesol, bisabolol, a-terpineol terpinen-
4-ol, borneol, nerolidol;
c) Aldehidi — citral, citronelal, sinensal;
d) Ketoni— a i B-tujon, kamfor (2-bornanon), fenhon, menton, karvon;
e) Oksidi — eukaliptol (1,8-cineol);
f) Estri — linalil acetat, geraniol acetat, kedril acetat;
= Fenilpropanoidi - anetol, eugenol, estragol, dilapiol, vanilin, cinamaldehid, miristicin.

Hemijski sastav etarskih ulja zavisi i moze se menjati pod uticajem mnogo faktora. Njihov sastav
se razlikuje od jedne taksonomske grupe biljaka do druge, tako da pre svega zavisi od biljne vrste od koje
se ekstrahuje. Medutim, hemijski sastav se moze razlikovati od biljke do biljke unutar same vrste, cak i
unutar same biljke u zavisnosti iz kog dela se uzima. Generalno, faktori koji uti¢u na hemijski profil
etarskih ulja se mogu podeliti na abiotske i biotske faktore. Abiotski faktori podrazumevaju sve nezive
faktore koji uticu na proizvodnju sekundarnih metabolita, kao §to je koli¢ina vode u zemljistu, pH i
salinitet zemljiSta, kao i klima i mikroklima staniSta u kome biljka raste. Bioti¢ki faktori podrazumevaju
zive organizme koje uticu na same biljke ukljucujuci razli¢ite mikroorganizme u zemlji, kao i organizme
koje zive u ekosistemu u kome se gaji biljka. Naime, sastav i koli¢ina sekundarnih metabolita biljaka je
jednim delom specifi¢an za samu biljku, dok drugim delom varira pod uticajem spoljasnje sredine, §to pre
svega zavisi od prisustva predatora protiv kojih se biljka brani, zatim prisustva insekata koje biljka
privlaci zbog oprasivanja, kao i razliitih drugih organizama sa kojima biljka stupa u simbiozu (7).

Sa druge strane, Barra (2009) faktore koji uticu na hemijsku varijabilnost etarskih ulja deli na
egzogene 1 endogene. Egzogeni faktori su pre svega vezani za okruzenje biljke i ukljucuju koli¢inu
svetlosti, padavine, nadmorsku visinu na kojoj biljka raste, kao i ve¢ pomenute osobine zemljista. U ovom
slucaju se u egzogene faktore ubraja i godiSnje doba odnosno sezona kada se vrsi berba biljaka i sa tim
prateée faktore (npr. temperatura), zbog ¢ega se intenzivno vrSe istrazivanja u cilju pronalska idealnog
perioda godine sakupljanja pojedinih biljaka kada ¢e etarska ulja dobijena od njih imati najbogatiji sastav.
Endogeni faktori su povezani sa samim biljkama i uklju¢uju mesto proizvodnje i akumulacije etarskih ulja
u samim biljkama, starost biljke kao i genetske karakteristike koji reguliu sekundarni metabolizam (14).
Sliénu podelu nude i Dhifi i sar. (2016), koji su faktore koji uti¢u na hemijski sastav etarskih ulja podelili
na unutras$nje koji su vezani za biljku, i spoljasnje, koji su vezani za okruZenje (8). U svakom slucaju, sve
navedene faktore treba imati u vidu prilikom sakupljanja biljaka i ekstrahovanja etarskih ulja.
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Sastav etarskih ulja zavisi i od procedura koja se sprovede pre same esktracije, nacin ekstrakcije,
kao i ¢uvanja etarskih ulja nakon estrakcije. Tako su, na primer, neka dosadasnja istrazivanja pokazala da
suSenje biljnog materijala pre ekstrakcije moze dovesti do bogatijeg hemijskog sastava etarskih ulja.
Metoda ekstrakcije kao $to su parna estrakcija, estrakcija rastvaracem, superkriti¢na fluidna estrakcija,
mikrotalasna estrakcija, hidrodestilacija itd., takode u manjoj ili ve¢oj uti¢e na hemijskih sastav etarskih
ulja. Na kraju, etarska ulja su veoma osetljiva, zbog ¢ega ih treba paZljivo ¢uvati nakon estrakcije kako bi
zadrzala svoje osobine. Naime, vecéina sastojaka etarskih ulja su nezasi¢ena (sadrzi dvostruke veze), zbog
cega su osetljiva na svetlost (fotosenzibilna) i kiseonik (oksidiraju¢a), pa bi etarska ulja trebalo ¢uvati u
odgovaraju¢em okruzenju kako bi zadrzala svoj hemijski sastav i samim tim farmakoloSke osobine (7).

Sastojci etarskih ulja sa antihelmintickim potencijalom

Za veliki broj sastojaka etarskih ulja je ispitana i dokazana antihelminticka efikasnost. U nekim
ispitivanjima je direktno ispitivan efekat pojedinih jedinjenja, dok je u drugim ispitivanjima indirektno
pokazano njihovo dejstvo putem ispitivanja samih etarskih ulja. André i sar. (2016) su ispitivali
antihelminti¢ki efekat karvakrola i njegovog acetilovanog derivata karvakrol-acetata (CA) protiv
gastrointestinalnih nematoda ovaca. Pri tome su kori$éeni in vitro testovi, tzv. egg hatch test (EHT), larval
development test (LDT) i adult worm motility test (AWMT), kao i in vivo test, faecal egg count reduction
test (FECRT). Rezultati su pokazali visoku in vitro efikasnost oba jedinjenja (ECs, vrednosti 0,17 i 1,7
kod EHT, LCs, vrednosti 0,2 i 0,3 mg/mL kod LDT za karvakarol i CA, redom, visoka inhibicija
pokretljivosti adulta kod AWMT), kao i solidnu in vivo efikasnost karvakrol-acetata (35,4% i 65,9%
redukcija broja jaja 8 i 16 dana nakon tretmana, redom) (15). U sli¢énom istrazivanju, André i sar. (2017)
su ispitivali i efekat timola i timol-acetata (TA) protiv pomenutih parazita, gde je takode dokazana visoka
in vitro efikasnost (ECsq vrednosti 0,08 i 1,9, LCs, vrednosti 1,0 i 0,8 mg/mL za timol i TA, redom, visoka
inhibicija pokretljivosti adulta kod AWMT) i solidna, ali ne$to manja in vivo efikasnost u poredenju sa
prethodnim istrazivanjem (redukcija broja jaja od 25,5% i 59,8%, 7 i 14 dana nakon tretmana timolom,
redom) (16). Pri svemu tome, u ovim istrazivanjima je dokazana manja toksi¢nost acetilovanih derivata u
odnosu na sam karvakrol i timol kod miSeva, $to se objaSnjava zamenom hidroksilnih radikala sa
acetilnim radikalom kod ovih jedinjenja. To ukazuje da acetilovanje moze dodatno smanjiti toksi¢nost i
nezeljene efekte karvakrola i timola prilikom eventualne primene kod samih ovaca (15,16).

Visoku antihelminti¢ku aktivnost pomenutih fenola i njihovih acetilovanih derivata André i sar.
objasnjavaju na nekoliko nacina. ViSestruke efekte timola i karvakrola povezuju sa njihovim moguéim
interakcijama sa SER-2 tiraminskim receptorima koji kod nematoda reguliSu brojne procese ukljucujuéi i
aktivnost zdrela, lokomociju i polaganje jaja, a pri tome su ovi receptori prisutni u svim fazama zivotnog
ciklusa nematoda. Inhibiciju polaganja jaja pomenuti autori objasnjavaju i mogucim strukturnih promena
spoljasnjih reproduktivnih organa Zenki. Takode, inhibiciju pokretljivosti adultnih oblika autori povezuju i
sa stvaranjem mehurica u kutikuli nematoda, delujuéi pri tome na organizaciju i elektrostaticka svojstva
povrSine membrane, ¢ime menjaju njenu propustljivost i inhibisu aktivnost membranskih proteina kao $to
su ATP-aze. Sa druge strane, niska molekuska tezina ovih jedinjenja im omogucava lakSu penetraciju u
helminte putem transkutikularne difuzije, omogucavajué¢i im time njihovo dejstvo. Dalje, kutikularne
promene izazvane karvakrolom i moguéa neurotoksi¢nost mogu ometati propustljivost kutikule i
pokretljivost, ometaju¢i odrzavanje homeostaze kod ovih parazita. Nesto bolju efikasnost karvakrola u
poredenju sa timolom pri tome objasnjavaju prodorom same kutikule nematoda i izazivanjem
ultrastrukturnih lezija (15,16).

In vitro efikasnost timola je dokazana i protiv cestode E. granulosus, pri ¢emu je utvrdeno dejstvo
na protoskolekse. Maksimalan protoskolocidni efekat je pri tome zabeleZen pri koncentraciji timola od 10
png/mL sa smanjenjem vijabilnosti protoskoleksa na 53,5% 12 dana nakon inkubacije, odnosno na 11,5%
42 dana nakon inkubacije. Protoskolocidni efekat se pri tome povezao sa oSteCenjima tegumenta
povezanih sa morfoloskim promenama kao §to su formiranje mehuri¢a, gubitak kuka, uniStavanje
mikrotriha, kontrakcija pojedinih regiona itd (17). Takode, ispitana je i dokazana dozno i vremenski
zavisna cestocidna aktivnost timola protiv adultnih oblika i tetratiridijuma Mesocestoides corti, pri cemu
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je timol prouzrokovao ozbiljna oSteCenja na strukturnom i ultrastrukturnom nivou, kao i promene u
pokretljivosti, a oStecenja su bila veca kod potpuno segmentiranih crva (18).

Katiki i sar. (2017) su ispitivali ovicidno dejstvo 10 razlicitih sastojaka etarskih ulja i njihovih
razlicitih binarnih, tercijarnih i kvatenernih kombinacija u jednakoj srazmeri protiv H. contortus. Njihova
komparativna efikasnost izrazena u letalnim koncentracijama koje prouzrokuju smrtnost 50% jaja je bila
sledec¢a: cinamaldehid 0,018; anetol 0,070; karvon 0,085; karvakrol 0,11; timol 0,13; linalool 0,29;
eugenol 0,57; vanilin 0,57; cineol 4.74 i limonen 207,56. Kada su u pitanju njihove kombinacije,
kombinacionim indeksom (CI) su utvrdene sledeée kategorije: jak sinergizam, sinergizam, aditivni efekat,
antagonizam i jak antagonizam, pri ¢emu je cilj kombinacija bio da njihov zajednicki efekat bude veéi od
pojedinacnih efekata jedinjenja koje ulaze u njihov sastav. Tako su se, na primer, medu binarnim najbolje
pokazale sinergisticke kombinacije cinamaldehid:karvakrol i anetol:karvon sa ECs, vrednostima od 0,012
odnosno 0,013, medu tercijarnim cinamaldehid + karvon + karvakrol sa ECsy 0d 0,050, za koju je utvrden
aditivni efekat, dok je medu kvaternenim najbolji rezultat dala sinergisticka kombinacija (anetol + karvon)
+ (cinamaldehid + karvon) sa ECs, 0d 0,02 (19).

Rezultati pomenutog istrazivanja Katiki i sar. (2017) se mogu objasniti na slede¢i nacin: kada suu
pitanju pojedinacni sastojci, najbolji efekat su pokazali fenilpropanoidi cinamaldehid i anetol. Ova dva
jedinjenja su veoma sli¢na u strukturi, ali je cinamaldehid rastvorljiv u vodi dok anetol nije. Pomenuti
autori objasnjavaju da je ova osobina razlog veceg in vitro efekta cinamaladehida, dok bi pri in vivo
testiranju anetol mogao imati bolji efekat, s obzirom da njegova nepolarna priroda moze favorizovati
njegovu interakciju sa ¢elijskom membranom parazita. To ukazuje na ¢injenicu da su pored hemijske
strukture sastojaka etarskih ulja za efekat bitne i njihove osobine. Veoma visoka efikasnost kombinacije
cinamaldehid:karvakrol se moZe objasniti povecanjem propustljivosti citoplazmatske membrane od strane
karvakrola omogucavaju time cinamaldehidu da se bolje transportuje u celiju (19). Drugo moguce
objasnjenje jeste vezivanje cinamaldehida za proteine ¢elijske membrane, ¢ime se poveéava broj, veliina
i trajanje postojanja pora a samim tim i bolji transport ovih jedinjenja u ¢eliju (20). Medutim, to je
dokazano u ispitivanju efekate ove kombinacije protiv salmonele, pa je pitanje koliko se rezultati dobijeni
za efekat na bakterijsku ¢eliju mogu primeniti i u ovom sluc¢aju. Sa druge strane, kombinacija
anetol:karvon je jedna od retkih za koju je ispitan i dokazan i in vivo efekat, s obzirom da je njena primena
u vidu inkapsulsanih formi dovela do znacajnog smanjenja broja parazitskih jaja kod jaganjaca. Ovaj
efekat se pri tome objasnio uticajem na smanjenje veli¢ine muzjaka parazita i fertiliteta zenki (21).
Tercijarne i kvaternerne kombinacije u istrazivanju Katiki i sar. (2017) su pokazale manju efikasnost od
binarnih, pri ¢emu smanjenu antihelminti¢ku aktivnost u ovom slu¢aju pomenuti autori objasnjavaju
razblazivanjem aktivnih komponenti ovih kombinacija ili antagonizmom (19). Medutim, mehanizmi
antagonizma u ovom slucaju nisu dovoljno poznati.

Razli¢ite kombinacije navedenih sastojaka su ispitivane i u drugim istrazivanjima. Tako su
Barbieri i sar. (2014) ispitivali ovicidni efekat razli¢itih kombinacija cinamaldehida, karvona, karvakrola i
anetola protiv H. contortus, pri ¢emu se najefikasnijom pokazala kombinacija cinamaldehida (25%) +
karvakrola (50%) + anetol (25%) sa izraCunatom ECsy vrednos$éu od 0,02 mg/mL (22). To pokazuje da je
za krajnji efekat ovakvkih kombinacija bitna i srazmera pojedinih komponenti. U svakom slucaju,
navedena istrazivanja su pokazala da se kombinavanjem odredenih aktivnih sastojaka etarskih ulja moze
povecati antihelminticka efikasnost i eventualno smanjiti doza Sto moze biti znacajno kako se financijskog
aspekta, tako i sa aspekta smanjenja toksic¢nosti i nezeljenih efekata ovih jedinjenja kod samih Zivotinja u
buduéim in vivo ispitivanjima.

Pomenuti cinamaldehid je najznacajniji sastojak etarskog ulja i drugih proizvoda cimeta
(Cinnamomum verum), koji je u istrazivanju Wiliams i sar. (2015) pokazao visoku in vitro efikasnost
protiv A. suum nematode svinja. U ovom slucaju, ekstrakt kore cimeta ¢iji je glavni sastojak bio trans-
cinamaldehid, je pokazao aktivnost protiv Ls stadijuma larvi tako §to je inkubacija ovog stadijuma preko
no¢i u ekstraktu cimeta u koncentracijama izmedu 0,125-1 mg/mL rezultovala 100% inhibicijom
migracije larvi. Dodatno, pri koncentracijama ve¢im od 0,250 mg/mL ekstrakta cimeta, sve larve su
uginule u roku od 2-3 sata od pocetka inkubacije. Ovaj rezultat je potvrden i u drugom eksperimentu sa L4
stadijumom larvi, kada je ponovo do$lo do smrtnosti larvi u roku od nekoliko sati od poéetka inkubacije.
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U daljem toku istraZivanja, autori su testirali ¢ist trans-cinamaldehid protiv Ls stadijuma T. suis i L,
stadijuma O. dentatum, pri ¢emu su dokazali potentnu aktivnost ovog sastojaka takode i protiv larvi ovih
vrsta parazita. Time je dokazan visok antihelminticki potencijal cinamaldehida protiv razlicitih
gastrointestinalnih nematoda svinja (23). U drugim ispitivanjima je dokazan efekat cinamaldehid i protiv
nekih drugih nematoda, kao §to je parazit riba D. intermedius (24).

Anetol je glavni sastojak etarskog ulja biljke Croton zehtneri, aromati¢ne biljke karakteristicne za
severoistok Brazila ¢iji antihelminti¢ke efekat je dokazan u istraZivanju Camurga-Vasconcelos (2007). U
ovom slucaju se ispitivao uticaj ovog etarskog ulja sakupljenog u dva navrata (C1 i C2) protiv H.
contortus, pri ¢emu je u oba navrata glavni sastojak bio anetol sa procentualnom zastupljenoséu od
39,34% odnosno 63,88%. Ispitivano etarsko ulje je pokazalo visoku antihelminticki potencijal sa ECsg
vrednoscu u EHT testu od 0,55 (C1) 1 0,74 (C2) mg/mL, odnosno LCsy vredno$¢u u LHT testu od 1,17
(C1) 1 1,37 (C2). Ispitana je i primena Cistog anetola, koji je takode pokazao solidnu, ali neSto manju
efikasnost sa ECsy od 0,69 i LCs vrednos$éu od 2,11 mg/mL u poredenju sa celim etarskih uljem.
Poredenja radi, u istom ispitivanju je ispitan i dokazan efekat i etarskog ulja Lipia sidoides, sa glavnim
sastojkom timolom (59,65%), koji je kao Cist primenjen pokazao bolji larvicidni efekat od celog etarskog
ulja (25). Za razliku od toga, u istrazivanju Ferreira i sar. (2016), gde se ispitivao efekat primene etarskog
ulja timijana (Thymus vulgaris) i njegovog glavnog sastojka (50,22%) timola, etarsko ulje je pokazalo
nesto veci i ovicidni i larvicidni efekat u poredenju sa timolom (2). Ipak, iz ovih istrazivanja se moze
zakljuciti da je medu velikim brojem sastojaka etarskih ulja mogu¢ sinergizam, ali i antagonizam, zbog
Cega antihelminitCki efekat etarskog ulja zapravo u najvecoj meri zavisi od njegovog glavnog sastojka, §to
potvrduju i André i sar. (2018) (5).

Glavni sastojci etarskih ulja koja su pokazala in vitro efekat protiv gastrointestinalnih nematoda
ovaca u razli¢itim istrazivanjima su bili eugenol (Ocimum gratissimum), limonen (Citrus sinensis), mentol
(Mentha piperita), geraniol (Cymbopogon martinii i Cymbopogon schoenanthus), eukaliptol (Artemisia
lancea, Piper aduncum i Rosmarinus officinalis), linalool (Arisaema franchetianum), borneol
(Zanthoxulum simulans), citral (Cymbopogon citratus), terpinen-4-ol (Melaleuca alternifolia), a-pinen
(Juniperus communis) itd, sugeriSuci da su ovi sastojci etarskih ulja zasluzni za njihovo antihelminticko
dejstvo (3,5,26). Limonen je bio glavni sastojak (28,82%) i etarskog ulja Eucalyptus staigeriana koji je
pokazao visoku in vitro (ECsy kod EHT od 0,324 i LCsokod LDT od 1,702 mg/mL), ali i in vivo efikasnost
(76,57% redukcija broja jaja u fecesu 15 dana nakon tretmana) protiv gastrointestinalnih nematoda koza
(27). Sa druge strane, najbolji efekat protiv gastrointestinalnin nematoda kod goveda su pokazala
esencijalna ulja C. citratus i C. martini, sugeriSu¢i na znacaj citrala i geraniola protiv ovih vrsta parazita
kod goveda (28). Esencijalno ulje C. citratus i sam citral su pokazali dejstvo i protiv velikog metilja ovaca
(Fasciola hepatica) inhibiSu¢i njegovu pokretljivost pri svim testiranim koncentracijama, pri ¢emu je
efekat povezan sa gubitkom jednog dela integumenta kod metilja (29). Sli¢an efekat na pokretljivost i
strukturne promene kod velikog metilja pokazali su i eugenol, timol i karvakrol (30).

Na kraju, pomenuti sastojci su identifikovani i u na$im istrazivanjima, gde je putem tzv. egg hatch
test-a ispitivan ovicidni efekat razli¢itih etarskih ulja protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca. Kao
glavni sastojak etarskih ulja koja su se pokazala najefikasnijim su bili upravo karvakrol, timol, anetol, kao
i p-cimen. Vazno je pri tome naglasiti ulogu karvakrola, koji je prakti¢no kod svih najefikasnijih ulja ili
bio glavni sastojak, ili je bio jedan od glavnih sastojaka. U drugim slu¢ajevima kod ulja koja su se takode
pokazala efikasnim, kao glavni sastojak identifikovani su o i B-pinen, eukaliptol i piperiton. Sa druge
strane, od ostalih jedinjenja identifikovanih u ovim istrazivanjima, znacajni su bili i y-terpinen, B-
kariofilen, kamfor, borneol, a-terpinen, a-terpineol, terpinen-4-ol, linalool, limonen i drugi. Zanimljiv
rezultat ovih istrazivanja je bio i to §to je ukupan broj identifikovanih jedinjenja kod ulja ¢esto bio obrnuto
proporcionalan pokazanim ovicidnim efektom prilikom medusobnog poredenja ovih ulja. Takode, u
ispitivanju dva hemotipa etarskog ulja hajducke trave (Achillea millefolium) koja su nabavljena sa dva
razli¢ita mesta (planine Radan i Golija), GC-MS analize su pokazale izvesne razlike u hemijskom sastavu
izmedu ovih hemotipova $to je dovelo i do neSto drugacijeg ovicidnog efekta, sugeriSuci time na
varijabilnost hemijskog sastava u zavisnosti od hemotipova i geografskog podruc¢ja. U jednom slucaju je
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ispitana i kombinacija odnosno smesa pojedinih sastojaka, konkretno linaloola i estragola, koja je sa ECs
od 0,98 pokazala znacajan ovicidni efekat (Strbac i sar., neobjavljeno).

Zakljuéak

Etarska ulja i njihovi sastojci su u razli€itim istrazivanjima pokazali efikasnost protiv razli¢itih
nematoda, trematoda i cestoda domacih zivotinja, za §ta je zasluzan njihov bogat hemijski sastav. Pri tome
bi, izmedu ostalih, posebnu paZnju trebalo obratiti na karvakrol, timol, anetol, cinamaldehid, p-cimen,
citral, geraniol, eukaliptol, mentol, linalool, kamfor, karvon, limonen a trebalo bi imati u vidu i moguénost
primene razli€itih sinergistickih kombinacija ovih jedinjenja. Pored potencijalne visoke efikasnosti,
etarska ulja poseduju i mnoge druge osobine dobrog antihelmintika, kao $to su verovatna manja
mogucénost razvoja rezistencije kod parazita, niska toksi¢nost za Zivotinje 1 manje koli¢ine rezidua, zbog
cega predstavljaju obecavajucu alternativu u borbi protiv antihelminti¢ke rezistencije. Medutim, potrebna
su dodatna in vivo ispitivanja, kao i studije toksi¢nosti kako bi se ovi zakljuéci potvrdili.
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Apstrakt

Metabolizam masti kod prezivara razlikuje se u odnosu na monograstri¢ne vrste. U ovom radu je
opisan metabolizam slobodnih masnih kiselina, holesterola, triglicerida i lipoproteina i njigova medusobna
krava u vidu insulinske rezistencije, ketoze 1 masne jetre direktno je vezan za metabolizam masti. Takode,
odredivanje koncentracije neesterifikovanih masnih kiselina i ketona predstavljaju najznacajniji aspekt
procene zdravlja kod krava u razli¢itim periodima laktacije.

Kljucne reci: krave, lipidi, metabolizam.
Abstract

Fat metabolism in ruminants differs from that of monograstric species. This paper describes the
metabolism of free fatty acids, cholesterol, triglycerides and lipoproteins and their interrelationship.
Knowledge of fat metabolism is of great importance, because the complex of the most common diseases
in dairy cows in the form of insulin resistance, ketosis and fatty liver is directly related to fat metabolism.
Also, the determination of the concentration of non - esterified fatty acids and ketones is the most
important aspect of health assessment in cows in different lactation periods.

Key words: cow, lipid, metabolism.
Metabolizam slobodnih masnih kiselina

Metabolizam masti kod prezivara se razlikuje od metabolizma kod neprezivara. Naime, prirodna
hrana prezivara sadrzi manji procenat masti, ali zbog unete velike mase, koli¢ina masti nije zanemarljiva.
Zatim, zahvaljuju¢i specifiénim aktivnostima mikroorganizama buraga dolazi do hidrogenizacije
nezasi¢enih masnih kiselina, tako da je masno tkivo prezivara uglavnom sastavljeno od zasi¢enih masnih
kiselina. Takode, sasvim malo masnih kiselina se resorbuje preko creva u obliku hilomikrona putem limfe,
dok se najveéi deo resorbuje u obliku nizih masnih kiselina kroz sluzokoZzu buraga.

Smatra se da su sir¢etna kiselina, a u manjem stepenu i buterna, primarni supstrati za sintezu
masnih kiselina kod prezivara, odnosno da ulogu koju ima glukoza u lipogenezi kod neprezivara pripada
acetatu kod prezivara. Kod prezivara postoje dva vazna puta za ulazak slobodnih masnih kiselina u
cirkulaciju. Jedan je preko hilomikrona kao rezultat resorpcije triglicerida iz hrane, a drugi razgradnjom
triglicerida u jetri i masnom tkivu.

Masne kiseline koje se koriste za sintezu jetrinih triglicerida poti¢u u manjoj meri iz endogene
sinteze u jetri iz acetil-Co-A, a u ve¢em delu iz preuzetih slobodnih masnih kiselina iz cirkulacije koje
uglavnom nastaju lipolizom iz masnog tkiva. U periodu zasusenja kod krava acetat se koristi za sintezu
masnih kiselina u masnom tkivu, a u toku laktacije najveci “potrosa¢” acetata je mle¢na Zlezda u kojoj on
predstavlja osnovni supstrat za sintezu mle¢ne masti.
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Slobodne masne kiseline su u cirkulaciji u kompleksu sa albuminima i predstavljaju alfa-
lipoproteinsku frakciju. Utvrdeno je u krvnoj plazmi goveda metodom gasne hromatografije 12 slobodnih
masnih kiselina od kojih su palmitinska, stearinska, oleinska i linoleinska zastupljene u najvecem
procentu. Osim toga, ustanovljeno je kod prezivara, koji daleko ¢eS¢e uzimaju hranu u toku dana, da
hranljive supstance stalno priticu iz digestivnog trakta pa je zbog toga koncentracija slobodnih masnih
kiselina u krvi relativno niska i na konstantnom nivou.

Slobodne masne kiseline su vrlo vazan sastojak krvne plazme u procesu lipomobilizacije u
peripartalnom periodu kod krava. Razlog velike varijabilnosti njihove koncentracije u krvi su njihov vrlo
kratak poluzivot od svega 2 do 3 minuta. Stoga se smatra da su slobodne masne kiseline metabolicki
najaktivniji sastojak masti u organizmu.

Neesterifikovane masne kiseline mogu da se metabolisu u svim tkivima osim u mozgu i testisima
kod muzjaka. Medutim, najve¢i deo metabolizma masnih Kiselina se odvija u jetri u slede¢im
metabolickim procesima:

1. potpuna oksidacija masnih kiselina do CO; i H,0O;

2. delimi¢na oksidacija masnih kiselina do acetil-Co-A i sinteza ketonskih tela;

3. resinteza (reesterifikacija) masnih kiselina u trigliceride i njihov transport iz jetre sa VLDL-
frakcijom lipoproteina;

4. resinteza triglicerida i njihovo zadrzavanje u jetri sa mogu¢no$¢u nastanka masne infiltracije
¢elija jetre.

Metabolizam holesterola

Gotovo sve Celije koje sadrze jedro sposobne su da sintetiSu holesterol. To se narocito odnosi na Celije
jetre, kore nadbubrega, creva, koze, testisa i aorte. Za razliku od Coveka, kod koga je sinteza holesterola u
crevima vrlo znacajna, kod Zivotinja se najvece koli¢ine holesterola sintetiSu u jetri. Holesterol je tipi¢an
proizvod zivotinjskog metabolizma, a kod biljojeda koji hranom unose vrlo malo holesterola, jetra
predstavlja centralni organ sinteze ovog jedinjenja. Acetil -CoA je izvor svih ugljenikovih atoma u
holesterolu, a utvrdeno je da kod prezivara u najvecem procentu poti¢e od acetata nastalog razlaganjem
hrane u buragu.

Holesterol je osnovni prekurzor zu¢nih kiselina, ali od holesterola se sintetiSe 5 klasa steroidnih
hormona: progesteron, hormoni kore nadbubrezne zlezde, hormoni folikula jajnika i hormoni testisa.
Nakon sinteze u hepatocitima holesterol se prenosi u krv u obliku lipoproteina. Najveéi deo holesterola
nalazi se u LDL frakciji (B-lipoproteini) koji nastaju iz VLDL frakcije. Medutim, u uslovima u kojima je
VLDL frakcija viSe zastupljena, proporcija holesterola u ovoj frakciji se povecava. Koncentracija LDL
frakcije holesterola je u krvnom serumu krava niska. Takode, u uslovima kada dolazi do povecanja
koncentracije slobodnih masnih kiselina u krvi dolazi i do povecane sinteze i oslobadanja VLDL frakcije
iz jetre.

Smatra se da je 80 do 90 posto holesterola u obliku estara sa vi§im masnim kiselinama, a ostali manji
deo je u obliku slobodnog holesterola. Eliminacija holesterola se vrsi posle njegove konverzije u zu¢ne
kiseline i preko zuci izlucuje se fecesom, a samo mali deo je u obliku neutralnih steroida. Utvrdeno je da
kada se sadrzaj holesterola u hrani povecava za 2 posto, endogena produkcija u jetri opadne za 10 do 30
posto. Posto se osnovna sinteza holesterola odvija u jetri, do poremecaja u sintezi nastaje kod krava sa
oSte¢enom funkcijom jetre.

Naime, viSe autora je utvrdilo opadanje koncentracije holesterola u krvi u peripartalnom periodu kod
visoko-mle¢nih krava koje imaju izrazen energetski deficit. Tako su utvrdene znacajno nize koncentracije
holesterola u krvi kod krava sa masnom jetrom odmah nakon porodaja, $to jasno ukazuje da pri oste¢enju
hepatocita opada i njihova sposobnost da sintetiSu holesterol. Kod eksperimentalno izazvane nekroze tkiva
jetre kod ovaca, utvrdio velike varijabilnosti u koncentraciji holesterola u krvi oglednih Zivotinja, ali sa
tendencijom opadanja.

Pokazano je da kod visoko-mle¢nih krava dolazi do znacajnog smanjenja koncentracije holesterola u
krvi u peripartalnom periodu u odnosu na vrednosti utvrdene 2 do 3 meseca pre partusa, odnosno 1 do 2
meseca posle partusa. Ove promene su narocito izrazene kod Zivotinja gde je utvrdena masna infiltracija i
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degeneracija ¢elija jetre.

Kod krava sa visokom koncentracijom ukupnog holesterola u krvi pre teljenja, postoji mala
verovatnoca da u periodu posle teljenja obole od ketoze ili drugih poremecaja metabolizma masti.

Uloga holesterola u metabolizmu kod prezivara je vrlo vazna, posto zivotinje hranom unose male
koli¢ine holesterola. Zbog toga se svaka promena u funkciji jetre direktno odrazava na sintezu i
metabolizam holesterola, kao i njegovih derivata, a naro€ito steroidnih hormona (glukokortikosteroidi i
polni hormoni).

Metabolizam triglicerida i lipoporteini kod krava

Subkutano masno tkivo predstavlja najznacajniji depo triglicerida u organizmu i utvrdeno je da je
ono metabolicki veoma aktivno. Naime, deponovani trigliceridi u masnom tkivu stalno podlezu procesu
lipolize i reesterifikacije (lipogeneze). Mnogi od nutricionih, metabolickih i hormonalnih faktora regulisu
metabolizam masnog tkiva i deluju kako na proces lipolize, tako i lipogeneze. Od balansa ova dva
procesa, zavise koli¢ine triglicerida u masnom tkivu, odnosno koncentracija slobodnih masnih kiselina u
krvnoj plazmi. PosSto nivoi slobodnih masnih kiselina u krvi imaju najve¢i uticaj na metabolizam drugih
tkiva, a narocito jetre i misica, faktori koji uti¢u na masno tkivo i regulisu koncentraciju slobodnih masnih
kiselina u krvi deluju indirektno i na ostala tkiva. Po§to se masti ne rastvaraju u krvi one se transportuju do
drugih tkiva vezane za proteine krvne plazme (apoproteini). Drugim recima, da bi se metabolizam masti
odvijao neometano potrebno je da u krvi postoji odgovarajuci "pool" transportnih lipoproteinskih sistema
koji omogucavaju transport hidrofobnih molekula masti kroz vodenu sredinu krvne plazme. Lipoproteini
se sintetiSu od apoproteina i lipida u cisternama agranulisanog i granulisanog retikuluma i Goldzijevoj
zoni hepatocita. Po podacima mnogobrojnih autora, lipoproteini se mogu svrstati u vise frakcija na osnovu
njihovog gradijenta gustine kod ultracentrifugovanja ili pokretljivosti pri elektroforezi (Tabela 1).

Tabela 1. Osnovne karakteristike lipoproteina krvne plazme goveda

Elektroforetska Dijametar ~ Gradijent  Sadrzaj Sadrzaj masti %

Klasa L . 0 .
pokretljivost (nm) gustine S¢°  proteina % Holesterol _ Triglicerici
Hilomikroni slaba 80-5000 0,95 2 3-15 72-90
Lipoproteini vrlo male

qustine (VLDL) pre-beta 30-80  0,95-1,006 8 15-25 50-72

Lipoproteini male beta 1625 1,006-1,063 22 25-45 10-50
gustine (LDL)

Lipoproteini velike alfa 713 1063121 45 20-45 2-10

gustine (HDL)

Legenda: VLDL - Very low density lipoprotein; LDL - Low density lipoprotein; HDL - High density lipoprotein; S¢
- Svedbergova jedinica oznacava stepen flotacije.

Zbog male zastupljenosti hilomikrona u krvnoj plazmi kod preZivara, glavni transportni sistem za
trigliceride od enterocita do jetre, kao i od jetre do ekstrahepati¢kih tkiva, redstavlja VLDL frakcija
lipoproteina.

Poluzivot hilomikrona i VLDL frakcije lipoproteina u krvnoj plazmi prezivara, veoma je kratak, samo
2 doll minuta, $to je jedan od razloga njihove vrlo niske koncentracije u krvi. Stoga su HDL frakcije
zastupljene sa 70 posto, a LDL frakcije lipoproteina sa 20 posto od ukupne koli¢ine lipoproteina krvi.
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Trigliceridi su najvise procentualno zastupljeni u VLDL frakciji, pa je uloga jetre u sintezi ove frakcije od
velike vaznosti za metabolizam triglicerida. Ukupni lipidi normalno ¢ine oko 5 posto od ukupne mase
jetre krava. U zdravoj jetri 75 posto masti ¢ine fosfolipidi, a ostatak su najcesce trigliceridi.

lako je sinteza triglicerida u jetri vrlo aktivna procesom esterifikacije slobodnih masnih kiselina koje
poti¢u iz masnog tkiva, koli€ina triglicerida u jetri je mala, poS§to VLDL frakcijom lipoproteina vrlo
efikasno mogu da se transportuju novosintetizovani trigliceridi iz jetre, a koji se koriste u metabolicke
svrhe drugih tkiva. Smatra se da se trigliceridi u normalnim uslovima ne akumuliraju u jetri posto se iz
jetre transportuju istom brzinom kojom se i sintetiSu. Zbog toga je uloga jetre u sintezi lipoproteina
odlucujuca za normalno funkcionisanje metabolizma masti u organizmu.

Prema nekim podacima kod krava je ogranic¢ena sposobnost ¢elija jetre da sintetiSe VLDL frakciju
lipoproteina, pa zbog toga postoji velika opasnost da se kod njih nakupe trigliceridi u jetri i tako nastane
masna infiltracija i degeneracija hepatocita. Takode je kod goveda utvrdeno, da je za vreme gladovanja
sposobnost sekrecije VLDL frakcije lipoproteina jetre zna¢ajno smanjena. Kod krava kod kojih je nastala
jetrina lipidoza, smanjeno je otpustanje triglicerida iz jetre i zbog toga je koncentracija lipoproteina
bogatih trigliceridima u krvnom serumu veoma niska.

Do smanjenja sinteze lipoproteinskih frakcija u jetri moze do¢i i usled nedostatka metionina, donatora
metil grupa, koji je jedan od osnovnih prekurzora u sintezi lipoproteina. To moZe da bude jedan od razloga
nakupljanja triglicerida u hepatocitima, ¢ak i pri normalnoj sintezi i prilivu masnih kiselina u jetri.

Kod krava pri optimalnoj telesnoj kondiciji mast je prisutna u jetri priblizno oko dve nedelje pre
teljenja, raste na priblizno 20 posto na jednu nedelju posle teljenja i opada polako na normalni nivo, manje
od 5 posto, 26 nedelja posle teljenja. Ove promene u jetri krava su funkcionalne i reverzibilne i odnose se
na metabolicke zahteve organizma za vreme kasnog graviditeta i rane laktacije (Reid i sar., 1983). Veliki
zahtevi u energiji kod visoko-mle¢nih krava pojavljuju se odmah nakon teljenja, §to rezultira znac¢ajnim
rastom mobilizacije masti iz telesnih rezervi, uglavnom iz potkoznog tkiva u cirkulaciju, a odatle masti se
uglavnom transportuju u jetru, misice i bubrege. Osnovna karakteristika mobilizacije masti u organizmu je
povecana koncentracija slobodnih masnih kiselina u krvi. To rezultira rastom jetrine lipogeneze,
opadanjem sadrzaja glikogena u jetri i neadekvatnim transportom lipoproteina iz jetre. Najvecéi procenat
masti u jetri tada je u obliku triglicerida (95 posto), $to je posledica ograni¢enog kapaciteta jetre prezivara
da sintetiSe lipoproteine male gustine. Suprotno tome koncentracije fosfolipida u jetri se naglo smanjuju,
Sto joS§ viSe ograniCava sintezu lipoproteina, a rezultat toga je nastanak masne infiltracije i degeneracije
hepatocita.

Slobodne vise masne kiseline krvi su glavni izvor masnih kiselina koje se Koriste za sintezu
triglicerida u jetri i lipoproteinske komplekse krvne plazme. U periodima mobilizacije masti, jetra
preuzima i esterifikuje povecane koliCine slobodnih masnih kiselina. Medutim, sinteza lipoproteina nije
srazmerna prilivu slobodnih masnih kiselina i zbog toga dolazi do nagomilavanja novosintetisanih
triglicerida u hepatocitima, pa tako nastaje masna jetra. To znaci, da pri velikom prilivu slobodnih masnih
kiselina u jetru u vreme pojacane lipomobilizacije, jetra nije u stanju da izmetaboliSe slobodne masne
kiseline do krajnjih produkata metabolizma (CO, i H,0O) ili da ih reesterifikovane transportuje iz jetre
pomoc¢u VLDL frakcije lipoproteina, tako da se novosintetisovani trigliceridi zadrzavaju u jetri. Zbog toga
se velike koli¢ine stvorenog acetil-Co-A, procesom B-oksidacije upotrebljavaju za intenzivnu produkciju
ketonskih tela. To su osnovni razlozi zbog kojih kod visoko-produktivnih mleénih krava posle partusa
nastaju poremecaji u metabolizmu masti u jetri i kao posledica toga masna jetra i ketoza.

Od dinamicke ravnoteze metabolizma triglicerida u masnom tkivu, odnosno od procesa razgradnje do
glicerola i masnih kiselina, kao i njihove ponovne reesterifikacije i uske povezanosti sa njihovim
metabolizmom u jetri i otklanjanje iz jetre pomocu VLDL frakcije lipoproteina, u mnogome zavisi
pravilno odvijanje metabolizma masti.
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Sazetak

Peripartalni period je period intenzivnog metabolickog stresa za mlecne Zivotinje. Metabolicki procesi u
peripartalnom periodu nalaze se pod kontrolom veoma suptilnih homeoretskih kontrolnih mehanizama,
kako bi se rad tkiva i organa prilagodio potrebama organizma u datom periodu.Oksidativni stres kod krava
u peripartalnom periodu posledica je lipidne peroksidacije. Na osnovu ispitivanja oksidativhog statusa
visoko mlecnih krava u tranzicionom periodu, doslo se do zakljucka da je zajednicki uzrok patoloskih
stanja u ovom periodu narusena ravnoteza izmedu oksidanasa i antioksidansa, tj. pojava oksidativnog
stresa. Kod krava u peripartalnom periodu je dokazano da je promena koncentracije lipida u plazmi
povezana sa lipidnom mobilizacijom i moze uticati na aktivnost leukocita i povecenje incidence bolesti. U
slicnim ispitivanjima je dokazano smanjenje ukupnog broja leukocita u peripartalnom periodu ima za
posledicu smanjenje odbrambenih sposobnosti organizma.*® Sve navedeno govori u prilog instrazivanju
da je inflamacija vaZzan faktor za nastajanje metabolickih poremecaja u krava u tranzicionom
periodu.Zapaljenske procese karakteriSe oslobadanje proinflamatornih citokina TNF-a (faktor nekroze
tumora-a), kao i interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6) i interferon-Y (IFN-Y) koji se smatraju
esencijalnim citokinima za pokretanje sistemskog inflamatornog odgovora. TNF-o. (faktor nekroze tumora-
a)smanjuje proizvodnju glukoze u jetri, podsticu¢i ujedno esterifikaciju masnih kiselina u obliku
triglicerida.Povecana koncentracija proinflamatornih citokina moze u znacajnoj meri da utiCe na
metabolicko prestrojavanje u ranoj laktaciji, potenciraju¢i nastanak metaboli¢kog stresa 1 lipidne
mobilizacije i ketogeneze.

Kljucne reéi: krave, metabolicki stres, oksidativni stres, inflamacija, ketoza.

Abstract

The peripartal period is a period of intense metabolic stress for dairy animals. Metabolic processes in the
peripartum period are controlled by very subtle home-theoretical control mechanisms, in order to adapt the
tissue and organs to the needs of the organism in a given period. Oxidative stress in cows in the
peripartum period is due to lipid peroxidation. Based on the examination of the oxidative status of high
dairy cows in the transition period, it was concluded that the common cause of pathological conditions
during this period is a disturbed balance between oxidants and antioxidants, ie. occurrence of oxidative
stress. In cows in the peripartum period, a change in plasma lipid concentration has been shown to be
associated with lipid mobilization and may affect leukocyte activity and increase disease incidence.
Similar studies have shown a decrease in total leukocyte counts in the peripartal period, resulting in a
decrease in the body's defense capabilities.30 All of this indicates that inflammation is an important factor
in the development of metabolic disorders in cows during the transition period. o (tumor necrosis factor-
a), as well as interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) and interferon-Y (IFN-Y'), which are considered
essential cytokines to trigger a systemic inflammatory response. TNF- a (tumor necrosis factor-a) reduces
the production of glucose in the liver, encouraging at the same time the esterification of fatty acids in the
form of triglycerides.

Key words: cow,metabolic stress, oxidative stress, inflammation, ketosis.
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Promene u oksidativnom statutu krava i povezanost sa ketozom

Peripartalni period je period intenzivnog metaboli¢kog stresa za mlecne Zivotinje. Metabolicki
procesi u peripartalnom periodu nalaze se pod kontrolom veoma suptilnih homeoretskih kontrolnih
mehanizama, kako bi se rad tkiva i organa prilagodio potrebama organizma u datom periodu.*

Oksidativni stres kod krava u peripartalnom periodu posledica je lipidne peroksidacije.” Za ovaj
period karakteristina je intenzivna lipomobilizacija kao i velike promene U prometu energije koje
predstvaljaju znacajan izvor oksidanasa i potencijalni okida¢ za nastanak oksidativnog stresa. Oksidativni
stres mozemo definisati kao medusobni odnos oksidanasa i1 antioksidanasa, odnosno oksidativni stres
nastaje kao posledica disbalansa izmedu proizvodnje reaktivnih metabolita kiseonika (Reactive Oxygen
Metabolites, ROM ili Reactive Oxygen Species, ROS) i kapaciteta antioksidativnih mehanizama za njihovu
neutralizaciju.® Oksidacija NEFA dovodi do poveéane proizvodnje ROS 3to doprinosi razvoju
oksidativnog stresa.*

Razlaganjem lipida putem oksidacije, nastaje meduproizvod malondialdehid (MDA) koji se Cesto
se smatra i indikatorom peroksidacije lipida u organizmu. Malondialdehid brzo reaguje sa tiobarbiturnom
kiselinom daju¢i reaktivnu supstancu TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances). Intenzitet
oksidacije lipida moze se utvrditi odredivanjem koncentracije MDA i TBARS. Oksidativni stres je
najintenzivniji u nedelji posle teljenja, jer je tada koncentracija MDA statisticki znacajno visa u odnosu na
ostale periode laktacije.?

Postoji i pozitivna korelacija izmedu telesne mase Zzivotinje u peripartlanom periodu i
oksidativnog oSteCenja, naime krave koje su pre teljenja imale prekomreno telesnu masu, su usled
intenzivne lipomobilizacije u postpartalnom periodu bile osetljivije na oksidativni stres od Zivotinja
optimalne telesne kondicije.

Bez obzira na veliki broj ¢inioca koji se mogu dovesti u vezu sa nastankom oksidativnog stresa,
glavni razlog koji dovodi do nastanka oksidativnog stresa i posledi¢nog oSteéenja Celija jeste smanjena ili
nedovoljna antioksidativna aktivnost. Usled povecanja slobodnik radikala, kao prvi sistem odbrane
aktivira se antioksidativna mreza koja se sastoji od antioksidativnih supstanci male i velike molekulske
mase. Antioksidansi male molekulske mase su neSto brojniji, i u ovo grupu ubrajaju se glutation (GSH),
vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (askorbinska kiselina), karotenoidi, flavonoidi i dr.. Njihova aktivnost
omogucena je enzimima dehidroaskorbat reduktazom i glutation reduktazom, koje ih nakon reakcije sa
oksidansima vracaju u neoksidisano stanje. Antioksidansi velike molekulske mase su manje brojni i
uglavnom predstavljaju enzimske sisteme, kao §to su supreoksid-dismutaza (SOD), koja katalizuje
spajanje dva molekula superoksidnog radikala u jedan molekul vodonik-peroksida i jedan molekul
kiseonika), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPx) koje katalizuju razlaganje vodonik-peroksida.

Na osnovu ispitivanja oksidativnog statusa visoko mle¢nih krava u tranzicionom periodu, doslo se
do zakljucka da je zajednicki uzrok patoloskih stanja u ovom periodu narusena ravnoteza izmedu
oksidanasa i antioksidansa, tj. pojava oksidativnog stresa.®’

Tranzicioni period je period negativnog energetskog bilansa, potrebe ploda i mle¢ne Zlezde ne
mogu biti zadovoljene koli¢inom unete hrane, zbog ¢ega dolazi do intezivne lipomobilizacije koja za
posledicu ima povecanje koncentracije neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA). Jedan deo slobodnih
masnih kiselina moZe da posluzi kao izvor energija, ali usled intezivne mobilizacije, javlja se veliki viSak
ovih kiselina preusmerava u pravcu sinteze ketonskih tela. Tom prilikom visoko mlecne krave ulaze u
jednu od podvrsta oksidativnog stresa, oznagenu kao ,,metabolicki“ oksidativni stres.?

Negativni energetski bilans i metabolicki stres sa sobom povlace poremecaj zdravlja i
reproduktivnih osobina i smanjenu dobrobit.>'® Antioksidativna zagtita visoko mle&nih krava uslovljena je
nizom faktora, medu kojima su partus i pocetak laktacije vrlo bitni. Na osnovu vrSenih istraZivanja
utvrdeno je da se pri restriktivnoj ishrani, kao i u rasa krava sa manjom mle¢no$cu (manji nivo
energetskog disbalansa) nivo oksidativnog stresa manji.**
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Inflamatorni odgovor kod krava u ranoj laktaciji i njena povezanost sa ketozom

Peripartalni period i pocetak laktacije, karakteriSe veliki broj inflamatornih procesa koji dodatno
opeterecuju zivotinju u ovom tranziocionom periodu. Medu naj¢es¢im inflamatornim procesima navode se
mastitisi i metritisi koju nepovoljno deluju na energetski status jedinki tako §to smanjuju koli¢inu
konzumirane hrane i pokrecu lipolizu.™

Pojacana lipoliza u masnom tkivu dovodi do povecanja koncentracije NEFA u plazmi, dok
pokretanje akutnog inflamatornog odgovora dovodi do povecanja koncentracije glukoze, a potom sledi
hipoglikemija.™

Zapaljenske procese karakteriSe oslobadanje proinflamatornih citokina TNF-o (faktor nekroze
tumora-a)), kao i interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6) i interferon-Y (IFN-Y) koji se smatraju
esencijalnim citokinima za pokretanje sistemskog inflamatornog odgovora.****

TNF-a (faktor nekroze tumora-o)smanjuje proizvodnju glukoze u jetri, podsticué¢i ujedno
esterifikaciju masnih kiselina u obliku triglicerida.™*

Povecana koncentracija proinflamatornih citokina moze u znacajnoj meri da uti¢e na metabolicko
prestrojavanje u ranoj laktaciji, potenciraju¢i nastanak metabolickog stresa i lipidne mobilizacije i
ketogeneze.'” Citokini uti¢u na proces lipomobilizacije putem smanjenja apetita odnosno narusavanjem
osetljivosti perifernih tkiva na insulin, kao i direktnom stimulacijom procesa lipolize.® Intenzivna
lipomobilizacija ima za posledicu nastanak ketoze i masne jetre kod krava.*

Citokina mogu imati direktan efekat na metabolizam jetre, a ujedno igraju mogu kljuénu ulogu u
patogenezi metabolickih poremecaja krava u peripartalnom periodu, naro¢ito kod onih izloZenih
inflamaciji ili optereéenih prekomernim koli¢inama masti u telesnim depoima.?***# Ujedno citokini jetri
pokrecu sintezu pozitivnih proteina akutne faze (haptoglobina, serum amiloida-A i ceruloplazmina) $to
moze da ima nepozeljan efekat na tranzicioni period krava.

Zapazen je znacajan porast haptoglobina kod krava u toku razli¢itih zapaljenskih procesa, a kod
krava tokom partusa zabezeno je povecavanje koncentracije ovog proteina u odnosu na vrednosti
zabelezenih pre i posle partusa.”® Na osnovu sprovedenih istraZivanja zabeleZeno je i poveéanje
koncentracije haptoglobina i serum amiloida A tokom perioda rane laktacije. %%

Naime, povecana sinteza haptoglobina, ceruloplazmina i serum amiloida-A u jetri je od velikog
znacaja jer pospesuje zarastanje i obnovu tkiva, ali moze da umanji sintezu drugih apolipoproteina koji su
neophodni za transport lipida iz jetre, poveéavajuéi tako rizik za deponovanje masti u hepatocitima.?

Period rane laktacije pored poveéanja koncentracije proinflamatornih citokina i proteina akutne
faze, karakteriSe i smanjenje koncentracije albumina, hemoglobina i holesterola.”* Albumini &ine veéinski
deo ukupnih proteina dok proteini akutne faze i njihove frakcije imaju minimalno uéesée u ukupnoj
koncentraciji proteina, tako da ¢e smanjenje albumina biti vidljivo u ukupnoj koncentraciji proteina, bez
obzira na povecanje proteina akutne faze na samom pocetku laktacije. Kako je jetra mesto sinteze
albumina, smanjenje koncentracije ukupnih proteina i koncentracije albumina bi se moglo povezati sa
smanjenom sintezom albumina u jetri tokom inflamacije.”® Snizena albuminemija mozZe se dovesti u vezu
sa opterecenim funkcionalni kapacitet jetre u peripartalnom periodu.?”?®

Kod krava u peripartalnom periodu je dokazano da je promena koncentracije lipida u plazmi
povezana sa lipidnom mobilizacijom i moze uticati na aktivnost leukocita i poveéenje incidence bolesti.”®
U sli¢nim ispitivanjima je dokazano smanjenje ukupnog broja leukocita u peripartalnom periodu ima za
posledicu smanjenje odbrambenih sposobnosti organizma.** Sve navedeno govori u prilog instrazivanju
da je inflamacija vazan faktor za nastajanje metaboli¢kih poremeéaja u krava u tranzicionom periodu.*
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Oxidative stress

Triad

NEFAs and BHB are
immunosuppressive .22 and
™ increase inflammation by

Excessive lipid activation of NF-x8 Inflammatory and
mobilization eroimflammatory oytoime TNFec| iIMMUNe dysregulation

promotes lipolysis directly and “-
by reducing DMI [1¢]

Slika 1: Trijada metaboli¢kog stresa: povec¢ana lipidna mobilizacija, oksidativni stres i inflamacija.*
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Sazetak

Cilj ovog rada je da se utvrdi uticaj niacina na metabolizam holesterola i ispita kako se istrazivani uticaj
odrazava na zapaljenske procese i funkcionlani status jetre kod krava u ranoj laktaciji. Ogled je izvrSen na
30 krava Holstajn-frizijske rase: 15 koje su primale niacin i 15 krava u negativnoj kontroli. Niacin je
aplikovan u periodu dve nedelje pre i dve nedelje posle teljenja. Krv je uzimana venepunkcijom
v.coccigea kod krava u periodu pre jutarnjeg hranjenja, u momentu teljenja, potom jednu i dve nedelje
nakon teljenja. Aplikacija niacina dovodi do smanjenja koncentracije tumor necrosis factor alpha (TNF-a.),
haptoglobina i nonesterified fatty acid (NEFA), dok na vrednosti fibrinogena nije pokazao znacajan
efekat. Aplikacija niacina povecava vrednost holesterola, albumina i smanjuje vrednost bilirubina, $to je
znak boljeg funkcionalnog stanja hepatocita. Niacin pored antilipolitickog efekta, pokazuje i
antiinflamatorni efekat koji moze biti znacaj mehanizam u zaStiti hepatocita u ranoj laktaciji kod
mleémnih krava. Od velikog znaCaja se pokazao uticaj niacina na TNF-a, jer ovaj citokin kontrolise
korelaciju izmedu lipolize i metabolizma holesterola sa inflamatornim odgovorom, posmatrano kroz
indeks funkcionalnog statusa jetre.

Klju¢ne reéi: krave, holesterol, jetra, niacin, tumor necrosis factor alpha.

Abstract

The aim of this study is to determine the effect of niacin on cholesterol metabolism and functional liver
status in cows in early lactation. The experiment was performed on 30 Holstein-Friesian cows: 15
receiving niacin and 15 cows in negative control. Niacin was administered for two weeks before and two
weeks after calving. Blood was taken by venipuncture of v.coccigea in cows before feeding in the
morning, at the time of calving, and then one and two weeks after calving. Niacin administration reduced
the concentration of tumor necrosis factor alpha (TNF-a), haptoglobin and nonesterified fatty acid
(NEFA), while it showed no significant effect on fibrinogen values. Niacin administration increases
cholesterol, albumin, and bilirubin levels, which is a sign of a better functional state of hepatocytes.
Niacin, in addition to its antilipolitic effect, also exhibits an anti-inflammatory effect, which may be a
significant mechanism in the protection of hepatocytes in early lactation in dairy cows. The influence of
niacin on TNF-o has been shown to be of great importance, as this cytokine controls the correlation
between lipolysis and cholesterol metabolism with an inflammatory response, viewed through an index of
liver functional status.

Key words: cows, cholesterol, liver, niacin, tumor necrosis factor alpha.

Uvod

U peripartalnom periodu kod krava razvija se stanje metabolickog stresa koji se karakteriSe smanjenim
unosom hrane, negativnim energetskim bilansom, poveéanom lipolizom i ketogenezom i razvojem
insulinske rezistencije (Sundrum, 2015; Cincovi¢ i sar., 2018; Lakic¢ i sar., 2018). Povecana lipoliza kod
krava moze dovesti do odpustanja vece koliCine proinflamatornih citokina iz masnog tkiva koji se
nazivaju adipokini, a najvazniji je tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a) (Sordillo i Raphael, 2013).
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Jetra je glavni organ metabolizma u ranoj laktaciji gde se preraduje viSak masti, a lipidna peroksidacija i
izraZena ketogeneza pored zamaséenja jetre, mogu pokrenuti i inflamatorni odgovor. Ohtuska i sar. (2001)
su primetili pove¢anu aktivnost TNF-o u serumu kod krava sa umerenim do teskim sindromom masne
jetre (Ohtsuka i sar., 2001). Koncentracije haptoglobina i serum amiloida A su povecane u plazmi kod
krava kod kojih se razvila masna jetra (Ametaj i sar., 2005). Bertoni i sar. (2008) su potvrdili da kod krava
koje su klasifikovane kao krave sa visokim inflamatornim indeksom postoji visa vrednost bilirubina, AST,
GGT i niza vrednost albumina i holesterola, $to ukazuje na biohemijski profil masne jetre. Trevisi i sar.
(2009) su potvrdili da inflamatorni medijatori direktno izazivaju metabolicke promene, tako §to su vrsili
peroralnu aplikaciju interferon-a tokom poslednje 2 nedelje gestacije, Sto je dovelo do inflamacije jetre i
oslobadanja proteina akutne faze.

Niacin ispoljava antilipoliticki efekat i dovodi do smanjenja insulinske rezistencije u ranoj laktaciji i utice
pozitivno na funkcionalni status jetre (Cincovi¢ i sar., 2018a; Titgemeyer i sar., 2011). Antilipoliticki
efekat nikotinska kiselina ostvaruje posredstvom nikotinskog receptora GPR109A, dok nikotinamid ima
malu moguénost vezivanja za GPR109A receptor (Gille i sar.,2008). Aktivacijom GPR109A receptora,
inhibira se aktivnost adenilat ciklaze, posledi¢no se inaktiviSe proteinkinaza A i smanji fosforilacija
hormon osetljive lipaze te se lipoliza smanjuje (Offermanns, 2006). Davanje antiinflamatornih lekova u
peripartalnom periodu takode dovodi do smanjenja lipolize i stabilizacije funkcionalnog statusa jetre
(Kovacevi€ 1 sar., 2019). Uzimajuc¢i u obzir da je lipoliza pokreta¢ inflamatornog odgovora, a da niacin
ima antilipoliticko dejstvo, te Cuva holesterol, otvara se moguénost i antiinflamatornog delovanja niacina
(Liisar., 2017).

Materijal i metode

Krave i menadzment - Ogled je izvrSen na 30 krava HolStajn-frizijske rase u drugoj i trec¢oj laktaciji, bez
znakova poremecaja zdravlja, uz proizvodnju mleka 7500+950 litara. Krave su gajene u slobodnom
sistemu, na dubokoj prostirci, ali se u tranzicionom periodu bile u porodilisu, gde je postojao vezani
sistem. Ishrana krava je obro¢na, dok je u porodilistu posle partusa bila po volji. Krave su hranjene
miksovanim obrokom kojim se zadovoljavaju kompletne potrebe krava. Krave uzimaju vodu ad libitum.
Obrok za krave u ranoj laktaciji se pravi da zadovolji sledece standarde: proteini (17,5-19,5% SM sirovih
proteina, 30-33% razgradivih proteina od ukupnih, 35-40% nerazgradivih proteina od ukupnih); ugljeni
hidrati (ADF minimum 17-21%, NDF minimum 28-31%, NDF iz kabaste hrane minimum 18-23%,
nestrukturni ugljeni hidrati 35-42%, nivo suve materije iz kabaste hrane minimum 40-45%); energija
(NEL 7-7,4 MJ/kg suve materije obroka); masti u obroku 5-7%.

Aplikacija niacina — Niacin je aplikovan putem hrane per os. Koris¢en je Rovimix®Niacin u dozi koja
omogucuje dostupnost u crevima oko 6-12¢g niacina/dan (60-120g krava/dan u hrani), $to se u predhodnim
istrazivanjima pokazalo kao optimalna bioloSka koncentracija. Niacin je aplikovan u periodu dve nedelje
pre i dve nedelje posle teljenja.

Uzorkovanje krvi — Krv je uzimana venepunkcijom v.coccigea kod krava u periodu pre jutarnjeg hranjenja
kako bi se izbegao prandijalni efekat na vrednost metabolita. Krv je uzeta u momentu teljenja, potom
jednu i dve nedelje nakon teljenja. Uzorci krvi za ispitivanje biohemijskih parametara su sakupljani u
desetomililitarske epruvete sa gel separatorom (BD Vacutainer® SST II Advance, BD Plymoth, UK) koji
u sebi sadrzi silikon koji je activator koagulacije i gel koji predstavlja barijeru izmedu koaguluma i seruma
nakon centrifugiranja. Uzeta krv je u najkracem roku obradena u laboratoriji.

Odredivanje parametara u krvi — Biohemijske analize krvi odredene su na automatskom spektrofotometru
Chemray (Rayto, PRC). Kocnetracija NEFA, albumina, holesterola i bilirubina odredena je standardnim
kolorimetrnijskim kitovima proizvodaca Biosystem (Spain). Faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a),
haptoglobin i fibrinogen odredeni su pomocu standardnih kitova proivodaca Cloud-Clone Corp i o¢itani
na ELISA reader (Rayto, PRC).

Holesterol — Holesterol se odreduje posle enzimatske hidrolize holesterol estera pod dejstvom holesterol
esteraze, kada se dobija holesterol i masne kiseline. Izdvojeni holesterol se oksidise pod dejstvom dodate
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holesterol-oksidaze, kada se formira vodonik-peroksid. Vodonik peroksid reaguje sa fenolom i 4-
aminoantipirinom pod dejstvom peroksidaze dajuci obojeni kvinoneimin.

Rezultati

Aplikacija niacina dovodi do smanjenja koncentracije TNF-a, haptoglobina i NEFA, a porasta
koncentracije holesterola i albumina, dok na vrednosti fibrinogena nije pokazao znacajan efekat.
Aplikacija niacina povecava vrednost albumina, holesterola i smanjuje vrednost bilirubina, uz povecanje
vrednosti LFI(indeks jetrine funkcionalnosti), Sto je znak boljeg funkcionalnog stanja hepatocita. Nadena
je pozitivna korelacija TNF-o sa fibrinogenom, haptoglobnom i NEFA, a negativna korelacija sa
holesterolom i albuminom, §to potvrduje znacaj albumina kao negativnog proteina akutne faze i ulogu
lipolize u razvoju inflamacije kod krava u ranoj laktaciji. Holesterol negativno korelira sa vrednostima
TNF-a, haptoglobinom i NEFA. Korelacija izmedu holesterola i albumina sa haptoglobinom je
kontrolisana preko TNF alfa, Sto ukazuje da antilipoliticki efekat niacina ima direktan uticaj na
antiinflamatorni efekat niacina, te zdruZeni mogu biti dominantnan nac¢in u zastiti jetre.

Grafikon 1: Dijagram rasturanja — graficki prikaz korelacije u funkciji aplikacije niacina (NIACIN —
zeleno, NEGATIVNA KONTROLA-plavo)

CHOL

THNFalfa Haptoglobin ALEB

Tabela 1: Uticaj aplikacije niacina na vrednost ispitivanih parametara

Nedelja Niacin Kontrola SEM Uticaj niacina
TNF-a 0 0,24 0,39 0,004 p<0,01
1 0,28 0,52
2 0,27 0,61
Haptoglobin 0 0,39 0,76 0,012 p<0,01
1 0,44 0,82
2 0,47 0,89
Albumin 0 39,1 32,2 0,42 p<0,01
1 37,82 31,5
2 38,9 33,6
Chol 0 1,82 2,05 0,024 p<0,01
1 1,93 2,19
2 2,08 2,41
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Grafikon 2: Uticaj aplikacije niacina i vrednosti TNFalfa na vrednost holesterola kod krava u
ranoj laktaciji.
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Tranzicija iz perioda mirovanja mlecne zlezde, stanja potpune zasuSenosti ili neaktivnosti u stanje
laktacije predstavlja kriticni period za metabolizam mle¢nih krava, posebno za lipide, jer se naglo pocnu
mobilisati telesne rezerve masti. Zbog ove ¢injenice metabolizam masti, samim tim i holesterola ispitivan
je u brojnim studijama sprovodenim na ljudima, oglednim Zivotinjama i mle¢nim kravama. Naime kod
mlec¢nih krava vazan metabolicki poremecaj koji se dovodi u vezu sa povecanom mobilizuacijom i
metabolizmom masti je masna jetra (Grummer, 1993). Posebno tokom peripartalnog perioda
metabolisanje masti je prvenstveno odgovorno za povecanje energije, te se jetra sve viSe opterecuje
slobodnim masnim kiselinama, NEFA i njihovom daljom oksidacijom ili reesterifikacijom u trigliceride
(Grummer, 1993). Prema podacima iz literature zabeleZena je smanjena koncentracija holesterola, a
povecana koncentrcija bilirubina kod krava u peripartalnom periodu (Pokovi¢ i sar., 2014). PoviSena
koncentracija bilirubina se dovodi u vezu sa puerperalnom ketozom, dok je deficit holesterola posledica
metabolickih poremecaja (Pokovi¢ i sar., 2014). U nasem istrazivanju je naden negativan korelacijski
odnos izmedu albumina i ukupnog bilirubina sa jedne strane, dok je koncentracija izmedu albumina i
holesterola bila pozitivna. Oba nalaza govore u prilog pretpostavci o dobroj oCuvanosti funkcije jetre i
sinteze holesterola, te hepatoprotektivnoj funkciji primenjenog niacina. Nize koncentracije ukupnog
bilirubina se mogu objasniti manjim stepenom zamas¢enja jetre sa NEFA i BHB. Kod ljudi glavni nosioci
holesterola u krvi su lipoproteini niske gustine (LDL), oni prenose holesterol od jetre do perifernih tkiva.
Suprotno ovom procesu, povratak holesterola iz ekstrahepati¢nog tkiva u jetru se odvija preko lipoproteina
visoke gustine (HDL), obrnutim procesom transporta. Kljucni enzimi odgovorni za biosintezu holesterola
su: 3-hidroksi-3-metilgliceril-CoA sintetaza (HMGCS1) i 3-hidroksi-3-metilgliceril-CoA reduktaza
(HMGCR), uvek sa uzajamnom reakcijom, jer HMGCS proizvodi supstrat za HMGCR redukcionu
reakciju (Horton i sar., 1998). Veéina sprovedenih studija je pokazala da se aktivnost ovih enzima kod
mlecnih krava viSe ispoljava tokom rane laktacije, nego li u periodu kasnog greviditeta. Naime sintezu
sterola kontroliSu sterol regulatorni element-vezuju¢i faktori (SREBF-2), a sami se sintetiSu u okviru
membrane endoplazmatskog retikuluma. U slucaju niskog nivoa holesterola mogu se desiti modifikacije
SREBF-a, koje dalje menjaju efekat SREBF-a sa ciljem povecéanja sinteze holesterola, jedino se ne menja
ekspresija mRNA. Naime kada je nivo holesterola nizak, SREBF kontrolisu¢i faktori migriraju iz
endoplazmatskog retikuluma u Goldzijev aparat, gde se nalaza target mesta preko kojih SREBF aktiviraju
ciljne gene (Desvergen i sar., 2006). Neke studije navode da se na kraju graviditeta, pred neposredni
pocetak laktacije pove¢ava nivo m-RNA i SREBF-2 za koje se veruje da uéestvuju u regulaciji biosinteze
holesterola. Uoceno je da postoji pozitivna korelacija izmedu ekspresije mRNA i SREBF-2 sa ekspresijom
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HMGCR i HMGCS-1 a sve jasno ukazuje na pojacanu sintezu holesterola na samom pocetku laktacije.
Pojedinacne frakcije lipoproteina u kojima lipidni deo sacinjava holesterol (VLDL, LDL, HDL) su
znacajno smanjene u periodu pocetka laktacije. Tokom rane laktacije i negativnog energetskog bilansa u
jetri se iz NEFA pojacano sintetiSu trigliceridi a za njihovu evakuaciju iz jetre potreban je VLDL
lipoprotein. Stoga je na pocetku laktacije sekrecija VLDL iz jetre smanjena, a trigliceridi se duze
zadrzavaju zbog manjka VLDL-a. U nasem radu kod ispitivanja korelacije izmedu holesterola sa TNF-a. i
haptoglobinom pokazana je negativna korelacija sa VLDL dok albumin sasvim suprotno, ima pozitivhu
korelaciju sa holesterolom (grafikon 1). Ubrzo se iz ovakvog stanja razvije masna jetra (Gross i sar.,
2013), iz ovga se jasno vidi da holesterol moze biti ograni¢avajuéi faktor sinteze VLDL-a (Loor i sar.,
2007). Da bi se holesterol sintetisao u dovoljnoj meri i ucestvovao u izgradnji lipoproteina direktno zavisi
od prisustva HMGCR i HMGCS-1. Smanjena koncentracija LDL-a u plazmi na pocetku laktacije, moze
biti posledica smanjene sinteze VLDL u jetri, jer LDL nastaje iz VLDL estara holesterola. Fosfolipidni
transfer protein ima razlicite fizioloske funkcije, a najvaznija je prevodenje fosfolipida HDL iz VLDL
(Tall 1 sar., 1985). Fosfatidilholini koji su inace frakcija fosfolipida, su esencijalne komponente za
solubilizaciju holesterola (Rao i sar., 1997). Poznato je da, je jetra centralni organ metabolizma, te se tako
i holesterol iz perifernih tkiva doprema u jetru gde sluzi kao glavna komponenta u sintezi HDL-a
(Vaughan i Oram, 2006). Adenozin-trifosfat je vezujuéi transporter za periferni ¢elijski holesterol, te tako
smanjuje visak holesterola u organizmu otpremanjem u jetru na dalje metabolisanje. Druga studija je
pokazala da insulin takode ima indirektan uticaj na holesterol tako $to povecava HMGCR in vitro
(Bhasker i Fridemann, 2008), a kod pacova sa dijabetesom egzogeno aplikovani insulin je potpuno
obnovio nivo HMGCR (Ness i sar., 1994). Medutim kada je re¢ o mle¢nim kravama, ovi nalazi nisu
potvrdeni niti ima analogije sa uticajem insulina na nivo HMGCR i HMGCSI, kao §to je kod pacova.
Poznato je da kod krava sem laktoze, glavni izvor energije za tele upravo ¢ine mle¢ne masti, od kojih su
trigliceridi sa udelom od (97-98%), dok je holesterol prisutan samo (0,5%), (Bitman i Vood, 1990). Samo
mali deo holesterola mleka, poti¢e od de-novo sinteze u mlecnoj zlezdi, mnogo je izraZeniji unos
holesterola iz krvi (Long i sar., 1980).

Zakljuéak

Na pocetku laktacije nivo holesterola u krvi opada, jer deo odlazi u mle¢nu zlezdu. Niacin dovodi do
porasta vrednosti holesterola uz opadanje vrednosti inflamatornih parametara. Zbog svega navedenog
niacin pokazuje hepatoprotektivnu ulogu.

Zahvalnost

Rad je deo projekta “Znacaj odredivanja i klinicka evaluacija serumskog faktora nekroze tumora alfa
(TNF-a) u proceni inflamatornog odgovora prezivara i pasa” finansiranog od strane Pokrajinskog
sekretarijata za visoko obreazovanje i naucno-istrazivacku delatnost AP Vojvodine.
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Apstrakt

Pre vise od jednog veka zapoceto je sa istrazivanjem metabolic¢kih bolesti kod krava. Izrada metabolic¢kih
profila kao nauc¢no verifikovana procedura zapoceta je sedamdesetih godina XX veka. Od tada do danas
postoji veliki broj laboratorijskih indikatora koji se koriste za ocenu zdravstvenog statusa kod krava.
Hematoloski parametri sluze za procenu inflamatornog odgovora (diferencijalan bela loza) i anemije
(eritrocitni paametri) ili koagulacije krvi (trombociti) i predstavljaju znacajne pokazatelje kod
interpretacije razlicitih bolesti. Za procenu energetskog bilansa odreduje se koncentracija glukoze, NEFA i
BHB. Za procenu funkcionalnog statusa jetre odreduje se koncentracija proteina, jetrini enzimi i bilirubin,
kao i holesterol i trigliceridi koji ukauju na razvoj masne jetre kao Cestog metaboli¢kog problema. Od
makroelemenata najvaznije je odredivanje kalcijuma, magnezijma i fosfora. Pored navedenog kod krava
se u istrazivacke i prakti¢ne svrhe odreduje koncentracija insulina, kortizola, tireoidnih hormona, IGF-I,
progesteron i dr., koji reguliSu celokupan metabolizam. Kod mle¢nih krava postoje brojni faktori koji
uti¢u na vrednost metabolickih parametara. U okviru razliCitih istrazivackih zadataka autori ovog rada su
izveli metabolic¢ke profile i/ili krvne slike preko 3500 krava za proteklih deset godina. Kako bismo
pravilno interpretirali metabolicki profil kod krava u Laboratoriji za patolosku fiziologiju smo izradili
referentne vrednosti za populaciju krava ¢iji parametri su odredivani u nasoj laboratoriji. U ogled je uslo
260 krava Holstajn-Frizijske rase u razli¢itim periodima laktacije. Referentne vrednosti u velikom
procentu odgovaraju referentnim vrednostima iz razli¢itih literaturnih izvora. Zbog poznatog uticaja
laktacije, u daljim istraZivanjima potrebno je predstaviti referentne vrednosti u funkciji perioda laktacije,
tako da zdrave krave u ranoj laktaciji predstavljaju posebnu referentnu grupu zivotinja.

Kljuéne reéi: krave, metabolicki parametri, krvna slika, referntne vrednosti.

Abstract

More than a century ago, research into metabolic diseases in cows began. The production of metabolic
profiles as a scientifically verified procedure began in the 1970s. Since then, there are a number of
laboratory indicators used to evaluate the health status of cows. Hematologic parameters are used to
evaluate inflammatory response (differential white lineage) and anemia (erythrocyte parameters) or blood
coagulation (platelets) and are significant indicators in the interpretation of various diseases. Glucose,
NEFA and BHB concentrations are determined for energy balance assessment. Protein concentration,
hepatic enzymes and bilirubin, as well as cholesterol and triglycerides, are determined to assess liver
functional status, which contribute to the development of fatty liver as a common metabolic problem. The
determination of calcium, magnesium and phosphorus is paramount in determining the mineral status. In
addition to cows, the concentration of insulin, cortisol, thyroid hormones, IGF-I, progesterone, etc., is
regulated for research and practical purposes, which regulate the overall metabolism. In dairy cows, there
are numerous factors that influence the value of metabolic parameters. Within the framework of various
research tasks, the authors of this paper have performed metabolic profiles and / or blood counts of over
3500 cows over the past ten years. In order to correctly interpret the metabolic profile of cows in the
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Laboratory for pathophysiology (Department of Veterinary medicine Novi Sad), we have drawn up
reference value for the cow population whose parameters were determined in our laboratory. The
experiment included 260 Holstein-Friesian cows in different lactation periods. The reference values in
large percentage correspond to the reference values from different literature sources. Due to the known
influence of lactation, reference values should be presented in the further studies as a function of the
lactation period, so that healthy cows in early lactation represent a special reference group of animals.

Key words: cows, metabolic parameters, blood count, reference value.

Ispitivanja krvnih parametara kod goveda

Odredivanje metabolickih parametara je veoma znacajno u mle¢nom govedarstvu. Laktaciaj sa
sobom nosi razli¢ite adaptacije u metabolizmu koji za cilj imaju davanje prioriteta mle¢noj zlezdi u
koris¢enju metabolickih potencijala. Ovakvo stanje se naziva homeoreza, a dugotrajna homeoreza uz
negativane energetski bilans moZe brzo da dovede do razli¢itih bolesti kod krava. Pored toga ispitivanje
krvne slike je od velikog znacaja jer metaboliCka prestrojavanja i negativni energetski bilans mogu biti
vezani sa anemijama koje slabe odbrambenu sposobnost organizma i izmenjenim imunoloskim
odgovorom koji je vezan za promenu broja i finkcionalnog statusa krvnih elemenata bele loze. Ispitivanje
metabolickih parametara prolazi kroz vise znacajnih faza (modifikovano prema Overton i sar., 2017):

e  Sredina 1920-ih - Mlecnu groznicu karakterise smanjena koncentracija Ca.

o  Krajem 1920-ih - Koncentracije acetona su povisene u urinu i krvi krava sa ketozom.

e 1930-e — Ispitivanje dinamike koncentracije Ca i P u krvi kod zdravih krava i onih sa mlecnom
groznicom.

e 1940-ih - Brzi napredak je postignut u razumevanju promena u hemiji krvi i urina u funkcijiketoze i
povecanje znanja iz osnovne fiziologije.

e  1950-te godine - Razvijeni su i ocenjeni prvi testovi za detekciju ketoze u mleku na farmi.

o 1950-ih - Odreduju se promene proteina u krvi i odnosi prema kolostrogenezi.

e 1960-ih - Istrazivanja ketoze su prosirena na metabolizam lipida i cirkulirajuce neesterifikovane
masne kiseline (NEFA); testovi ketona na mleku na farmi su dodatno usavrseni.

e 1970-ih - Programi metabolickog profila u krvi primenjuju se na ispitivanju stada sa razlicitim
rezultatima.

o 1980. - Epidemioloski pristupi se prvi put primenjuju da bi se utvrdili faktori rizika za i medusobne
veze peripartalnih poremecaja.

e Sredina 1990-ih - Nesteterifikovane masne kiseline su prvi metabolicki pokazatelj koji je ugraden u
opservacijske studije velikih razmera o zdravlju, proizvodnji i reprodukciji tokom peripartalnog
perioda.

o  Krajem 1990-ih - Infracrvena ispitivanja mlecnih ketona ocenjuju se sa fokusom na mlecni aceton.
Sredina 2000-ih - Prve epidemioloske studije za rigorozno definisanje pragova nivoa metabolita u
krvi krava u funkciji postporodajnog zdravlja.

o Sredina do kraja 2000-ih - Karakteristicni su metabolicki pokazatelji koji se odnose na upalu i
oksidativni stres.

e Krajem 2000-ih - Odreduju se granicne vrednosti metabolita na nivou krave i nivoi NEFA i BHB koji
ukazuju da postoji opasnost za zdravlje krava.

e Krajem 2000-ih — POC testovi za BHB u krvi je potvrdena,pa oogucava pristupacno testiranje na
farmi.

o Pocetkom 2010. - Prevalencija i implikacije subklinicke hipokalcemije su revidirane.

Pocetkom 2010. godine - Odredena je ekologija i ekonomija hiperketonemije.

o Pocetkom 2010. godine - lIspitivanje ketona u mleku je prosireno na BHB u mleku koriséenjem
Fourier transformacione infracrvene spektroskopije.

e Pocetkom do sredine 2010-ih - Evaluacija buraznih senzora i drugih elektronskih vrsta nadzora nad
zdravljem krava.
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e Sredina 2010-ih — Interesovanje za metabolicke parametre u mleku za procenu i predvidanje
metabolickih pokazatelja raste.

e Druga polovina 2010-ih — Prepoznavanje klastera mlecnih krava na osnovu metabolickih
parametara.

o U buducnosti — Longitudinalno pracenje metabolickog statusa krava, odredivanje intraindividualnih
vrednosti krvnih parametara, senzorsko praéenje parametara u krvi, data integration i big data na
farmama krava.

Sema 1: Algoritam u izradi metaboli¢kog profila (Madreseh-Ghahfarokhi i sar., 2018).

Are different diets in herd sufficient/efficient enough?
Does the herd has its highest performance including milk production and calving?
Is the herd free of anv diseases/disorders?

$

Blood metabolic profils
tests can be designed.

Is there any suspected subelinical diseases presented in herd?

[~ |
1 Yes ) _p— *
No changes are necessary. Which strategy 1s useful?
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¥ ¥
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tt Py
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Screening tool

Referentne vrednosti krvnih parametara krava izmerenih u Laboratorji za patolosku fiziologiju
Departmana za veterinarsku medicinu u Novom Sadu

Materijal i metode
Analize su vrSene u Laboratorij za patolosku fiziologiju koja je u periodu 2018-2019 godine

uradila preko 20.000 analiza, poreklom od razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Od 2008 do danas uradena je
kompletna krvna slika i metaboli¢ki profil za preko 3500 krava. U ogled je uklju¢eno 260 krava kojima je
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vrSena hematoloSka i biohemijska analiza krvi. EndokrinoloSka analiza krvi vr§ena je kod 45 krava. Preko
90% krava su krave Holstajn-frizijske rase, a ostatak su Simentalske rase.

Krv je uzimana u dva vakutajnera, sa ljubicastim ¢epom za hematologiju i sa Zutim ¢epom za
odvajanje seruma. Nakon centrifugiranja, odvojen je serum i analiziran na spektrofotometrijskom
automatskom biohemijskom analizatoru marke Rayto Chemray 120Vet. KoriS¢ene su slede¢e metode za
biohemijske analize krvi:

NEFA — Koncentracija NEFA odredivana je kolorimetrijskom reakcijom koja se zasniva na
acilaciji koenzima A od strane masnih kiselina u prisustvu dodane acil-CoA sintetaze kao katalizatora.
Acil-CoA se oksidise pod dejstvom dodate acil-CoA oksidaze uz proizovdnju vodonik perioksida.
Vodonik peroksid u prisustvu peroksidaze dozvoljava oksidativnu kondenzaciju 3-methi-N-etil-N(f-
hidroksietil)-anilina (MEFA) sa 4-aminoantipirinom, $to daje ljubicastu boju.

BHB — Odredivanje BHB se bazira na njegovoj oksidaciji do acetoacetata pomoc¢u enzima 3-
hidroksibutirat dehidrogenaze. Istovremeno sa ovim kofaktor NAD+ se redukuje do NADH, §to dovodi do
razvoja boje.

Glukoza — Odredivanje glukoze vrsi se posle njene enzimatske oksidacije u prisustvu glukoza-
oksidaze. Dobijeni vodonik-peroksid u ovoj reakciji dalje reaguje sa 4-aminofenazonom i fenolom u
prisustvu peroksidaze kao katalizatora. Dobija se crveno-ljubicasta boja ¢iji se intenzitet meri.

Ukupni proteini — Proteini u serumu reaguju sa bakarnim jonom i u alkalnom rastvoru daju
ljubicasti bojeni kompleks. Intenzitet ljubicaste boje je proporcionalan koncentraciji proteina.

Albumini — Albumini vezani za bromkrezol zeleno daju intenzivno zeleno bojenje proporcionalno
koncentraciji albumina.

Urea — Urea u vodi pod dejstvom ureaze daje amonijum jon i ugljenik-¢etiri oksid. Amonijum jon
reaguje sa salicilatom i hipohloritom daju¢i kompleks zelene boje.

Holesterol — Holesterol se odreduje posle enzimatske hidrolize holesterol estera pod dejstvom
holesterol esteraze, kada se dobija holesterol i masne kiseline. Izdvojeni holesterol se oksidise pod
dejstvom dodate holesterol-oksidaze, kada se formira vodonik-peroksid. Vodonik peroksid reaguje sa
fenolom i 4-aminoantipirinom pod dejstvom peroksidaze dajuci obojeni kvinoneimin.

Trigliceridi — Trigiliceridi se odreduju enzimatskom reakcijom. Trigliceridi pod dejstvom lipaza
daju glicerol i masne kiseline. Dobijeni glicerol sa ATP-om pod uticajem glicerol kinaze daje glicerol-3-
fosfat, koji dalje oksidise pod dejstvom dodate glicerol-3-fosfat oksidaze. Produkt ove reakcije je vodonik
peroksid koji sa 4-aminofenazonom i 4-hlorofenolom pod dejstvom peroksidaze daje obojeni
kvinoneimin.

Ukupni bilirubin — Bilirubin vezan za proteine se najpre odvoji pod delovanjem deterdZenata.
Ukupni bilirubin reaguje sa 2,4-dihloroanilin-om u prisustvu hidrohlorne kiseline, dajuéi obojeni
azobilirubin.

AST — AST je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-aspartata na a-ketoglutarat, kada se
dobija L-glutamat i oksalacetat. Oksalacetat sa NADH i H pod dejstvom malat-dehidrogenaze kao
katalizatora daje obojeni L-malat i NAD+.

GGT — Gama-glutamiltransferaza je enzim koji katalizuje reakciju izmedu L-y-glutamil-3-
karboksi-4-nitroanilidin-a i glicilglicina, kada se dobija obojeni 5-amino-2-nitrobenzoat.

Kalcijum (Ca) — Kalcijumov jon daje ljubicasti kompleks sa O-krezolftalein komplekosn-om u
alkalnoj sredini, na ¢emu se zasniva reakcija.

Fosfor (P) — Neorganski fosfor reaguje sa amonijum molibdatom u prisustvu sulfuri¢ne kiseline i
formira obojeni fosfomolibdat kompleks, kada se meri kolorimetrijska reakcija.

Endokrinoloske analize vrSene su pomo¢u TOSOH AIA-360.

Hematoloske analze vrSene su na aparatu Nihon Kohden Celtac, sa softverom za goveda.

Statistika: Uradena je deskriptivna statistika za sve ispitivane parametre, grafi¢ku su predstavljene
distribucije frekvencije. Distribucije frekvencije i QQ plotovi za odstupanje od normalne distribucije su
graficki prestavljeni.

Rezultati ispitivanja prikazani su u tabelama koje slede:

Tabela 1: Referentne vrednosti vaznijih krvnih parametara kod goveda
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TPROT ALB GLOB TBIL AST GGT
Mean 69,8714 32,3571 37,5150 9,1059 113,4892 23,8458
Std. Deviation 6,84270 5,12158 7,74517 6,70016 48,25174 8,59472
Skewness -,216 -,366 ,162 2,170 2,479 ,459
Std. Error of Skewness ,151 ,151 ,151 ,151 ,151 ,151
Kurtosis -,305 -,089 ,543 5,795 11,422 ,047
Std. Error of Kurtosis ,301 ,301 ,301 ,301 ,301 ,301
Percentiles 25 65,0000 29,0000 33,0000 4,6350 84,0000 18,0000
50 71,0000 32,9900 37,1500 6,9750 100,0000 23,0000
75 74,0000 36,0000 41,1000 11,3500 130,7500 29,0000
Tabela 1: Nastavak
Glukoza Ca P Urea Holesterol  Trigliceridi
Mean 2,6103 2,2596 2,0661 4,6208 4,2591 ,2144
Std. Deviation , 75788 ,31473 ,39953 1,38144 1,67396 ,09980
Skewness 172 ,090 ,588 ,398 ,132 ,805
Std. Error of Skewness 151 151 ,151 ,151 ,151 ,151
Kurtosis 462 3,237 2,462 -,147 -,541 1,249
Std. Error of Kurtosis ,301 ,301 ,301 ,301 ,301 ,301
Percentiles 25 2,1100 2,0900 1,8700 3,6250 2,8125 ,1400
50 2,5500 2,2600 2,0600 4,5000 4,4750 ,2100
75 3,0875 2,4200 2,2300 5,4000 5,3000 ,2700
Tabela 1: Nastavak
BHB NEFA WBC Ly Gr RBC
Mean ,6755 ,5028 10,9647 5,4657 5,6197 6,6131
Std. Deviation ,28853 ,22662 4,47698 3,25714 3,65395 1,10145
Skewness ,710 ,331 2,740 4,523 2,756 433
Std. Error of Skewness ,151 ,151 ,151 ,151 ,151 ,151
Kurtosis ,115 -,663 12,212 35,448 13,175 -,100
Std. Error of Kurtosis ,301 ,301 ,301 ,301 ,301 ,301
Percentiles 25 ,4500 ,3200 8,4250 3,7963 3,7250 5,8000
50 ,6200 ,4900 9,9000 4,9000 5,1000 6,5000
75 ,8900 ,6900 12,3000 6,9000 6,9000 7,2875
Tabela 1: Nastavak
HGB HCT MCV MCH MCHC PLT
Mean 92,5046 29,9092 50,6991 14,3189 316,3192  407,4646
Std. Deviation 16,76138  3,69416 6,08619 1,67376 12,98566  167,58938
Skewness -1,046 -,162 ,352 ,053 ,537 -,074
Std. Error of Skewness 151 151 ,151 ,151 ,151 ,151
Kurtosis 6,548 ,702 -,469 -,360 1,913 -,977
Std. Error of Kurtosis ,301 ,301 ,301 ,301 ,301 ,301
Percentiles 25 82,1000 27,9000 45,9000 13,2000 309,0000  255,0000
50 92,0000 29,9000 50,0000 14,2500 315,0000 428,9500
75 101,0000 32,0000 55,0000 15,5000 323,0000 537,9000
Tabela 1:Nastavak
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T3 T4 INSULIN GH

Mean 2,5756 113,8533 45178 41,6244
Std. Deviation 1,44696 55,76689 2,69960 18,86190
Skewness 1,607 1,223 ,706 ,153
Std. Error of Skewness ,354 ,354 ,354 ,354
Kurtosis 4,275 1,033 576 -519
Std. Error of Kurtosis ,695 ,695 ,695 ,695
Percentiles 25 1,6000 69,4500 2,3500 27,3000

50 2,3000 98,7000 4,4000 43,7000

75 3,3000 142,4000 6,4500 54,6000

Zakljucak

Referentne vrednosti u velikom procentu odgovaraju referentnim vrednostima iz razlicitih literaturnih
izvora. Zbog poznatog uticaja laktacije, u daljim istrazivanjima potrebno je predstaviti referentne
vrednosti u funkciji perioda laktacije, tako da zdrave krave u ranoj laktaciji predstavljaju posebnu
referentnu grupu zivotinja.

Zahvalnost

Rezultat je deo projekta finansiranog od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
R.Srbije.
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BIOHEMIJSKE PROMENE U KRVI | OSTALIM TELESNIM
TECNOSTIMA U POSTMORTALNOM PERIODU

Nenad Stanickov, Ivana Davidov, Marko Cincovi¢, Branislava Beli¢, Ivana Laki¢

Departman za veterinarsku medicinu, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu
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SaSetak

Metaboliti su intermedijari malih molekula i proizvodi metabolizma koji imaju viSestruke funkcije u
normalnom rastu i razvoju celija, ukljucujuéi generisanje celijske energije, koja sluzi kao supstrat za
sintezu makromolekula i ¢elijske signale. Metaboliti mogu biti endogeni molekuli proizvedeni od strane
domacina, ili egzogeni molekuli dobijeni od hemikalija u namirnicama ili proizvedeni od mikroba.
Relativne koli¢ine metabolita u tkivu pruzaju informacije o ¢elijskoj funkciji i mogu se menjati u
odgovoru na endogene varijable. Metabolicki profili u telesnim te¢nostima odrazavaju endogene promene
i tako promene koje se javljaju nakon smrti trebale bi se manifestovati u izmenjenim profilima metabolita.
Agonalni period, supravitalne reakcije (reakcije koje se javljaju od momenta smrti do prestanka Celijskih
funkcija), curenje usled degradacije Celija i degradacija proteina trebalo bi da se reflektuju u profilima
metabolita. To znaCi da analiza metabolita iz telesnih teCnosti moze pruziti uvid u promenljivu
biohemijsku okolinu post mortem.

Kljucne reci: biohemija, hematologija, krv, telesne tecnosti, postmortalni period.

Tkivne tec¢nosti leSeva i utvrdivanje postmortalnog intervala (PMI)

Postmortalna biohemija (tanatohemija) je istrazivanje biohemijskih parametara kod kadavera kako
bi se utvrdila etiologija i okolnosti smrti i vreme od momenta nastanka smrti. Rezultati biohemijske
analize teSko je tumaciti zbog promena u krvi nakon smrti i nije moguce primeniti preanaliticke i
analiticke metode koje se koriste u klinickoj praksi za postmortalne analize. Postmortemska analiza
hemijskih sastojaka krvi je teska ako se krv ne uzima odmah nakon smrti i pre nego §to koaguliSe. Stoga je
upotreba o¢nih tecnosti (retinalna i staklena), kao i drugih te¢nosti korisno sredstvo za ispitivanje promena
sastavnih elektrolita, doprinoseci dijagnozi patoloskih stanja, hemijskoj ekspoziciji i postmortem intervalu
(PMI). U postmortem istrazivanjima vazno je znati koncentraciju analita i drugih fizioloSkih parametara
pre ili u trenutku smrti da bi se izvrsila detaljna analiza.

Jedan od najvaznijih i izazovnih problema forenzickih patologa je tacna procena postmortemskog
intervala (PMI). Glavni princip je izraCunavanje tatnog momenta smrti. Do sada su se koristile razli¢ite
metode za procenu momenta smrti, ali je njihova preciznost bili mala i postojala je mogucnost
orijentacione procene. Fizicka (algor mortis, livor mortis) i fizikokemijske (rigor mortis) promene sadrze
glavnu osnovu za procjenu PMI, posebno tokom prvih sati nakon smrti. Medutim, ove promene imaju
ograni¢enja u odredivanju PMI-a. U poslednjim decenijama raziva se grana tanatohemija, koja se bavi
izu¢avanjem biohemijskih promena posle smrti. Napredak u odredivanju PMI nacinjen je kroz upotrebu
biohmeijskih parametara krvi, staklastog tela ili cerebrospinalne tecnosti uz koriS¢enje preciznih
statistickih modela za procenu PMI. Kombinovanjem tradicionalnih i biohemijskih metoda dobilo se
povecanje pouzdanosti PMI procena i suZenje margina greSke povezane sa pojedina¢nim analizama.
Vazna karakteristika biohemijskih metoda je i moguc¢nost koriStenja rezultata za tacnu procenu PMI tokom
prvih dana nakon smrti.

Tacna procena PMI zahteva procenu parametara koji su u visokoj korelaciji sa vremenom nakon
smrti. Ove promene pocinju odmah nakon smrti, iniciraju se na ¢elijskom nivou i kasnije evoluiraju do
hemolize, promene boje, oticanja i putrefakcije, izmedu ostalih procesa. Tokom raspadanja lesa, nekoliko
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biohemijskih promena se odvijaju u svim telesnim tkivima zbog odsustva cirkuliSu¢eg kiseonika i
posledi¢ngo prekida aerobne respiracije, izmenjene enzimske reakcije, prekida anabolicke proizvodnje
metabolita, prekida transporta aktivnog membrana i promene u propustljivosti ¢elija i difuzije jona.
Katabolicka aktivnost klju¢nih enzima na proteine, lipide, ugljene hidrate i nukleinske kiseline i
brzina ovog procesa mogu se Koristiti za procjenu PMI. Dodatno, izlivanje elektrolita i promena pH u krvi,
mogu biti izuzetni pokazatelji. Kao potencijalne ciljeve za odredivanje PMI su predlozene akumulacije
nekoliko jona i metabolita kao $to su bikarbonati, ugljen-dioksid, vodonikovi ioni, laktat, fosfor i mravlja
kiseline. Tako su uvedene biohemijske procene kako bi se pomoglo preciznom procenom vremena od
smrti. Sofisticirane, automatske, biohemijske metode su koris¢ene u odredivanju vremena od smrti (PMI).

Biohemijske analize krvi u postmortalnom periodu

U radu autora Costa, 1., Carvalho, F., Magalhaes, T., Guedes de Pinho, P., Silvestre, R. and Dinis-
Oliveira, R.J., pod naslovom ‘“Promising blood-derived biomarkers for estimation of the postmortem
interval”. koji je 2015. objavljen u Casopisu Toxicology Research (4,6, pp.1443-1452) prikazana je
dinamika promena koncentracije velikog broja krvnih parametara poreklom od 20 uzoraka ljudske krvi.

Koncentracije biokemijskih parametara analizirane su u 20 razli¢itih uzoraka ljudske krvi kako bi
se utvrdila potencijalna veza izmedu ovih vrednosti i vremena smrti sa ciljem da se identifikuju oni koji
predstavljaju dobre korelacije. Statisticki znacajno povecanje je zabelezeno u koncentraciji ureje izmedu
27.84-33.49 mg/dL do 264 h (r = 0.973, p <0.001). Koncentracija mokracne kiseline se smanjila za 264 h
izmedu 3.39-2.80 mg/dL i pokazala jaku korelaciju (r = -0.980, p <0.001) sa vremenom smrti. Ukupna i
direktna koncentracija bilirubina znacajno je smanjena tokom vremena od 0,67 do 0,30 mg/dL i od 0,14
do 0,01 mg/dL, respektivno (r = -0,964 i r = -0,991, p <0,001). U ovom ogledu je pokazano da glukoza,
laktat i kreatinin nisu korelirali linearno sa vremenom smrti. Kada se radi o elektrolitima autori su
pokazali da se koncentracija kalcijuma zna¢ajno smanjila i linearno od 8,45 do 3,70 mg/dL (r = -0,986, p
<0,001). Statisticki znacajno povecanje je zabelezeno u koncentraciji gvozda izmedu 100.72-188.49
mg/dL (r = 0.987, p <0.001). Preostali elektroliti (tj. cink, natrijum, kalijum, magnezijum i fosfor) nisu
korelirali linearno ili su pokazali nekoliko fluktuacija. Medu lipidima (tj. fosfolipidima, lipoproteinima
HDL i LDL, trigliceridima i holesterolom), autori nisu opazili nikakvu linearnu korelaciju izmedu svakog
od parametara i vremena smrti. Od svih proteina procenjenih u ovoj studiji, samo je transferin i IgM
pokazao da su korisni za PMI procenu. Koncentracija transferina se znac¢ajno i linearno smanjuje izmedu
340,64-275,09 mg/dL (r = -0,988, p <0,001). Koncentracija IgM pala je linearno sa 112.37 na 103.00 (r =
-0.967, p <0.001). Preostali proteini (tj. ukupni proteini, aloumini, komplementi C3 i C4, IgA i G, feritin,
b2-mikroglobulin, al-antitripsin i CRP) nisu korelirali linearno ili su pokazali vremenske fluktuacija.
Promene u aktivnostima nekoliko enzima takode su procenjene. Koncentracija AST znac¢ajno je porasla i
linearno izmedu 25,23-40,75 U/L (r = 0,980, p <0,001) tokom vremena. Koncentracija CK takode se
znacajno povecala izmedu 108.95-190.39 U/L (r = 0.968, p <0.001). Ostali enzimi (ALT, amilaza,
pseudoholinesteraza, ALP, CK-MB izoenzim, g-GT, LDH i lipaza) nisu korelirali linearno, dok su neki
drugi enzimi pokazali fluktuacije sa vremenom (ceruloplazmin, ACP i CK-NAC izoenzim).

Rezultati ove studije su nam omogu¢ili da ograni¢imo potencijalne biomarkere (totalni i direktni
bilirubin, wurea, mokra¢nu kiselinu, transferrin, imunoglobulin M, kreatin-kinazu, aspartat
aminotransferazu, kalcijum i Zeljezo) radi preciznog procenjivanja PMI-a.

Koncentracije glukoze u krvi vrlo brzo smanjuju posle smrti uz istovremeno povecanje
koncentracije laktata. Postmortemske koncentracije laktata su pokazale da su do 60 puta veée od
antemortem perioda. U ovoj studiji koncentracija laktata progresivno se povecavala tokom vremena,
glukoza se brzo smanjuje do 144 h. Zanimljivo je da je zabeleZzena povecana koncentracija glukoze u
preostalom vremenu autolize. Razlog bi mogao biti taj §to kako dekompozicija napreduje, celijske
membrane postepeno se raspadaju kao rezultat procesa autolize i autofagije, pa se postmortemske
koncentracije glukoze mogu povecati u krvi. Pored ovih mehanizama, glikogen se metabolise do glukoze
(4. glikogenolize, koja se odvija inace u jetri), koji se ispusta u krv. Glukoza se takode moze formirati iz
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izvora bez ugljenih hidrata (npr. laktat, aminokiseline i glicerol) putem glukoneogeneze, $to doprinosi
povecanju glukoze posle smrti.

Kreatinin je produkt degradacije fosfokreatina (tj. molekula za skladi$tenje energije u misi¢ima),
koji se ispusta u krv.Studija pokazuje da se koncentracije kreatinina naglo povecavaju do 24 h, a zatim se
stabilizuju u odnosu na preostali PMI. U miSi¢ima je pronadena niza korelacija sa PMI, odnosno nije bilo
znacajnih promena u drugim uzorcima kao §to su sinovijalna tecnost i staklasto telo.

U ovom ogledu je nadeno znacajno povecanje koncentracije uree tokom vremena, §to potvrduje i
druge studije koje se obavljaju sa postmortalnom krvlju. Medutim, u drugim medijumima, kao §to je
staklasto telo i sinovijalna te¢nost, pokazano je da urea ostaje relativno stabilna. Razlog povecanaj uree je
taj $to aminokiseline se oksidiraju, azot se zatim oslobada kao amonijak i uglavnom se pretvaraju u ureu u
jetru, prolazec¢i potom u krv. Nakon degradacije pirimidinskih baza, atomi ugljenika i azota stvaraju
ugljen-dioksid i urea. Akumulacija amonijaka i uree usled aminokiseline i nukleotidnih katabolizma je
prirodna posledica postmortalne dekompozicije. Mokra¢na kiselina je takode produkt izlucivanja koji
sadrzi azot, ali je izveden iz purinskih baza nukleinskih kiselina, a ne od proteina. Degeneracija purina
proizvodi hipoksantin, koji se oksidiSe ksantin-oksidazom u mokraénu kiselinu. Enzimska aktivnost
postmortem je inhibirana, jer zahteva kiseonik da bi mogao da funkcionise. U ovoj studiji koncentracija
mokraéne kiseline smanjena je linearno sa vremenom autofagije. Medutim, neke prethodne studije
pokazale su da se moktacna kiselina u krvi ostala relativno stabilno in vitro, dok se u krvi smanjila.

Ukupni i direktni bilirubin in vitro takode je znacajno i linearno opadao sa vremenom autofagije
leSa. Rezultati se mogu objasniti aktivno$¢u bakterijskih b-glukuronidaza kako bi se uklonili glukuronidne
grupe i zatim redukovali bilirubin (proizveden oksidacijom hema) na urobilinogen i sterkobilinogen.

Analiza postmortemskih hemijskih promena elektrolita pokazale su dobre korelacije sa PMI za
kalijum i natrijum, za koje se pokazalo da se povecavaju i smanjuju, u tecnosti staklastog tela.U ovoj
studiji koncentracija kalijuma znaéajno se povecala do 168 h i smanjio se tokom preostalog vremena
autolize. Koncentracija natrijuma in vitro na pocetku je ostala stabilna do 72 h, ali se znacajno smanjila sa
vremenom autofagije. Natrijum je najzastupljeniji katjon u ekstracelularnom prostoru, dok je kalijum u
intracelularnom prostoru onaj koji preovladava. Ovi joni su neophodni za funkciju celije, odnosno za
odrzavanje membranskog potencijala i regulaciju osmotskog pritiska. Nakon smrti ¢elije gube njihovu
normalnu morfologiju kao rezultat procesa autolize i truljenja. Tako, in vitro, poveéanje koncentracije
ekstracelularnog kalijuma u krvi rezultira uglavnom gubitkom kalijuma iz krvnih ¢elija (ta¢nije eritrocita),
a in situ mozZe biti rezultat propadanja ¢elija u zidovima sudova i ekstravaskularnim tkivima. U ovoj studiji
nadeno je linearno i znacajno povecanje koncentracije gvozda in vitro tokom vremena autofagije. Ovi
nalazi se mogu objasniti zbog curenja gvozda iz eritrocita postmortem usled zbog hemolize i oslobadanja
od transferina. Shodno tome, primec¢eno je da se koncentracija transferina znatno i linearno smanjuje sa
vremenom autofagije. Feritin kao protein za skladiStenje gvozda u pocetku je pokazao povecanje, ali se
smanjio sa vremenom raspadanja nakon 72 h. Kada se radi o ostalim elektrolitima, podaci pokazuju da se,
sli¢no kalijumu, koncentracija fosfora povecala postepeno do 168 h, ali se smanjila u odnosu na preostalo
vreme raspadanja. Hlorid pokazao se kao vrlo nestabilan parametar tokom vremena raspadanja i stoga je
isklju¢en. Koncentracija magnezijuma povecana je in vitro do 96 h i ostala je prakti¢no konstantna tokom
preostalog vremena. Koncentracija cinka povecana je do 120 h, a zatim blago pala. Koncentracija
kalcijuma znatno je smanjena i linearno sa vremenom raspadanja. Kalcijum igra vaznu ulogu u regulaciji
mnogih celijskih procesa (npr. krvne koagulacije, kontrakcije miSi¢a i sekretornih procesa) pa se moze
predpostaviti da je opadanje kalcijuma posledica potrosnje tokom procesa koagulacije i on je zadrzan u
fibrinu koaguluma.

Nekoliko studija povezuje koncentraciju lipida sa PMI. Lipoproteini krvi HDL i LDL su uklju¢eni
u transport lipida iz jetre u druga tkiva u telu. LDL je glavni nosilac lipida (npr. trigliceridi i holesterol) od
do jetre. U 00j studiji koncentracije LDL i HDL lipoproteina u pocetku raste malo, ali su onda pokazale
tendenciju da smanjenja tokom vremena. Koncentracija triglicerida in vitro pokazala je tendenciju
smanjenja tokom vremena. In situ, smanjena je i koncentracija triglicerida u krvi, jer se u krvi hidrolizuju
u masne kiseline i glicerol putem lipoproteinske lipaze. U masnom tkivu, trigliceridi se degradiraju i daju
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masne Kiseline i glicerol, pa se transportuju do jetre i misi¢a. Tamo se mogu Koristiti za glukoneogenezu
ili su direktno oksidovani. Koncentracije holesterola i fosfolipida in vitro pokazale su tendenciju
povecéanja do 48 h, a zatim blago padaju, sa nekim oscilacijama tokom vremena. Nek irezultati su pokazali
da se nepredvidive fluktuacije javljaju u plazmatskim trigliceridima i koncentracijama holesterola u roku
od 24 h nakon smrti.

Tokom postmortemskog razlaganja, proteini se razdvajaju putem enzimskih procesa u peptone,
polipeptide i aminokiseline. Funkcija jetre odrzava se nekoliko sati nakon smrti, Sto pokazuje sposobnost
da se izvede sinteza proteina na niskim nivoima uprkos postmortalnim uslovima. Ukupna koncentracija
proteina je u pocetku porasla do 48 h, dostizuéi plato koji ostaje nepromenjen do kraja eksperimenta.
Koncentracija albumin in vitro je neznatno povecana do 216 h, a zatim se smanjila tokom preostalog
vremena truljenja. b2-Mikroglobulin je protein koji se nalazi na povrsini ¢éelija sa jedtrom kao $to su
limfociti. Ovi rezultati pokazuju da se koncentracija b2-mikroglobulina nije znacajno promenila sa
povecanjem vremena raspadanja.

Nekoliko sati nakon smrti, autoliza oslobada intracelularne enzime (npr. proteaze, lipaze, amilaze)
u krv. Eritrociti imaju visoke koncentracije AST i LDH enzima, a hemoliza moze podi¢i koncentraciju
postmortem. Ova studija pokazuje da se AST znacajno povecava sa vremenom raspadanja. Koncentracija
ALT takode se povecava, iako nije znacajno, posto se visoke koncentracije nalaze samo u jetri i bubregu.
LDH je vazan enzim koji katalizuje korak u anaerobnom metabolizmu glukoze i sintezi glukoze u
zatim se povecava sa vremenom raspadanja. In situ, sa razgradnjom tkiva i autolizom (npr. ¢elijama jetre i
skeletnih misi¢a), enzimi se ulivaju u krv i zato se ocekuje povecanje koncentracija transaminaza, LDH,
ALP i ACP. Medutim, u ovoj studiji, ALP koncentracija in vitro se smanjio tokom vremena. Ovaj enzim
je prisutan u visokim koncentracijama u jetri, kostima, crevima i bubregu, ali ne u krvnim ¢elijama, zbog
¢ega hemoliza ovih Celija nece imati veliki uticaj na koncentraciju, a aktivnost enzima brzo se smanjuje u
krvi. ACP (kisela fosfataza) je enzim prisutan u eritrocitima i hemoliza moze podiéi koncentraciju u krvi.
Visoke koncentracije ovog enzima posebno se nalaze u prostati i jetri. U ovoj studiji, ACP se pokazao kao
veoma nestabilan parametar tokom vremena autofagije. Koncentracija GGT in vitro je ostala relativno
stabilna do 192 h, §to je opadalo tokom preostalog vremena raspadanja. Ovo je Celijski enzim koji je
naroCito prisutan u visokim nivoima u jetri, bubrezima i pankreasu. Takode smo otkrili da CK
koncentracija znacajno korelira sa vremenom raspadanja. Koncentracija izoenzima CK-MB povecava se
neznatno do 96 sati i izrazenije je u preostalom vremenu raspadanja. Izoenzim CK-NAC se pokazao kao
vrlo nestabilan parametar za PMI procenu. CK se nalazi u ve¢im koncentracijama u misi¢nim celijama.
CK Katalizuje transfer fosfata iz adenozin trifosfata u kreatinin, kako bi se formirao fosfokreatinin.
Rezultati in vitro pokazali su da je ovaj enzim ostao aktivan tokom vremena, jer je kreatinin proizvod
razgradnje iz fosfokreatinina i povecan tokom vremena. In situ postoji povecanje koncentracije MB
izoenzima CK usled otpustanja ovog enzima u krv iz Celijske lize u sr¢anom misic¢u i nekroti¢nog tkiva
nakon smrti. In vitro, ceruloplazmin je takode bio nestabilan parametar tokom vremena raspada.
Ceruloplazmin je serumski enzim koji sadrzi bakar, sintetiziran uglavnom u hepati¢kim celijama i
ukljucen je u oksidaciju gvozda, tako da se moze transportovati. Koncentracija amilaze je relativno
stabilna in vitro do 120 sati, zna¢ajno opadaju¢i u odnosu na preostale vreme. Enzim amilaze uglavnom
proizvodi pankreas i pljuvacke Zlezde. Ovaj enzim moze doc¢i do curenja u krvi zbog lizi ¢elija pankreasa,
Sto se ocekuje i povecava koncentracija postmortema in situ. Koncentracija lipaza u in vitro je blago opala
i ostala je relativno stabilna do 264 h, sa nekim oscilacijama tokom vremena. Lipaza je enzim pankreasa
koji hidrolizuje trigliceride na masne kiseline i glicerol. Pseudoholinesteraza je enzim koji je prisutan u
krvi, ali se sintetiSe u jetri. In vitro, koncentracija pseudoholinesteraze ostala je prakticno konstantna do
216 h i smanjena tokom preostalog vremena. U prethodnoj studiji ovaj enzim pokazao je tendenciju da se
smanjuje na vremenski nezavisni nacin u krvi postmortem.

Na svakoj definisanoj krajnjoj tacki, uzorci krvi su takode analizirani na pH, jer nakon smrti moze
biti ukljuceno nekoliko mehanizama (npr. autoliza ili raspadanje), §to rezultira modifikacijama pH. U ovoj
studiji, pH se smanjio veoma malo u poredenju sa po¢etnim vrednostima (pH 7,45 do 7,10), a zatim se
povecao na 7,74 do kraja studije. Pojedini autori su izvodili in vitro studiju sa uzorcima krvi od pacova i
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ljudi i potvrdili da je pH samo blago smanjen (pH 7,4 do 7,1) u poredenju sa in situ studijom (pH 7,4 do
5,1) tokom 96-Casovnog perioda. Pretpostavljamo da je akumulacija kiselih metabolita znatno veca in situ,
a pH u krvi pada brze. Ovaj pad vrednosti pH se ne nastavlja na neodredeno vreme. I zaista, prethodno je
objavljeno da ¢e pH poceti da raste nakon priblizno etiri dana. Visoke vrednosti pH su znak truljenja
organske materije.

U studiji koju su izveli Donaldson, A.E. and Lamont, I.L. pod naslovom “Biochemistry changes
that occur after death: potential markers for determining post-mortem interval” koja je objavljena
2013.godine u casopisu PloS one (8,11, p.e82011), a koris¢eni su podaci in situ, odnosno iz ljudskih
kadavera, ali i leSeva miSeva i svinja, §to je ¢ini posebno zanimljivom za oblast veterinarske medicine.

Metabolicke promene koje se javljaju post mortem su identifikovane i pripisane agonalnom
periodu anoksije, nastavku biokemijskih promjena u ranom postmortalnom periodu i raspodjele lako
difuznih supstanci izmedu eritrocita i plazme, kao i1 izmedu intersticijalne tecnosti, Celije tkiva i krvi.
Premortalna, odnosno zaZivotna vrednost pH u krvi regulisana je da ostanu u uskom opsegu od 7,35 do
7,45. Ako je pH u krvi alkalna (ve¢a od 7,45) ili kisela (manje od 7), to moze dovesti do smrti, tako da je
pH krvi jedan od najrelevantnijih sistema u organizmu. pH krvi reguliSe se razli¢itim sistemima pufera, a
sa aspekta organskih sistema najznacajniji su urinarni i respiratorni organi.

Jedna rana studija je objavila da je posle smrti sréana krv, uzeta direktno iz 11 pojedina¢nih
ljudskih ostataka, pokazala promenu pH od 7,0 do 5,5. U istoj studiji, krv prikupljena od leSeva pacova
pokazala je smanjenje pH od 7,35 kod antemortema na 5,5 u momentu 96 sati posle smrti.

Nizi pH mora da odrazava akumulaciju kiselih metabolita. Laktatnu kiselinu proizvodi laktat
dehidrogenaza iz piruvata putem anaerobne glikolize u skeletnim miSi¢ima, jetri i crvenim krvnim
zrncima kada je dovoljno kiseonika za piruvat da ude u ciklus limunske kiseline. Ovaj proces se javlja
prirodno u misi¢nom tkivu tokom vezbanja i normalnog metabolizma unutar crvenih krvnih zrnaca.
Normalna koncentracija laktata u serumu je 0,5-2,2 mmol/L. CirkuliSuéi laktat se normalno oksidira u
piruvat pomocu dejstava laktat dehidrogenaze (LDH), nakon Sto je uzet preko transportnih proteina
monokarboksilata (MCT) koji su diferencijalno izrazeni u aktivnim respiratornim ¢elijama i tkivima. U
jednoj nedavnoj studiji o koncentraciji laktata u post-mortem krvi, laktat u krvi ljudskog srca povecao se
20 puta jedan sat posle smrti i 50-70 puta za 24 sata.

Najjednostavnija biohemijska promena koja se desila posle smrti je pad koncentracije kiseonika
zbog odsustva cirkulacije, §to dovodi do prelaska na anaerobni metabolizam uz odsustvo ciklusa limunske
kiseline. Anaerobna glikoliza rezultirala je akumulacijom mlecne kiseline i povecanjem koncentracije
NADH. Mravlja kiselina je takode povecana postmortem verovatno zbog promena u bakterijskoj flori, a
ne u metabolizmu jer za proizvodnju ovog metabolita trebaju enzimi koji funkcioniSu na fizioloSkom pH,
kao i NAD+ kao kofaktor. Nije jasno zasto su svinje i pacovi imali toliko velike razlike u koncentraciji
mravlje kiseline postmortem. To moZe biti zato §to mogu imati razliCitu bakterijsku mikrofloru.
Akumulacijom mlecne kiseline i mravlje kiseline zapocinje pad pH postmortem. Osim toga, zbog toga §to
je sistem za cirkulaciju opao dovodi do brzog pada pH jer se proizvode kiseliji metaboliti. Smanjenje pH
plazme je znadajno jer se smatra da aktivira fibrinolizinske enzime koji sprecavaju zagadenje krvi S§to
dovodi do povecanja te¢nosti (nekoagulacije) krvi. lako fibrinoliza nije ispitivana u ovoj studiji,
postmortalna krv ostala je te¢nost unutar pacova i svinja u toku perioda pregleda od 96 ¢asova, u skladu sa
aktivnostima enzima fibrinolizina.

Razlika koja se vidi u pH krvi u in vitro u poredenju sa in vivo studijama je zbog dva razloga.
Prvo, krv u tubi nema rezerve glukoze za snabdevanje gorivom za anaerobni metabolizam, zbog ¢ega ne
dolazi do znac¢ajne akumulacije laktata kako bi se smanjio pH krvi. Drugo, eritrociti ne sadrze lizozome,
tako da se ne javlja autoliza, $to znaci da kiseli ¢elijski metaboliti kao $to su ugljen-dioksid, vodonikovi
joni, mravlja kiselina i mlecna kiselina koja se stvaraju unutar celija se malo izlu€uju u odnosu na
izlu¢ivanje u leSu. Umesto toga, krvne celije koje se ¢uvaju u tubi, polako se degradiraju tokom vremena
zbog toga Sto se proteine ¢elijske membrane ne odrzavaju ili zamenjuju, $to dovodi do sporije Celijske
lize, a ne autolize, pa se pH sporije smanjuje u poredenju sa krvlju leSeva. Fumarat (mravlja kiselina) je
najjednostavnija karboksilna kiselina. To je toksi¢ni metabolit metanola i formaldehida i normalno je
prisutan kod sisara u niskim koncentracijama (0,12-0,28 mmol/L) nakon katabolizma nekoliko
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aminokiselina, uklju¢ujuéi serin, glicin, histidin i triptofan kao i katabolizma metanola iz spoljnih izvora
kao S$to je ishrana. Kod ljudi, on se brzo oksidira do ugljen-dioksida u jetri, kako bi se sprecili toksi¢ni
efekti u mozgu i ofima zbog inhibicije citohrom-oksidaze u proteinskom kompleksu u respiratornom
lancu mitohondrija.

Koncentracija amonijaka takode se znacajno povecala nakon smrti. Koncentracija amonijaka iz
aminokiseline i nukleotidnog katabolizma kod pacova je porasla, a zatim se smanjena zbog moguceg
gubitka amonijaka isparavanjem. Moguée je da je razlike u konacnoj koncentraciji izmedu prasadi i
pacova posledica brzine rastvaranja, jer pacovi imaju slozenu mikrobiologiju. In vitro eksperimenti
pokazuju sli¢an profil, s tim §to je koncentracija amonijaka znatno manja, §to ukazuje na to da je ili
amonijak izgubljen iz tube sa krvi ili je deo amonijaka u leSu nije poreklom iz krvnog tkiva. Potrebne su
dodatne studije da bi se utvrdilo da li je razlika izmedu pacova i svinja posledica razlika u brzini gubitka
amonijaka ili metaboli¢kih razlika izmedu vrste. Amonijak se formira u gotovo svim tkivima i organima
pomocu katabolizma aminokiselinea i nukleotida. Antemortem, amonijak se brzo uklanja iz cirkulacije od
strane jetre gde se pretvara u ureu ili se uklanja iz skeletnih misica ciklusom glukoze-alanina, ostavljajuéi
samo tragove (11.6-32.2 mmol/L) u krvotoku. Tokom dekompozicije leSa, amonijak proizveden iz
aminokiselina, nukleotida i degradacije tkiva moze se akumulirati tokom vremena, jer je nije uklonio
jetrom, iako je amonijak nestabilan, takode se moze izgubiti od leSa u okolinu. U jednoj studiji koja se
odnosi na koncentracije PMI i amonijaka, prijavljeno je da se nakon smrti povecava koncentracija
amonijaka u plazmi nakon brzog porasta u prvih 8 sati.

Koncentracije hipoksantina i koncentracije mokra¢ne kiseline pacova se povecavaju, a zatim
polako smanjuju. Koncentracija hipoksantina i mokracne kiseline u eksperimentima in vivo pacova bila je
u suprotnosti sa koncentracijom ¢oveka i svinja. Razlog za ovu razliku moze biti zato Sto pacovi imaju
visoku koncentraciju pluca ksantin oksidaze. Ksantin-oksidaza plu¢a u krvi moze da se difundira u
krvotoku tokom hipoksije, gde brzo otklanja hipoksantin iz plazme tako $to ga pretvara u mokraénu
kiselinu, $to pokazuju eksperimenti hipoksantina i mokraéne kiseline. Pokazano je da je ksantin oksidaza
zaista dovela do stvaranja mokraéne kiseline kod pacova vidjena je u eksperimentu sa alopurinolom. Ovo
je bio neocekivan nalaz jer ksantin oksidaza zahteva kiseonik kao kofaktor za pretvaranje hipoksantina i
ksantina u mokraénu kiselinu [16]. Tacno kako ova reakcija moze da nastavi post mortem nije poznata i
zahteva dalja studija. Hipoksantin je intermedijar u putnoj vodi katabolizma. Antemortem se oksidise
ksantin oksidaza do uri kiselina, krajnji proizvod purinskog metabolizma kod ljudi. Enzim ksantin
oksidaze kod sisara prisutan je uglavnom u jetri i sli¢noj sluznici. Zbog toga §to u krvi nema ksantin
oksidaze, krajnji proizvod nukleotidnog katabolizma u krvotoku je hipoksantin, koji je uzimala jetra koja
se pretvara u mokra¢nu kiselinu i izlucuje se. Normalna koncentracija hipoksantina u krvi je 0,5-11
mmol/L. Tokom hipoksije tkiva koncentracije hipoksantina raste u plazmi, cerebrospinalnoj te¢nosti i
urinu zbog ograni¢enog raspolozivog kiseonika kao kofaktora za ksantin-oksidazu. Postoje dokazi da se
koncentracija hipoksantina povecava tokom prvih 24 sata nakon smrti kod ljudi i Zivotinja, ali detaljne
studije nisu sprovedene. Razlike su takode vidljive kod pacova izmedu in vitro i in vivo eksperimenata.
Kako razlaganje napreduje u leSu, purini iz krvnih ¢elija, kao i razli¢itih tkiva izlaze u ekstracelularnu
tecnost, a zatim se pretvaraju u mokra¢nu kiselinu u plazmi tokom 96-Casovnog perioda. U krvi pacova
koja se ¢uva u tubi, mokraéna kiselina ne povecava do 48 sati. Razlog za ovo kaSnjenje je najverovatnije
zbog razlaganja. Na primer, prethodna istrazivanja su pokazala da je potrebno 48 sati da se bele celije
pocnu raspadati i oslobadati njihov sadrzaj nakon smrti. Zbog toga $to je potrebno 48 sati da se bele celije
liziraju 1 to je glavni izvor purina koji je dostupan ksantin oksidazi u tubi, konstantna koncentracija
mokraéne kiseline se odrzava sve dok bele Celije ne po¢nu oslobadanje svojih purina. Mokraéna kiselina
je krajnji proizvod purinskog metabolizma kod ljudi. Ona se formira u jetri i izlucuje se bubrezima (65-
75%) i crevima (25-35%). Mokrac¢na kiselina je slaba kiselina koja pretezno cirkulise u plazmi (98%) u
obliku natrijumove soli (urati) i odliCan je antioksidant, odgovoran za 2/3 ukupnog antioksidativnog
kapaciteta plazme. Koncentracija mokraéne kiseline opisana je kao poviSena u krvi odloZenih traumatskih
smrtnih slucajeva usled viSestruke organske insuficijencije. Predlozeno je da povecanje koncentracije
mokracéne kiseline u odloZzenim traumatskim smrtnim sluc¢ajevima predstavlja proinflamatorni marker koji
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ukazuje na zapaljenje nekroze pre smrti. Kod drugih sisara kao $to su pacovi, mokraéna kiselina degradira
po dejstvom urikaze. Ljudima nedostaje enzim urikaze.

Od ispitanih markera, hipoksantin, amonijak i NADH mogu biti korisni kao PMI indikatori jer je
ova studija pokazala da se njihove koncentracije povecavaju linearno posle smrti, te promene metabolita
ne proizvode anaerobne bakterije tokom truljenja, tako da truljenje ne uti¢e znacajno na proizvodnju ovih
metabolita i mogu se vrlo brzo izmeriti i analizirati putem enzimskih ispitivanja. Zbog toga je ova studija
pokazala da biokemijski markeri, odnosno metaboliti ekstrahovani iz post mortem plazme, imaju
moguénost pruzanja pouzdane procene u pogledu vremena od smrti. Medutim, uprkos ispitivanim
metabolitima, potrebno je vise istrazivanja da bi se razumelo uticaj razli¢itih temperatura i vlaznosti na
post-mortem metabolicke koncentracije, koje koncentracije ovi metaboliti postizu u krvotoku nakon vise
od 96 sati i ako su ove koncentracije metabolita uporedive sa postmortemom uzoraka ljudske krvi pre
nego §to budu u mogucénosti da se koriste za procenu PMI. Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD +) i
njegova redukovana forma NADH su supstrati koji imaju centralne uloge u ¢elijskom metabolizmu i
proizvodnji energije kao koenzimi koji prihvataju hidrid i dodaju hidride u ciklusu limunske kiseline.
Tokom hipoksi¢nih stanja NAD+ ne moze se regenerisati iz NADH Kkoji se akumulira usled anaerobne
glikolize i peroksizomnog katabolizma masnih Kiselina.

Biohemijske analize staklastog tela u postmortalnom periodu

Radovi u kojima je detaljno opisan znacaj staklastog tela u postmortalnoj biohemijskoj analizi su:
Kalra, J., Mulla, A. and Kopargaonkar, A., 2016. Diagnostic value of vitreous humor in postmortem
analysis. SM Journal of Clinical Pathology, 1(1), p.1005 i Sachdeva, N., Rani, Y., Singh, R. and Murari,
A., 2011. Estimation of Post-Mortem interval from the changes in Vitreous Biochemistry. Journal of
Indian Academy of Forensic Medicine, 33(2), pp.171-174. Ovi izvori su posluzili za pisanje teksta i
Citanje ostalih predlozenih radova koje su citirali.

PMI se moze dobro izuCavati pomocu tecnosti staklastog tela iz nekoliko razloga. To je dobro
zaSti¢ena 1 izolovana tecnost, a relativno je stabilan u odnosu na druge telesne te¢nosti kao §to su krv i
CSF. U staklastoj te¢nosti, energetski metabolizam se nastavlja relativno duzi period, u poredenju sa
krvlju i CSF. Proces difuzije je brziz u drugim telesnim te¢nostima nego. Autoliticki proces je sporiji kod
staklastog tela u odnosu na krv i CSF. Dobro je ocuvana ¢ak i u slucaju teske povrede glave. Manje je
podlozno kontaminaciji 1 zapaljivim promenama u odnosu na krv i CSF. Staklasto telo, odnosno te¢nosti
oka se mogu lako uzorkovati.

Analiza o¢ne vode staklastog tela i odredivanje PMI —Koncept analize hemijskih promena u
intraokularnoj te¢nosti u postmortemskim studijama uveden je 1960.godine. Analiza jonskog statusa je
oduvek privlacila paznju kao koristan alat za odredivanje PMI. Nauman et al (1959) je uradio studije u
211 post mortem slucajeva. On je pokazao porast vrednosti K+ u staklastom telu, uz koncentraciju od 7,2
mg/dl sa prose¢nim post mortem intervalom od 9 sati.

Jaffe (1962) je analizirao 31 slu¢aj i povezala koncentraciju K+ u staklastom telu i post-mortem
interval. Nasao je konzistentan porast nivoa K+ koji pocinje kratko nakon smrti, koji se nastavlja u
narednih 125 sati. Nije postojala znacajna razlika izmedu leseva drzanih u frizideru i onih koji se drze na
sobnoj temperaturi.

Adelson 1 sar (1963) godine koriste 349 uzoraka od 269 slucajeva. Nije zabelezena nikakva
znacajna razlika kod nivoa K+ izmedu dva oka, $to je odredeno plamenskom fotometrijom. Pronadali su
linijsku vezu izmedu koncentracije vitamina K + i post-mortem intervala.

Studija Mulla isar. (2005) pretpostavljala je da se koncentracija biohemijskih sastojaka u
staklastom telu u istom paru o¢iju menja sa istom brzinom i da se ova promena koja se javlja na vremenski
zavisnom nacinu moze iskoristiti za tacnu procenu PMI. Zbog toga su u literaturi predloZzene mnoge
jednacine i odgovarajuce formule, kako bi se precizno procenio postmortem interval. Najstarija i Siroko
kori$¢ena jednacina razvio je Sturner (1963) prema kojoj je postmortalni interval (h) = 7,14(K+)-39,1.
Madea i sar. daju sledecu jednacinu linearne regresije gde je postmortalni interval (h) = 5,26(K+)-30,9.
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Razli¢iti faktori koji uti¢u na koncentraciju kalijuma u staklastom telu i moraju se uzeti u obzir
prilikom procene vremena od smrti. Ovi faktori ogranicili su upotrebu kalijuma za procenu PMI. Faktori
koji uti¢u na koncentraciju kalijuma klasifikovani su kao unutrasnji i spoljni, pri ¢emu su uzorkovanja,
instrumentacija i temperatura okoline, starost i antemortemski metabolicki status bili znacajni.
Hipoksantin, ksantin i mokra¢na kiselina rezultat su purinskog katabolizma. Hipoksantin (HKS) je
metabolit purina koji se formira degradacijom adenozin-monofosfata (AMP) i povecava nivoe zbog
hipoksije, $to dovodi do difuzije duz gradijenta koncentracije od retine u centar staklenog stenta. Utvrdeno
je postojanje pozitivne linearne veze izmedu nivoa HKS i temperature okoline. Tehnoloska hromatografija
visokih performansi (HPLC) je obi¢no metod izbora za odredivanje HKS u staklastom telu. Dobijene su
linearne regresione jednaline da bi se utvrdila korelacija kori§¢enja kalijuma u relaciji sa HKS i
ksantinom, kako bi se utvrdilo koja je komponenta efikasnija za odredivanje PMI. HKS staklastog tela je
neznatan prediktor PMI u prisustvu kalijuma. Medutim, kada su ksantin i kalijum ugradeni u regresioni
model ksantin se pokazao znacajan u predikciji PMI, dakle iskljucivo zajedno sa kalijumom. Bilo da se
radi plamenom fotometrijom ili pomocu jonselektivnih elektroda nisu utvrdene znacajne razlike izmedu
metoda. Ono S§to su rezultati pokazali je da je tacnost merenja mnogo bolja posle centrofugovanja
staklastog tela i razblazivanja za potrebe odredivanja jona i drugih biohemijskih parametara.

Detekcija glikemije i dijabeticke ketoacidoze pomocu konstituenata iz staklastog tela - Dijabeticna
ketoacidoza (DKA) je stanje koje se javlja zbog nedostatka insulina, kao Sto je kod pacijenata sa
dijabetesom tipa 1. Procenjuje se da se viSe od trec¢ine smrtnih slucajeva zbog DKA javlja kod pacijenata
sa dijabetesom koji nisu prijavili istoriju. Hiperglikemi¢no hiperosmolarno stanje [HHS] takode doprinosi
incidenci smrti kod pacijenata sa dijabetesom. Glukoza u krvi je naj¢esce koris¢eni marker koji odreduje
poremecaje metabolizma glukoze. U postmortemskoj analizi, antemortemski nivo glukoze u krvi ne
koristi se u dijagnozi jer koncentracija glukoze u krvi posle smrti nije stabilna. Nakon prestanka src¢anih i
respiratornih funkcija, prezivele Celije nastavljaju metabolisanje glukoze u krvi, a glikoliza se nastavlja
spontano, uzrokujuci brzo smanjenje nivoa glukoze u krvi. Povecanje koncentracije glukoze u krvi usled
mobilizacije jetrenog glikogena, kao rezultat otpustanja ili primene kateholama tokom kardiopulmonalne
reanimacije, predstavlja dodatnu komplikaciju prilikom procene nivoa glukoze u krvi antemortem.
Varijacija nivoa glukoze u krvi na razli¢itim mestima u telu je jo$ jedna zamka u proceni nivoa glukoze u
krvi nakon smrti. Zbog toga su koris¢eni biohemijski sastojci prisutni u cerebrospinalnoj te¢nosti i
staklastom telu predloZeni da otkriju poviSene nivoe glukoze u krvi u postmortemskoj analizi. Poviseni
nivoi glukoze i ketona (BHB) mogu biti indikacija ovog stanja i mogu se dobiti i analizirati iz staklastog
tela u periodu postmortem. Tecnost staklastog tela je matriks izbora zbog postmortalnih izmena koje
ukljucuju metaboli¢ke puteve glukoze, kao $to je postmortalna glikoliza u krvi.  Nivoi glukoze u te¢nosti
staklastog tela veci od 11mmol/L imali su dijagnosti¢ki znacaj. Nadena je koncentracija glukoze 11,6-63,2
mmol/L u staklastom telu kod dijabeti¢ara, dok je kod zdravih iznosila 3,9-5,8 mmol/L. Zbir glukoze i
laktata iznad 23,7 mmol/L tokom postmortalne analize znak je hiperglikemije sa fatalnim ishodom. Laktat
nije pruzio znacajne informacije u PMI analizi. Ipak, jo§ uvek ostaje da se raspravlja o upotrebi
kombinacije glukoze i laktata u slu¢ajevima antemortemske hiperglikemije.

Biohemijska ispitivanja cerebrospinalne te¢nosti u postmortalnom periodu

U radu Schoning, P. and Strafuss, A.C., 1980. Postmortem biochemical changes in canine
cerebrospinal fluid. Journal of Forensic Science, 25(1), pp.60-66 utvrden je znacaj biohemijskih promena
u cerebrospinalnoj te¢nosti kod pasa. U ovoj studiji koris¢eno je deset odraslih muskih pasa. Uzorci
cerebrospinalne tecnosti antemortem su uzeti pod opStom anestezijom i prema svim medicinskim
postulatima. Zivotinje su zatim humano Zrtvovane brzom IV injekcijom visokih doza natrijum-tiopentala i
njihovi trupovi su drZzani na sobnoj temperaturi (22°C) za biohemijsku analizu nakon smrti.
Cerebrospinalna tecnost (CSF) je uzorkovana u intervalima od nule, 4, 12, 36 i 48 sati nakon smrti. Svi
uzorci CSF-a su pohranjeni -20°C do analize.

Postoje znacajne promene u razli¢itim elementima CSF u razli¢itim intervalima postmortem, gde
se koncentracija kalijuma povecala postepeno sa 3,56 + 0,39 antimortema na 11,22+0,34 posle 48 sati
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postmortem. Stopa povecanja koncentracije kalijuma tokom vremena u CSF iznosila je 0,34 mEk/h,
tokom prvih 12 sati postmortem, onda je postala 0,25; 0,20 i 0,16 mEk/h tokom slede¢ih 24 sata, 36 sati i
48 sati posle smrti, redom. Takode, nivo natrijuma je povecan sa 41,2+5,26 antimortema na 133,4 + 4,38 u
48 Casova postmortem, dok je nivo hlorida smanjen. Cink nije znacajno promenjen, ali je bio blago
povecan u 36. i 48. sati posle zrtvovanja. Nivo glukoze u CSF su bile znacajno smanjenje i dostigle su
15.3+£1.96 mg/dl u 48. ¢asu postmortem. Za razliku od toga, laktat je znac¢ajno povecan od 9,3+0,60 mg/dl
do 65,8+3,19 1 70,5+4,19 mg/dl na 36 i 48 sati postmortem.Ukupni proteini i albumin pokazuju znacajno
smanjenje samo u kasnom intervalu postmortem (48 h). Na kraju, urea se pokazala znacajno povecanje
samo u 36 i 48 sati PM.

Rezultati su pokazali da se koncentracija nekih elemenata u CSF pasa sa razli¢itim intervalima
nakon smrti moze koristiti kao referentni indikatori za procenu vremena nakon smrti sa posebnom
paznjom na nivo kalijuma koji se povecao linearno posle smrti, a takvo povecanje je bilo brzo u toku prvih
24 sati od smrti, pri ¢emu je stopa povecanja kalijuma bila 0,34 1 0,25 mEk/h, tokom prvih 12 i 24 ¢asova
postmortem, odnosno smanjena na 0,20 i 0,16 mEk/h tokom sledeéih 36h i 48h posle smrti. Sto se tice
koncentracije glukoze i laktata u CSF pasa, rezultati su otkrili postepeno i znacajno smanjenje glukoze
nakon smrti, dok je koncentracija laktata pokazala obrnuto Sto je logi¢no jer glukoza u krvi i drugim
telesnim te¢nostima u leSu jednostavno nestaje u ranom postmortalnom periodu, a najvazniji proces koji
doprinosi ovoj cCinjenici je glikoliza u kojoj se celokupni Secer u krvi metabolizuje do laktata (mle¢na
kiselina je konacni proizvod post-mortem glikolize, jedan molekul glukoze daje dva molekula mle¢ne
kiseline). Ukupni proteini, albumin i urea nisu pokazivali znacajne promene do 36 sati posle smrti, dok su
ukupni proteini i albumini smanjeni dok se uree znacajno povecava na 48 Casova PM, a to se pripisuje
procesu autolize i truljenja koji postaju o¢igledni nakon 24 sata posle smrti. Ovi rezultati ukazuju na to da
su neki sastojci pokazali znacCajne promjene u ranim postmortalnim intervalima (kao kalijum, natrijum,
glukoza, laktat), dok su ostali izrazito izmenjeni u kasnim intervalima (ukupni proteini, aloumini i urea).

HematoloSke postmortalne promene

U studiji Kundu, S. D., & Dutta, S. S. 2017. Changes in Haemogram in Subjects after Death As A
Tool to estimate Time Passed Since Death. IOSR Journal of Dental and Medical Sciences (IOSRIDMS),
16(10), 19-27 ispitane su hematoloske promene posle smrti. Ukupno 84 slucajeva su odabrani nasumiéno
u poznatom post mortem intervalu u rasponu od 0 do 48 sati nakon smrti uz starosnu grupu od 2,5 do 93
godine. Uzorak krvi prikupljen u bocici EDTA analiziran je pomocu automatskog celijskog brojaca i
procenjena vrednost hemoglobina, hematokrita, ukupnog broja RBC, WBC, trombocita. Vrijednost
hemoglobina i hematokrita u postmortalnoj krvi nije bila u korelaciji sa vremenom koje jeproslo od smrti.
Ukupan broj RBC i WBC snazno je u korelaciji sa PMI, iako su obrnuto korelirani. Ukupan broj
trombocita je u velikoj meri povezan sa PMI. Pokazana je liza monocita, eozinofila i neutrofila koja se
javlja u intervalu od 4 do 6 sati. Liza limfocita se javlja u intervalu od 8 do 10 ¢asova. Liza RBC se javlja
u 18 sati. Trombociti postaju neidentifikovani za 21 sat PMI.

U ovoj studiji ukupan broj trombocita je u velikoj meri povezan sa PMI. Ova korelacija je
pozitivna korelacija $to znaci da je do 48 sati posle smrti doSlo do porasta ukupnog broja trombocita s
vremenom PMI. O¢igledno pocetno povecanje broja trombocita u postmortemskoj krvi je prouzrokovano
hipostatickim fenomenima. Kasnije diskontinuirano smanjenje broja trombocita uprkos kontinuiranoj
hipostazi u leSu delimi¢no se moze objasniti postmortemskom trombolizom i razvojem reverzibilnih
agregata trombocita.

Pregled promene morfologije uoblicenih elemenata krvi u funkciji PMI prikazan je u tabeli koja
sledi:

Postmortemski interval u ¢asovima - Morfologija krvnih zrnaca

0-2h Normalna morfologija svih ¢elija

3-4h Morfoloska promena eritrocita

4-6h Liza membrane neutrofila, pocetak lize mombrane ostalih polimorfonukleara
5-15h poéinje promena neutrofila-citoplazme
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7-12h Pocinje promjena monocita-citaloplastike
8-10h Liza membrane limfocita po¢inje

8-15h Neutrofil-Nuklearna promena pocinje
10-12h pocinje promena eozinofila-citoplazme
10-14h Eozinofil-Nuklearna promena po¢inje
11-14h pocinje promena limfocitne citoplazme
12-15h Monocit - Nuklearna promena pocinje
14-17h Monocitna kompletna liza ¢elijskog zida
15h Limfociti - Nuklearna promena pocinje

18h Liza eritrocita

18-20h Neutrofil-kompletna liza ¢elijskog zida
21h Ne mogu se prepoznati trombociti

24-27h Vidljivi samo degenerirani limfociti

N
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Sazetak

Zaostajanje posteljice predstavlja znacajan zdravstveni problem krava u puerperijumu. Cilj ovog rada je
da utvrdi postoji li uticaj aplikacije prirodnih i sintetskih analoga PGF2a 11.dana postpartalno na pojavu
klinickog endometritisa i parametre reproduktivne efikasnosti kod krava sa zaostalom posteljicom.
Ispitivanje je izvrSeno na tri grupe od po 11 krava, prvoj oglednoj grupi je aplikovan kloprostenol, drugoj
oglednoj grupi dinoprost a tre¢a grupa je bila kontrolna. Rezultati su pokazali najmanju pojavu klinickog
endometritisa u grupi tretiranoj dinoprostom, dok su krave u kontrolnoj i grupi tretiranoj kloprostenolom
imale slican procenat pojave klinickog endometritisa. Na osnovu rezultata ovog istrazivanja moze se
zakljuCiti da upotreba prirodnog analoga PGF2a (dinoprosta) 11.dana od teljenja moze uticati na
smanjivanje pojave klinickog endometritisa kod krava sa zaostalom posteljicom, §to se ne moze zakljuciti
kod upotrebe sintetskog analoga PGF2a (kloprostenola).

Kljucne reci: dinoprost, kloprostenol, zaostajanje posteljice, reprodukcija, krave

Uvod

Smanjenje plodnosti predstavlja jedan od najznacajnijih problema mle¢nog govedarstva danas. Negativan
uticaj na plodnost imaju brojni zdravstveni poremecaji od kojih je zaostala posteljica (ZP) veoma znaéajan
(Tagesu A., 2018; Beagley i sar., 2010; Dobrani¢ i sar., 2006). Veéina autora smatra da goveda izbace
posteljicu u roku od 12 do 24 satia nakon teljenja, ukoliko ne dodje do izbacivanja u ovom periodu, dolazi
do zaostajanja posteljice (Gongalves i sar., 2019; Attupuram i sar., 2016; Drillich i sar., 2006). Ucestalost
ovog poremecaja prema Rooh i sar. (2013) varira od 4,0 do 16,1%, u radu Donevski i sar. (2016) se
navodi da incinedcija moze biti i do 40%. Goveda imaju kotiledonarni tip placente, §to znaci da su fetalni
kotiledoni pri¢vrséeni i omotavaju karunkule majke, stvarajuci posteljicu. Spajanje kotiledona i karunkula
se vrSi pomoc¢u mikrovila sastavljenih od kolagenih vlakana, a raspadanje ovog kolagena verovatno je
kljuéni faktor u odvajanju placente (Abdisa, 2018). Smatra se da su uzroci nastanka zaostale posteljice su
multifaktorijalni od koji su neki: indukovan porodaj, pobacaj, blizanacki graviditet, tesko teljenje, carski
rez, nutritivni deficiti vitamina E, selena i karotena, zatim infektivni uzroénici poput virusa govede virusne
dijareje i govedeg herpesvirusa 4 (Beagley i sar., 2010; Sheldon i sar., 2009). Oksitocin i prostaglandini
stvaraju snaznu kontrakciju misi¢a materice (Fuchs i sar., 2001). Prostaglandin inicira kontrakcije
miometrijuma i rezultira lizom corpus luteum-a (CL). Liza CL-a dovodi do izlucivanja relaksina i daljeg
pada nivoa progesterona, §to stimuli$e aktivnost kolagenaze. Za razliku od relaksina, progesteron inhibira
aktivnost kolagenaze i stimuliSe mirovanje miometrijuma (Abdisa, 2018). Istrazivanja vrSena posljednjih
godina ukazuju na postojanje imunoloske osnove zadrzanih fetalnih membrana. Sazrevanje posteljice 1
odvajanje od zdravih karunkula zavisi od nekompatibilnosti izmedu majke i fetusa na nivou epitela.
Aktiviraju se neutrofili unutar placentoma, razbijaju¢i kolagen unutar horionskih vila i pomazuéi u
odvajanju od karunkula. Faktori koji uticu na normalno sazrevanje posteljice ukljuéuju smanjen
oksidativni stres, nizi odnos prostaglandina E (PGE2) u odnosu na prostaglandin F (PGF2a) unutar
fetomaternih spojeva placentoma, zatim povecéan nivo receptora za steroidne hormone i proces apoptoze
koja nastaje u horionskom epitelu pre teljenja (Attupuram i sar., 2016; McNaughton i Murray, 2009).
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Koncentracija PGF2a kod krava sa zaostalom posteljicom je niza od koncentracije u zdravih krava
(Takagi i sar., 2002). PGF2a ne uzrokuje odvajanje zadrzane posteljice, ali moze poboljsati reproduktivne
performanse kod krava nakon porodaja zbog uterokinetickog efekta (Abdisa, 2018). Prostaglandini
uzrokuju kontrakcije materice menjanjem propusnosti membrane i povecanjem koncentracije unutar
¢elijskog kalcijuma, osim toga oni reguliSu ekspresiju oksitocinskih receptora u materici $to podstice
kontraktilnost (Cuppett i sar., 2013; Papich, 2016) .Neki autori smatraju da se zadrzavanje posteljice
desava upravo zbog smanjenja neutrofilne aktivnosti i smanenog imunog odgovora u prepartalnom
periodu (Gongalves i sar., 2019). Osim navedenog uticaja zaostale posteljice utvrdeno je i da krave s
metabolickim bolestima mogu imati smanjenu kontraktilnost materice, Sto smanjuje eliminaciju lohija,
uticuéi na funkciju neutrofila i uzrokujuci smanjenje plodnosti (Paiano i sar., 2019). Cilj ovog istraZivanja
je da utvrdi postoji li uticaj aplikacije prirodnih i sintetskih analoga PGF2a 11.dana postpartalno na pojavu
klinickog endometritisa i parametre reproduktivne efikasnosti kod krava sa zaostalom posteljicom.

Materijal i metode

Ispitivanje je izvrSeno na ukupno 33 oteljene krave holstajn-frizijske rase na jednoj farmi, starosti
2 do 6 godina, podeljenih u 3 grupe po 11 Zivotinja. Zivotinje iz sve tri grupe su hranjene obrokom iste
recepture i boravile su u istim zoohigijenskim uslovima u skladu sa tehnoloskim standardom farme.
Nakon 24 sata od porodaja su klincki pregledane u cilju dijagnostike zastajanja posteljice. Nalaz zaostalih
posteljica je evidentiran nakon Cega je zapoceto leCenje. Koriscen je sledeci terapisjki protokol: svakoj
zivotinji sa zaostalom posteljicom je izvrSen antibiotski tretman subkutanom aplikacijom ceftiofura
(Cevaxel-RTU®, proizvoda¢ Ceva Sante Animale, Francuska) u dozi od 1000 mg, u toku 5 dana. VrSena
je manuelna ekstrakcija zaostale posteljice na na¢in da se na svaka 2 dana posteljica pokusavala odstraniti
uz minimalnu upotrebu sile. Nakon ekstrakcije posteljice izvrSen je i lokalni antibiotski tretman sa 2 g
oksitetraciklin hidroklorida, (Geomycin® F, proizvoda¢ Genera D.D., Hrvatska). U dve ogledne grupe
(grupa B 1 C) po 11 krava sa zaostalom posteljicom izvrSena je intramuskularna aplikacija prostaglandina
PGF2a 11. dana postpartalno. Prvoj oglednoj grupi (grupa B) je aplikovan kloprostenol (Alfaglandin C®,
proizvoda¢ Alfasan International B.V., Holandija), sintetski analog PGF2a u dozi od 0.5 mg kloprostenola
ili 2 ml leka. Kravama u drugoj oglednoj grupi (grupi C), isti dan aplikovan je 25 mg prirodnog
prostaglandina, dinoprosta (Enzaprost T®, proizvoda¢ Ceva Sante Animale, Francuska). Kontrolnu grupu
(grupa A) je ¢inilo 11 krava koje nisu tretirane prostaglandinima u postapartalnom periodu. Oko 4 nedelje
nakon teljenja izvrSen je klinicki pregled transrektalnom palpacijom reproduktivnih organa u cilju
dijagnostike patoloskih promena. Pracenje involucije materice izvrSeno je na osnovu njene veliCine,
debljine zidova, simetrije rogova, nalaza sadrzaja u lumenu i prisustva vaginalnog iscedka. Procena stanja
i veli¢ine materice je merena modifikovano prema Paianu i sar. (2019): maternica koja staje u Saku, ¢iji su
rogovi simetricni, bez palpacije sadrzaja u lumenu i nije uo¢en zamucen ili purulentan iscedak iz vulve je
evidentirana kao materica bez oboljenja. S druge strane nalaz uvecane materice, zadebljanih zidova,
asimetrije rogova, nalaz sadrzaja u lumenu i prisutvo zamucenog iscedka iz vulve je dijagnostikovan kao
endometritis. Istovremeno je izvrSen i pregled oba jajnika sa ciljem dijagnostike prisustva ili odsustva
cikli¢nih funkcionalnih ovarijalnih struktura. Ukoliko je palpacijom nadena struktura koja odgovara
folikulu ili Zutom telu takvi jajnici su dijagnostikovani kao funkcionalni, dok je nalaz atrofi¢nih, glatkih
jajnika i cisticne degeneracije na jajnicima dijagnostikovan kao poremecaj cikli¢ne akivnosti. Praceni su i
servis period, indeks osemenjavanja i pojava prvog veStackog osemenjavanja (V.0.) kao pokazatelji
reproduktivne efikasnosti. StatistiCka obrada podataka za utvrdivanje oboljenja reproduktivnih organa
vr$ena je deskriptivnom metodom i rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki, rezultati vezani za
parametre reproduktivne efikasnosti su obradeni statistiCkim programom R upotrebom analize varijanse
(ANOVA) i Duncan-ovog testa za visestruka poredenja.
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Rezultati

U tabeli 1. se uoc¢ava da je pojava klinickog endometritisa najmanja u oglednoj C grupi 45% (5 od 11),
dok je najveci procenat krava sa klini¢kim endometritisom bio kod krava u grupi B i iznosio je 82% (9 od
11). U kontrolnoj grupi pojava klinickog endometritisa je bila 73% (8 od 11). U istoj tabeli i grafikonima
od 1. do 6. se vidi i razlika u pojavi poremecaja cikli¢ne aktivnosti jajnika, krave u kontrolnoj grupi su
imale najveci procenat ovog poremecaja 100% (11 od 11), dok su krave u grupi B imale 82% (9 od 11) i
krave u C grupi najmanji procenat poremecaja cikli¢ne ovarijalne aktivnosti koji je iznosio 73% (8 od 11).
Klini¢kim transretkalnim pregledom reproduktivnih organa krava u ogledu dobijeni su rezultati prikazani
u tabeli 1. Rezultati ovog rada su pokazali najmanju pojavu klinickog endometritisa u grupi tretiranoj
dinoprostom, dok su krave u kontrolnoj i grupi tretiranoj kloprostenolom imale sli¢an procenat klinickog
endometritisa. Rezultati prikazani u tabeli 2. pokazuju srednje vrednosti pracenih parametara
reproduktivne efikasnosti kod krava u ovom ogledu. lako postoje razlike u srednjim vrednostima kod svih
pracenih parametara upotrebom analize varijanse (ANOVA) i Duncan-ovog testa za viSestruka poredenja
je uoceno odsustvo statisticki znacajne razlike. Treba napomenuti da postoje velika pojedinacna variranja
u rezultatima za sve prac¢ene parametre kod krava u svim grupama $to se moze pripisati mnostvu drugih
faktora koji uti¢u na ove parametre.

Tabela 1. Rezultati pregleda reproduktivnih organa

Nalaz materica Nalaz jajnici
Grupa Bez oboljenja Endometritis Funcionalni Poremecaj
cikli¢ne akivnosti
A 3 (27%) 8 (73%) 0 (0%) 11 (100%)
B 2 (18%) 9 (82%) 2 (18%) 9 (82%)
C 6 (55%) 5 (45%) 3 (27%) 8 (73%)

Grafikon 1. i 2. Prikaz nalaza na jajnicima i materici kod krava A grupe

Nalaz materica Nalaz na jajnicima

M Bez oboljenja H Atrofija

B Endometritis .
M Glatki
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Grafikon 3. i 4. Prikaz nalaza na jajnicima i materici kod krava b grupe

Nalaz materica Nalaz na jajnicima

B Atrofija
M Bez oboljenja
MW Glatki
M Endometritis
 Funkcionalni

Grafikon 5. i 6. Prikaz nalaza na jajnicima i materici kod krava C grupe

Nalaz materica Nalaz na jajnicima

B Atrofija

M Bez oboljenja
M Glatki

M Endometritis
 Funkcionalni

Tabela 2. Rezultati reproduktivnih parametara

Grupa Servis period Indeks Pojava prvog
osemenjavanja V.O.
A 228.72 3.27 124.72
B 169.54 2.72 97.81
C 164.90 2.36 116.27
Diskusija

PGF2a i sinteticki analozi se naSiroko koriste u reprodukciji goveda pri indukciji estrusa ili
pobacaja i lije¢enju reproduktivnih poremecaja kao §to su piometra, endometritisi i ciste na jajnicima. Dve
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vrste proizvoda PGF2a su komercijalno dostupne, dinoprost trometamin, so trometamina, odnosno
prirodni PGF2a i kloprostenol-natrijum, sintetski analog (Montaser i sar., 2016). U litetaturi se mogu
pronaci razliiti rezultati uticaja aplikacije prostaglandina postpartalno kod krava sa zaostalom
posteljicom. Rezultati eksperimenata Garcie i sar., (1992) ne podrzavaju upotrebu prostaglandina u roku
od jednog sata od indukuvanog patrusa u cilju smanjivanja pojave zadrzavanja placente. U radu Takagi i
sar. (2002) su objavili da nije bilo razlike u koncentracijama progesterona, estradiola-17f, u tkivima
posteljice goveda kod krava sa i bez zaostale posteljice. Srednja koncentracija PGF2a kod krava sa
zaostalom posteljicom bila je niza od koncentracije u zdravih krava, na ¢emu se zasniva i naSa hipoteza da
bi aplikacija istog umanjila negativan efekat zaostale posleljice, isto su utvrdili i za koncentracije
oksitocina i oksitocinskih receptora. Sli¢ni rezultati su objavljeni u istrazivanju Horte i sar. (1986)
koncentracije PGF2a bile suznacajno nize u krava sa zaostalom posteljicom nego u krava bez zaostale
posteljice 60 minuta nakon partusa. Zabelezen je znacajan porast nivoa PGF2a izmedu 30 i 60 minuta kod
krava bez pojave zaostale posteljice, dok su u krava sa zaostalom posteljicom vrednosti PGF2a ostale
priliéno konstantne tokom proucavanog razdoblja. PGF2a ne uzrokuje odvajanje zadrzane posteljice, ali
moze poboljsati reproduktivne performanse kod krava nakon porodaja zbog uterokinetickog efekta
(Abdisa, 2018). Brojni autori navode da zaostajanje posteljice rezultira endometritisom, tako Potter i sar.
(2010) su dokazali pozitivnu korelaciju izmedu zaostalih fetalnih membrana i klinickog endometritisa. U
istom radu autori navode das u faktori rizika za klinicki endometritis povezani sa traumom Zenskog
genitalnog trakta i poremecajem fizickih prepreka infekciji, a ne fekalnom kontaminacijom. Endometritis
prouzrokuje usporavanje involucije materice, medutim brojni faktori mogu dovesti do usporene involucije,
tako su Paiano i sar. (2019) su u svom istrazivanju zakljucili da su krave sa metabolickim bolestima
(hipokalcemija, ketoza i pojacana lipomobilizacija) imale su usporenu involuciju materice u poredenju sa
kravama bez metabolickih bolesti. Klinicki endometritis je definisan kao cerviks > 7,5cm u promeru
transrektalnom palpacijom nakon 20 i viSe dana od partusa ili kao prisustvo mukopurulentnog ili
purulentnog vaginalnog iscedka nakon 26 dana od partusa (Dubuc i sar., 2010). U istrazivanju Hay i sar.
(2019) je incidencija patoloskog iscedka iz reproduktivnog trakta bila konzistentna sa klini¢kim
endometritisom (Koji se smatra glavnim izvorom navedenog iscedka). Voelz i sar. (2018) objavljuju da je
prevalencija patoloskog vaginalnog iscedka bila 28,5%, kod prvotelki i 13,4% kod krava sa vise teljenja.
Subklini¢ki endometritis je upala endometrijuma bez patoloSkog iscedka (Mrkun i sar., 2016).
Prevalencija subklinickog endometritisa u razli¢itim studijama kreée se od 16 do 90 %, a studije o leGenju
subklinickog endometritisa pomocu PGF2a ili njegovih analoga, intrauterinim antibioticima ili
proteolitickim enzimima pokazale su heterogene rezultate i zahtevaju dalja istrazivanja (Lincke i sar.,
2007). Giuliodori i sar. (2017) su ispitivali uticaj leCenja jednom dozom PGF2a na reproduktivne
performance kod krava sa gnojnim vaginalnim iscedkom oko 30. dana postpartalno. Rezultati su pokazali
da nizak uticaj na reproduktivne performanse, $to je u skladu is a naSim rezultatima. Sli¢ne rezultate su
dobili i Borchardt i sar. (2018). Drugacije rezultate su dobili Etherington i sar. (1994) objavili su da
tretman prostaglanidima izmedu 24. i 30. dana postpartalno ima pozitivan uticaj na poboljsanje
reproduktivnih parametara kod muznih krava. Ovaj uticaj se prvenstveno ogleda u skra¢ivanju intervala
od teljenja do koncepcije. Citakovi¢ i sar., (2013) su postigli najveéi procenat izletenja endometritisa kod
krava leCenih sa 25 mg dinoprosta (93,30%), dok je kod druge dve grupe plotkinja le¢enih lokalnom
aplikacijom antiseptika rezultat bio znac¢ajno manji. Salasel i Mokhtari (2011) su pratili uticaj dvostruke
aplikacije 25 mg dinoprosta, u razmaku od 8 sati, 20. dana nakon partusa. Hipoteza je bila da bi vreme
druge doze imitiralo oslobadanje endogenog PGF20 iz materice. Praceni su sledeci reproduktivni
parametri: pojava prvog estrusa, prvog vesStackog osemenjavanja, koncepcija, servis period, indeks
osemenjavanja i procenat povadanja. Njihovi rezultati pokazuju da je navedeni nacin aplikacije dinoprosta
poboljsao reproduktivne performanse i1 smanjio ucestalost povadanja. Brojni autori su se bavili
poredenjem efikasnosti dinoprosta i kloprostenola kod krava objavljjuéi razliCite rezultate. Postoji
nekoliko oblika prostaglandina, ali se uglavnom koriste dva analoga, dinoprost (trometinski amin
prirodnog PGF2a) koji ima kratak poluZivot zbog brze inaktivacije oksidacijom nakon jednog prolaska
kroz pluca i kloprostenol (sinteticki analog) s duzim bioloskim poluzivotom (Stevenson i sar., 2010).
Dinoprost trometamin ima kratak poluzivot od oko 7 do 8 minuta. Kloprostenol natrijum je otporniji na
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endogeni metabolizam i zadrZava se u cirkulaciji duze vreme, oko 3 sata (Martins i sar., 2006). U
poredenju sa kloprostenolom, dinoprost je efikasnije dovodio do lutealne regresije 69,1 naprema 78,5%,
bez obzira na broj prisutnih CL. Vrednost koncepcije nije se razlikovala izmedu dinoprosta (32,8%) 1
kloprostenola (31,3%) (Stevenson i sar., 2010). U jednoj studiji Pursley i sar. (2012) kod krava s
funkcionalnim CL 1 tretiranih kloprostenolom nasuprot dinoprosta rezultiralo je vecim perifernim
koncentracijama estradiola. Za indukciju estrusa kloprostenolom indukovane krave su pokazivale znakove
estrusa u 42,4% slucajeva naspram 34,0% u slucajevima gde je koriSten dinoprost. Procenat koncepcije
je bio visi u grupi kod koje je koriSten kloprostenol (38,3%), dok je grupa gde je upotrebljen dinoprost
imala koncepciju od 34,4%. Sli¢ne rezultate objavili su Montaser i El-Desouky (2016). Nesto drugacije
rezultate su objavili Baryczka i sar. (2018), ispitivali su ucinkovitost jednoktratnog tretmana
kloprostenolom ili dinoprostom na reproduktivne performance kod krava i zakljucili da razlika nije bila
statisticki znacajna. Distribucija uocenih estrusa nije se razlikovala izmedu kloprostenola i dinoprosta.
Nije bilo znacajne razlike izmedu kloprostenola i dinoprosta ni u koncepciji (65,2% prema 66,2%,). Vredi
istaci i da je utvrdeno je da se luteoliza pomoc¢u PGF2a nemoze posti¢i kod Zutih tela mladih od 5 dana
(Valldecabres-Torres i sar., 2012; Tsai i Wiltbank, 1998). Manjak PGF2a-indukovane luteolize u mladom
CL-u moZe biti posledica specificnih promena u ekspresiji gena, posebno PGHS-2, koje mogu spreciti
intralutealnu proizvodnju PGF2a i eventualno druge kljucne luteoliticke procese (Tsai i sar., 1998).
Valldecabres-Torres i sar. (2012) su objavili da aplikacija ve¢e doze d-kloprostenola (300 pg u odnosu na
150 pg) dovodi do pune luteolize, brze se postize ovulacija i niza koncentracija progesterona. Kad je u
pitanju izbor terapije zaostale posteljice navodi se das u Drillich i sar. (2005) poredili dve razli¢ite
strategije u leCenju zadrzane placente kod muznih krava. Svim kravama sa zadrzanom placentom izvrSen
je lokalni antibiotski tretman uz manuelnu ekstrakciju fetalnih membrana. Krave u oglednoj grupi dodatno
su tretirane s 4 mg analoga prostaglandina F2a, intramuskularno svaki dan uz lokalno leCenje
antibioticima. U kontrolnoj grupi krave nisu primale tretman etiprostonom. Uspeh le¢enja meren je
vremenom izbacivanja fetalnih membrana, pojavom akutnog metritisa i hroni¢nog endometritisa, kao 1
reproduktivnim rezultatima krava.Vreme od teljenja do izbacivanja fetalnih membrana u oglednoj grupi je
iznosio 4,5 dana, u kontrolnoj grupi 7 dana, uCestalost akutnog metritisa je iznosila 61,5% u oglendoj i
71,4% kod krava u kontrolnoj grupi. Pojava hroni¢nog endometritisa u tre¢oj sedmici nakon teljenja nije
pokazala znadajne razlike izmedu krava u kontrolnoj i oglednoj grupi. Rezultati njihove studije nisu
pokazali pozitivan u¢inak etiprostona primenjenog u ranom postpartalnom period kod krava sa zadrzanom
posteljicom na brzinu izlecenja i reproduktivne rezultate (Drillich i sar., 2005). Dokazano je da su krave
lecene intrauterinim obletama nakon zaostajanja placente ostale gravidne ranije i imale su bolji procenat
koncepcije u odnosu na krave le¢ene manuelnim vadenjem placente (Puric¢i¢ i sar., 2011). S druge strane
brojni radovi ukazuju da lokalni tretman antibioticima i ru¢no uklanjanje zadrzane posteljice ili
kombinacija oboje, nisu dovodili do poboljsanja klinickog toka ni do boljih reproduktivnih performansi u
poredenju sa sistemskim le¢enjem antibioticima (Drillich i sar., 2006). Kod krava sa metritisom autori su
postigli bolje uterokineticke efekte sa oksitocinom nego sa dinoprostom (Heppelmann i sar., 2018).

Zakljuéak

Na osnovu rezulata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da upotreba prirodnog analoga PGF2a
(dinoprosta) 11.dana od teljenja moZe uticati na smanjivanje pojave klinickog endometritisa kod krava sa
zaostalom posteljicom, §to se ne moze zakljuciti kod upotrebe sintetskog analoga PGF2a (kloprostenola).
Upotreba sintetskih i prirodnih prostaglandina 11. dana postpartalno nije pokazala znacajan uticaj na
duzinu servis perioda, vrednosti indeksa osemenjavanja i pojavu prvog vestackog osemenjavanja. S
obzirom na prakti¢an znacaj i dobijene rezultate, kao i razli¢ite podatke u literaturi potrebna su dalja
istrazivanja o ovoj nauc¢noj problematici s ciljem pronalazenja reSenja za posledice zaostale posteljice kod
krava.
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SREDNJELANCANE MASNE KISELINE U ZASTITI KRAVA OD
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Sazetak

Mastitis predstavlja veliki ekonomski problem na farmama i spada u jedan od tri najznacajnija problema
koja postoje na farmama (pored metabolickih problema i problema reprodukcije). Zbog toga su patoloske i
patofizioloske osnove mastitisa uvek bile zanimljiva tema za istrazivace. Odrzavanje imunoloskog sistema
i oCuvanje funkcionalnog statusa leukocita u borbi protiv uzro¢nika mastitisa predstavlja znacajan
mehanizam za ocuvanje mlecne zlezde koja je zahvacena ovim inflamatornim problemima. U naSem
istrazivanju koirstili smo Aromabiotic Cattle koji je pazljivo izbalansirana meSavina masnih kiselina
srednjeg lanca - MCFA-e koja se koristi kao funkcionalni dodatak u ishrani goveda. Na osnovu nau¢ne
literature i strogo kontrolisanih eksperimenata pokazano je da ovaj preparat omogucuje: Poboljsanje
imuniteta — kvalitet neutrofila, Priprema mle¢nu Zlezdu za laktaciju i uticaj na zdravlje vimena,
Smanjenje broja somackih Celija, Povecava kvalitet i kolicinu mle¢nih proteina i masti., * Smanjuje rizik
od acidoze buraga zbog poviSene vrednosti pH. Preparat je aplikovan na jednoj farmi krava u Banatu.
Ogled je vrsen u period kasnog proleca, a vrSene su detaljne analize mleka. U nastavku su dobijeni
rezultati. Osnovni nalaz je da promena broja somatskih celija u poslednjoj nedelji u odnosu na prvu
nedelju (logaritmovane vrednosti, 5,6=400.000; 5,29=200.000 ¢elija; jedna krava iskljucena iz ogleda).
Pad se vidi kod 14 od 39 krava. Apsolutni u¢inak preparata u ovoj populaciji je na 36% ispitivanih krava.
Kod 11 od 29 krava se vidi porast broja somatskih ¢elija, ali takav da on ima protektivnu ulogu (opseg
100-200 hiljada). Kod krava koje su ogled zapocele sa optimalnim brojem somatskih celija, broj
somatskih ¢elija se zadrZzavao na istom nivou tokom svih nedelja ogleda, sa verovatno¢om od 65-95%.
Kljucne reci: mastitis, masne kiseline, krave, prevencija.

Srednjelan¢ane masne Kiseline, vijabilnost leukocita i mastitis

Mastitis predstavlja veliki ekonomski problem na farmama i spada u jedan od tri najznacajnija
problema koja postoje na farmama (pored metabolickih problema i problema reprodukcije). Zbog toga su
patoloske i patofizioloske osnove mastitisa uvek bile zanimljiva tema za istraziva¢e. Odrzavanje
imunoloSkog sistema i ocuvanje funkcionalnog statusa leukocita u borbi protiv uzro¢nika mastitisa
predstavlja znacajan mehanizam za oCuvanje mlecne Zlezde koja je zahvacena ovim inflamatornim
problemima.

Mehrzad i sar. (2004,2005) su ispitali viabilnost neutrofila u odnosu na ozbiljnost koliformnog
mastitisa: Da bismo proucavali interakcije domacin-patogen tokom mastitisa Escherichia coli, prvo smo
utvrdili da li ¢e infekcija E.coli promeniti hemiluminescenciju (CL) krvi i mleka polimorfonuklearnih
neutrofila (PMN). Zatim smo pretpostavili da bi, kada E.coli napadne mleénu zlezdu, odrzivi PMN u
mleku efikasno fagocitozirao i unistio E.coli pre uspostavljanja infekcije. Primetili smo da su zavisni od
fagocitoze i nezavisni CL usko povezani sa odrzivos¢u PMN-a i bili su presudni za ishod mastitisa.
Maksimalni priliv PMN i jedinice za formiranje kolonija u zarazenim cetvrtima pojavili su se u
postinfekcionim satima (PIH) 6 do 24. Ovo je dodatno pojacalo regrutovanje PMN kroz barijeru koStane
srzi 1 krvi, kao i barijeru krv-mleko. Prezivljavanje regrutovanih PMN u Cetvrtima zarazenim E.coli bilo je
mnogo veée od prezivljavanja u neinficiranim Cetvrtima. Aktivnost hemiluminescencije PMN-a iz
zarazenih Cetvrtina znacajno se povecala nakon infekcije E.coli, ¢ak premasujuci onu u krvi na PIH 6, 12 i
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18 do 24; nije zabeleZen takav porast u neinficiranim &etvrtima, $to sugeriSe da su razli¢iti odgovori
mle¢nog PMN-a na stimuluse uglavnom proizasli iz odrzivosti PMN-a. Najveéi intenzitet i trajnost CL
zabelezeni su u mleku PMN iz zaraZenih Cetvrti na PIH 12. Dok je povecana odrzivost PMN u
neinficiranim Cetvrtima bila znacajna samo na PIH 6, odrzivost PMN u zaraZzenim cetvrtima bila je
dugotrajna i znatno veca na PIH 6 do 72. Vazno je da je veéa odrzivost PMN mleka u preinfekciji
korelirala sa klirensom bakterija, $to je praceno brzim oporavkom. Nasa studija snazno podrzava hipotezu
da bi jacanje odrzivosti PMN mleka moglo biti strategija kojom se sprecava ili smanjuje teZzina
koliformnog mastitisa kod mle¢nih krava. Ova strategija se moze posti¢i jacanjem funkcionalnosti kostane
SIZi.

Piepers i DeVliegher (2013) su vrsili oralnu aplikaciju srednjelancanih masnih kiselina kod krava
tokom zause$nja kako bi ispitali da li ove masne kiseline imaju ulogu u o¢uvanju viabilnosti neutrofila u
peripartalnom periodu, ¢ime bi se ispitala moguénost kori§¢enja srednjelan¢anih masnih kiselina u procesu
zaSittet imunoloskih ¢elijam tokom perioda posle teljenja kada je imunosupresija prirodno izrazena i
postoji rizik od mastitisa. Randomizirano klini¢ko ispitivanje sprovedeno je kako bi se istrazio efekat
oralno dopunjenih masnih kiselina srednjeg lanca (MCFA) na junice i krave poCev 6-8 nedelja pre
ocekivanog datuma teljenja na apoptozu polimorfonuklearnih neutrofilnih leukocita krvi i mleka (PMNL)
izmedu 1 1 3 d u mleku (DIM). Takode su procenjeni efekti suplementacije MCFA na verovatnocu
intramamarnih infekcija (IMI) u ranoj laktaciji i broja somatskih ¢elija u testnom danu (SCC) i prose¢ne
dnevne mle¢nosti (MI) tokom prva 4 meseca laktacije. Ukljucene su 22 zivotinje, od kojih je polovina
oralno dodata MCFA, poc¢ev od 6-8 nedelja pre teljenja, a polovina je sluzila kao nedodvojena kontrola.
Izvodljivost PMNL i u krvi i u mleku je kvantifikovana primenom dvobojne proto¢ne citometrije sa
aneksinom i propidijum jodidom obelezenim fluoresceinom. Kod Zzivotinja koje se ne dohranjuju,%
apoptoze PMNL u krvi zna¢ajno se povecao izmedu pocetka suplementacije i rane laktacije, §to odrazava
potencijalno smanjenje urodenog imunoloskog kapaciteta, dok to nije ta¢no kod Zivotinja sa MCFA-
dopunom. Sli¢ni rezultati su primeceni i kod apoptoze PMNL mleka. Sve u svemu,% apoptotskog mleka
PMNL izmedu 1 i 3 DIM je znacajno nizi u grupi sa MCFA-dopunom u poredenju sa grupom koja nije
dodavana. Nije bilo znacajnog efekta oralne suplementacije MCFA na verovatnocu kvartala IMI niti na
kompozitni SCC mleka za testni dan ili prosecni dnevni MI. U zakljucku, oralno dodavanje MCFA,
zapoceto 6-8 nedelja pre ocekivanog datuma teljenja, podrzavalo je odrzivost krvi i mle¢nih neutrofila kod
ranih mle¢nih krava u laktaciji. Ipak, to se nije odrazilo na poboljsanje zdravlja vimena niti MI u ranoj i
kasnijoj laktaciji. Rezultati bi trebalo da pokrenu istrazivanje kako bi se dalje razotkrili mehanizmi koji
stoje iza prime¢enog imunomoduliraju¢eg efekta i potencijalnog znacaja za performanse krava tokom
laktacije.

Novija istrazivanja (Lalouckova 1 sar., 2019) su pokazala da u in vitro uslovima palmino ulje
bogato srednjelanéanim masnim kiselinama pomaze u borbi protiv gram-pozitivnih bakterija. Razni
patogeni Kkoji uzrokuju mastitis kod mle¢nih goveda ozbiljno su zabrinuti zbog njihove povecane
antibakterijske rezistencije i potencijalnog prenosa na druge krave, telad i Zivotnu sredinu, posebno kroz
proces muznje. Zbog toga su prijeko potrebni alternativni pristupi upotrebi antimikrobnih sredstava u
lijeCenju ili kontroli mastitisa kod muznih goveda. Poznato je da je antibakterijski efekat masnih kiselina
srednjeg lanca (MCFA) znaCajan za razliite patogene, ali postoje samo ograniene informacije o
aktivnosti MCFA na patogene koji izazivaju mastitis. Stavise, u trenutnoj literaturi se ne mogu naéi dokazi
o antimikrobnim efektima palminog ulja bogatog MCFA, kao §to su kokos, jezgra palme i ulje tukume.
Cilj ove studije bio je da se proceni in vitro antibakterijski efekat palmovih ulja bogatih MCFA, nakon
cepanja egzogenom lipazom iz Mucor javanicus, na sojeve koji uzrokuju mastitis goveda (Staphilococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus disgalactiae i Streptococcus uberis) metodom
mikrodilucije. Sva testirana palmina ulja pokazala su antibakterijsku aktivnost protiv osam testiranih
sojeva bakterija u rasponu od 64-8192 ul / ml sa Str.agalactiae je najosetljivija, a S.aureus najotpornija
vrsta. Rezultati ove studije pokazuju da palmino ulje bogato MCFA moze da posluzi kao alternativa
pretezno koris¢enim predip i postdip postupcima u kontroli govedeg mastitisa, ali su potrebne dalje in
vivo studije kako bi se potvrdili nalazi za njihove moguce primene.
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Primena preparata na bazi mesavine masnih Kiselina srednjeg lanca

U naSem istrazivanju koirstili smo Aromabiotic Cattle koji je pazljivo izbalansirana meSavina
masnih kiselina srednjeg lanca - MCFA-e koja se Kkoristi kao funkcionalni dodatak u ishrani goveda. Na
osnovu naucne literature i strogo kontrolisanih eksperimenata pokazano je da ovaj preparat omogucuje:®
Poboljsanje imuniteta — kvalitet neutrofila.Priprema mlec¢nu zlezdu za laktaciju i uticaj na zdravlje vimena,
* Smanjenje broja somackih celija, * Povecava kvalitet i koli¢inu mleénih proteina i masti., * Smanjuje
rizik od acidoze buraga zbog povisene vrednosti pH. Preparat je aplikovan na jednoj farmi krava u Banatu.
Ogled je vrSen u period kasnog proleca, a vrSene su detaljne analize mleka. U nastavku su dobijeni
rezultati. Osnovni nalaz je da promena broja somatskih ¢elija u poslednjoj nedelji u odnosu na prvu
nedelju (logaritmovane vrednosti, 5,6=400.000; 5,29=200.000 ¢elija; jedna krava iskljucena iz ogleda).
Pad se vidi kod 14 od 39 krava. Apsolutni u¢inak preparata u ovoj populaciji je na 36% ispitivanih krava.
Kod 11 od 29 krava se vidi porast broja somatskih ¢elija, ali takav da on ima protektivnu ulogu (opseg
100-200 hiljada). Kod krava koje su ogled zapocele sa optimalnim brojem somatskih celija, broj
somatskih ¢elija se zadrzavao na istom nivou tokom svih nedelja ogleda, sa verovatno¢om od 65-95%.

Grafi¢ni prikaz srednjih vrednosti proizvodnje mleka i hemijskog sastava mleka
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Promena broja somatskih ¢elija u poslednjoj nedelji u odnosu na prvu nedelju (logaritmovane vrednosti,
5,6=400.000; 5,29=200.000 ¢elija; jedna krava iskljuc¢ena iz ogleda).
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ROC krive pokazuju da krave koje imaju normalan broj somatskih ¢elija na pocetku ogleda u velikoj meri
zadrzavaju normalan broj tokom celokupnog ogleda, §to dokazuje protektivnu ulogu srednjelancanih
masnih Kiselina.
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PatofizioloSka dijagnostika anemija i policitemija

Anemija je poremecaj koji nastaje kao posledica smanjenog broja eritrocita i/ili smanjene koncetracije
hemoglobina u cirkulaciji. U odnosu na sadrzaj hemoglobina u eritrocitima razlikujemo hipohromne i
hiperhromne anemja, u odnosu na veli¢inu eritrocita razlikujemo makrocitne i mikrocitne anemije. Za
primenu terapije neophodno je odrediti moguénost kapaciteta kostne srzi za regeneraciju iste U 0dnosu
na nastalu anemiju, pa se anemije dele na regenerativne i neregenerativne.

Pri postavljanju dijagnoze kod procene anemija, neophodno je izvrsiti viSe analiza, koje su u smislu
racionalne dijagnostike predstavljene od opstih ka specifi¢énim metodama prema redosledu koji sledi: 1.
analiza standardne krvne slike, 2. analiza razmaza periferne krvi, 3. analiza koStane srzi.

Analiza standardne krvne slike podrazumeva: 1. ispitivanje hematoloskog statusa (odredivanje
hematokrita, broja eritrocita, koncentracije hemoglobina, eritrocitnih indeksa); 2. ispitivanje biohemijskog
statusa (serumsko gvozde, feritin, kapacitet vezivanja gvozda i slobodni transferin); 3. ispitivanje markera
hemolize (nekonjugovani bilirubin, hemoglobin u urinu, haptoglobin, hemosiderin u urinu); 4. ispitivanje
imunoloskih markera (Coombsov test, eritrocitna antitela i sl.)

Hematokrit se odreduje pomocu posebnih kapilarnih mikrocevc€ica i centrifuge za mikrohematokrit.
Cevcice su promera lmm i duzine 7 cm. Postupak izvodenja testa: Cevéica se polozi nakon toga se meri
odnos korpuskularnog i te¢nog dela krvi (Ienjirom ili posebnim ¢itatem). Nakon ocitavanja a uz primenu
tabele referentnih vrednosti, mozemo konstatovati snizen hematokrit (koji se javlja u anemijama i
uslovima hipehidratacije), poviSenu vrednost hematokrita (kod dehidratacije ili policitemiju) ili normalnu
vrednost hematokrita. Na osnovu vrednosti hematokrita anemije se dele na blage (Hct=30-37), umerene
(Hct=20-29), teSke (Het=13-19) i vrlo tesku (Hct<13). Navedeni primer je vezan za pse.

U brojnim anemijama se javlja smanjena koncentracija hemoglobina. Za detaljniju dijagnostiku bitno je
odrediti eritrocitne indekse: MCV (mean cell volume, srednja vrednost zapremine eritrocita), MCH (mean
cell-corpuscular hemoglobine, srednja vrednost koli¢ine hemoglobina u ¢eliji), MCHC (mean cell-
corpuscular hemoglobine concentration, srednja vrednost koncentracije hemoglobina u eritrocitima). Na
oshovu vrednosti MCV anemije se dele na normocitne, mikrocitne i makrocitne. Na osnovu MCH anemije
se dele na normohromne i hipohromne. Kod mikrocitne i hipohromne anemije dolazi do pada
koncentracije hemoglobina, hematokrita, MCV i MCH. Kod megaloblasne anemije se uz smanjenu
koncetraciju hemoglobina i hematokrita pokazuje se i povisena vrednost MCV i MCH. U klini¢koj praksi
najcesce vrste anemije: makrocitna hipohromna anemija, normocitna normohromna anemija, mikrocitna
anemija sa ili bez hipohromazije.

Za procenu funkcionalnog statusa eritrocita, pored ispitivanja hemoglobina, znacajno je i ispitivanje
osmotske otpornosti (fragilnosti) eritrocita. Za ovaj test se krv uzima sa suvim antikoagulansom. Sustina
teste je da se ista zapremina krvi stavlja u niz epruveta u kojima postoji opadajuce razblazenje NaCl
(postize se povecanjem zapremine vode i smanjenjem zapremine NaCl u nizu epruveta). Zbog osmoze
tecnosti dolazi do hemolize eritrocita. U prvoj epruveti u kojoj je doslo do hemolize javlja se zuckasti
sadrzaj iznad sedimentiranih eritrocita, a u poslednjoj epruvete u kojoj je doSlo do hemolize sadrzaj je
ruzicasto obojen (kompletna hemoliza) i u njoj nema istaloZzenih eritrocita. Rezultati koji se ovim
ispitivanjem mogu dobiti su snizena osmotska fragilnost eritrocita, povisena osmotska fragilnost i
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normalan nalaz. Snizena osmotska fragilnost se javlja kod retikulocitoze, deficijencije gvozda, bolesti jetre
i prisustva leptocita. PoviSena osmotska fragilnost se javlja kod nasledne sferocitoze i eliptocitoze,
imunoposredovanih hemoliznih anemija, kod hroni¢ne azotemije i dr. Minimalne vrednoti rezistencije
variraju od 0,74 g% NaCl (kod svinja) do 0,40 (kod Zivine); a maksimalne vrednosti rezistencije je oko
0,59%, osim kod ptica gde je vrednost 0,28.

Pored navedenih ispitivanja za dijagnostiku anemija je znacajno odrediti i koncentraciju gvozda. Ona je
snizena kod hipohromnih anemija (sideropenijska), ali i kod maligniteta i infekcija. PoviSena vrednost
gvozda ukazuje na hemolizu ili nekrozu hepatocita (depo Fe). Pored gvozda potrebno je odrediti
transferin i stepen njegovog zasic¢ena, koji zavisi od koncentracije gvozda i koncentracije transferina u krvi
zivotinja.

Za ispitivanje markera hemolize znaCajno je odrediti: poviSen nekonjugovani bilirubin, snizen
haptoglobin, pozitivan hemoglobin u urinu, pozitivan hemosiderin u urinu, hemoglobinemiju, povisenu
aktivnost LDH, povisenu aktivnost AP. O ovim markerima detaljnije govorimo u poglavlju Praktikuma
koji se odnosi na dijagnostiku ikterusa.

Za odredivanje imunoloski posredovanih anemija znacajan je Coombsov test. Direktan Coombsov test se
odreduje zbog utvrdivanja autoantitela na eritrocitima u autoimunim hemoliznim stanjima ili hemoliznim
posttransfuzijskim reakcijama. Direktni antiglobulinski test (DAT) je hemaglutinaciona proba na antitela
ili komplement vezan za eritrocite. Isprani fizioloSke rastvori eritrocita se inkubiraju na 37°C i 4°C sa
antiserumima koji sadrze antitela, poreklom od koza ili kunica, na IgG, IgM i komplement C3 pasa. Probu
treba izvesti u mikrotitarskim plocama, koriste¢i serijska dupla razredenja antiseruma. Na taj nain Se
prevazilazi efekat prozone, koji daje laZzno negativan rezultat, jer viSak antitela sprecava unakrsno
povezivanje potrebno za aglutinaciju. Titar koji predstavlja rezultat je poslednje razredenje koje izaziva
aglutinaciju eritrocita pacijenta. Na taj nacin se dobija orijentaciona ocena koli¢ine antitela koja su vezana
za eritrocite.

Kada se radi o mikroskopskoj analizi razmaza eritrocita vrlo je znaCajno pravilno izbrojanje, broj
retikulocita na 1000 eritrocita, koji govore o regenerativnosti anemije. Retikulociti se broje automatski
pomoc¢u hematoloskog analajzera. U tabeli broj 1 opisane su karakteristike pojedinih vrsta eritrocita koje
se javljaju u pojedinim anemijama.

Tabela 1: Oblici eritrocita koji se nalaze u razli¢itim vrstama anemija

Oblik Opis Diferencijalna dijagnoza

MAKROCIT Veli¢ina preko 9 mikrona; Okrugao oblik, | Megaloblasna eritropoeze (Deficit bl2
Smanjena bikonkavnost; Odsutno jedro i | vitamina i folata). Diseritropoeza usled
jedarce; Acidofilna citoplazma sa ili bez | mijelodisplasti¢cnog sindroma. Ostecenje
centralnog rasvetljenja; Poveéana fragilnost | lipidne membrane Er u bolestima jetre. U
(smanjena konkavnost i istanjenost). aplasticnim  anemijama  (nerazja$njene

etiologije).

MIKROCITI Manji od 6 mikrona; Tanki; Okruglog do | Anemija usled deficita Fe i Hb, Anemija u
loptastog oblika; Bez jedra i jedarca; | hronicnim  bolestima,  Anemija  kod
Acidofilna citoplazma Sa ili bez centralnog | neoplazija, Talasemija, Pojava patoloskog
rasvetljenja-ako ga ima prosireno je i veliko | hemoglobina, Trovanja, Nasledna
(anulociti — deficit Fe); Bez inkluzija; sideroblasna anemija, Nasledni nedostatak
Nesto smanjena oksigenacija. feritina i sl.

SISTOCITI Manji od 6 mikrona; Razli¢iti oblici- | Hemolizne anemije usled
fragmenti; Bez jedarca i jedra; Acidofilna | mikroangiopatija i
citoplazma sa malim centralnim rasvetljenjem | traumatskih hemoliza
ili znatno ¢eSce bez; Smanjene oksigenacije; Uremija
Manje elasti¢ni i osetljivi-fragmentacija opne | Tokom maligne arterijske hipertenzije
lako nastaje (nepravilni oblici, u vidu $lema, | Nasledna piropoikilocitoza
trougla, polulopte).

STOMATOCITI Veéi od normalnih Er; Imaju samo jednu | U vrlo malom procentu se
konkavnu stranu; Citoplazma je acidofilna sa | nalaze fizioloski
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neobojenom uzdusnom zonom (kao usne-
stoma-Fish mouth cells); Nesto tanji, Okrugli
ili ovalni; Diskretno smanjene oksigenacije;
Poremecen katjonski transport kroz membranu
Er.

Bolesti jetre
Alkoholizam ljudi
Nasledna stomatocitoza

ELIPTOCITI Ovalni bikonkavni eritrociti; Duze se | Nasledna eliptocitoza (ovalocitoza), Deficit
zadrzavaju u slezini i sporo prolaze kroz | Fe,
kapilare; Manji od 6 mikrona; Lako | Talasemija, Diseritropoeza, Megaloblasti¢na
hemoliziraju; Smanjena oksigenacija. anemija, Mijeloftizna anemija.

EHINOCITI Normalni Er ili manji od 6 mikrona; Okruglog | In vitro hemoliza, Renalna insuficijencija,

i izduzenog oblika, sa nazubljenom opnom- | Bolesti jetre, Hemoliza usled sudara,

oblik ¢icka; Smanjena elasti¢nost; Lako | Malnutricija (hipomagnezemija,

hemoliziraju; Smanjena oksigenacija hipofosfatemija),  Deficijencija  piruvat-
kinaze

AKANTOCITI Ovalnog i okruglog oblika sa spikulama, | Asplenija i hiposplenija, Bolesti jetre,

razli¢ite debljine, li¢e na mamuze; Smanjene | Abetalipoproteinemija, Neuroakantocitoza,
oksigenacije; Smanjena elasti¢nost, Sklonost | Malnutricija, Diseritropoeza
ka hemolizi.

DREPANOCITI Er srpastog izgleda Usled stvaranja  Stapi¢astih  polimera
hemoglobina S ili drugih patoloskih
hemoglobina. Usled razli¢itih hereditarnih
hemoglobinopatija.

DAKRIOCITI Er u obliku suze nastaju jer membrana | Mijelofibroza, Metastaze tumora u ko$tanu

(Teardrop cell)

eritrocita ne moze da uspostavi predhodni
oblik

posle prolaska kroz uske krvne sudove ili zbog
hiperplazije kostne srzi.

Mogu da se pojave i kao artefakti na ivicama
krvnih razmaza.

SIZ, Ekstramedularna eritropoeza,
Diseritropoeza, = Megaloblasna  anemija,
Talasemija, Akutne leukemije, Multipli
mijelom

PECURKASTI ER | / Nasledni poremecaji eritrocitne membrane
(Pincer cell) Diseritropoeza
KERATOCITI / Hemoliznih anemija ili izlaska Heinzovih i
(Horn cell) drugih inkluzija iz Er. Diseritropoeza
SFEROCITI Manji od 6 mikrona; Loptastog oblika; | Povetana  destrukcija  Er,  Nasledna
Citoplazma bez centralnog rasvetljenja; sferocitoza, Autoimune hemoliticke anemije,
Lako nastaje fragmentacija opne zbog | Hemolizna  reakcija  na  transfuziju,
smanjene elastinosti i savitljivosti; Oksidativno osteCenje Er, Cl.Perfrigens
Tesko prolaze kroz kapilare; Zaostaju u | toksin, Sepsa, Intoksikacija vodom.
slezini;
KODOCITI Pljosnat izgled sa smanjenjem debljine i | Asplenija, Hiposplenija, Bolesti jetre -
(Target cell) uvecanjem pre¢nika; makrokodocit, Izraziti deficit Fe,

Citoplazma  acidofilna  sa
centralnom i perifernom zonom;
Bez inkluzija, jedra i jedarca.

obojenom

Hemoglobinopatija C,D.EHi S

MEHURASTA Nastaju usled koncentracije Hb u jednom delu | DIK, Oksidativna oste¢enja, Hemoglobin C

TELA U  ER | Er, pajedeo Er prazan. bolest, Talasemija, Diseritropoeza,

(Piknocit,  Blister | Ova svetla polja mogu nastati i kao posledica | Nestabilnost Hb

cell) odstranjenja Howel-Jollyevih telasaca. RAZLIKOVATI OD HIPOHROMNIH
CELUJA!

HOWELL-JOLY- | Sliéni Er; Okrugli do ovalni; Acidofilna | Asplenija,

eva TELASCA

citopalazma; Telasca su ostaci jedra ili
odvojeni hromatin od

mitoznog vretena; Telasce dimenzija 0,5-1
mikron; Najcesce prisutno jedno, mada moze

Megaloblasna anemija,
Hemolizna anemija,
Neonatalni period.
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biti prisutno

i nekoliko u jednom Er.
HEINZOVA Vidi se jedino u bojenju sa kristali-violet (ne | Enzimopatije (g-6DP deficijencija,
TELASCA po Gimzi) Deficijencija piruvat-kinaze),

Hemoglobinopatije, Talasemija

RETIKULOCITI Prekursori eritrocita sa ostacima ribosoma i | Povecan broj retikulocita ukazuje na

mitohondrija, zbog d¢ega se nazivaju i | regenerativne anemije.

polihromatofili.

Za kompletnu dijagnostiku anemija znacajno je pregledati kostnu srz i ispitati njenu celularnost na
razmazu, te koristiti objektiv koji uvelicava 40x. Celularnost se broji na osnovu broja ¢éelija sa jedrom u
vidnom polju pri uveliCanju sa objektivom 40x. Mijelogram ili kvalitativni i kvantitativni odnos u ¢elijama
kosStane srzi vr$i se na osnovu brojanja i belezenja 200-300 ¢elija s jedrom. Na osnovu broja c¢elija u
vidnom polju dijagnostikujemo stanja od aplazije do hiperplazije. Pored navedenog, znacajno je ispitati
odnos Celija granulopeze i eritropoeze (koje su najzastupljenije u razmazu koStane sr$i) kako bi se
dijagnostikovala hipo ili hiperplazija neke od loza.

Policitemija nastaje kao apsolutan ili relativan poremecaj, prate¢i dehidrataciju, infekcije odnosno
leukemijsku reakciju. Postoji nekoliko kriterijuma za dijagnostiku policitemije i ukoliko postoji veci broj
nalaza koji su pobrojani mozemo dijagnostikovati policitemiju: poveana masa eritrocita, normalna
saturacija arterijske krvi kiseonikom u prisustvu eritrocitoze, splenomegalija, trombocitoza i/ili
leukocitoza, hipercelularna kostna srz sa megakariocitnom hiperplazijom i odsustvom depoa Fe, nizak
nivo eritropoetina u prisustvu povecane mase Er i spontane eritroidne kolonije bez dodavanja Epo u
kulturama ¢elija koStane srzi.

PatofizioloSka dijagnostika poremecéaja bele loze i leukemija

Pove¢an ukupan broj leukocita (leukocitoza) nastaje usled: inflamacije, nekroze tkiva, delovanja
kortikosteroida i epinefrina, akutne limfoblasne leukemije, hroni¢ne limfocitne leukemije, akutne ili
hroni¢ne mijeloidne leukemije, limfoma, deficijencije adhezionih molekula leukocita. Smanjenje ukupnog
broja leukocita (leukopenija) se javlja prilikom: jake infekcije, endotoksi¢nih stanja, aplasticne anemije,
aleukemi¢nih akutnih leukemija, infektivnih bolesti (FELV, FIV, Stenecak, rikecijalne infekcije),
mijelodisplasti¢ni sindrom i dr.

Pored ukupnog broja leukocita znacajno je odrediti i diferencijalnu krvnu sliku sa brojem bazofila,
neutrofila, eozinofila, monocita i limfocita. Oni je mogu odrediti pomoc¢u hematoloskog brojaca.

Povecan broj bazofila (bazofilija) ukazuje na hipersenzitivne reakcije, tumor mast celija, parazitizam,
bazofilnu leukemiju i mijeloproliferativne bolesti. Bazopenija se vrlo tesko dijagnostikuje, jer vrednost od
nula bazofila kod veéine Zivotinjskih vrsta i ljudi ulazi u referentne vrednosti.

Eozinofilija se javlja u hipersenzitivnim reakcijama, parazitozama, limfomima, hipoadrenokorticizmu,
eozinofilnoj leukemiji i dr. Eozinopenija je teSka za dijagnostiku, jer nula ulazi u referentnu vrednost, ali
hroni¢na eozinopenija ukazuje na insuficijenciju koStane srzi.

Limfocitoza ukazuje na hroni¢nu antigensku stimulaciju, nelimfoidne neoplazme, imunski posredovane
bolesti, limfocitne i limfoblasne leukemije. Lmfopenija nastaje kao posledica delovanja glukokortikoida,
virusnih infekcija, imunosupresije, kod enteropatija sa gubitkom proteina, imunodeficijentnih stanja i sl.
Monocitoza prati septikemi¢na stanja, hemolize, odgovor na glukokortikoide, nehematopoezne neoplazme
i oStecenje kostne srzi, dok se monocitopenija tesko dijagnostikuje.

Neutrofilija se javlja kod inflamacija, kao odgovor na glukokortikoide i epinefrin, zatim kod hroni¢ne
mijeloidne leukemije i deficijencije adhezionih molekula leukocita. Neutropenija se deSava kod
endotoksemija, aplastiéne anemije, aleukemi¢nim leukemija, virusnih infekcija, imunoposredovanih
bolesti i dr.

Pored odredivanja broja leukocita i diferencijalne krvne slike zna¢ajno je odrediti i njihovu starost. Ona se
odreduje na osnovu prisustva blasta i stepena segmentiranosti njihovog jedra. Ako se u perifernoj krvi
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javljaju mladi oblici razvoja granulocitne loze, sa velikim brojom Stapastih granulocita i metamijelocita,
onda se takva pojava zove skretanje u levo. Skretanje u levo uz leukocitozu govori u prilog aktivnoj
produkciji ¢elija bele loze, ali je skretanje u levo uz leukopeniju prognosticki vrlo lo§ znak kod mnogih
bolesti.

Leukemije su maligne bolesti krvi kod kojih postoji progresivnho razmnozavanje celija jedne od
leukocitnih loza, koje je Cesto praceno povecanjem leukocita u perifernoj krvi, kao i povecanjem
leukocitne mase u organizmu. Kod leukemijske proliferacije se zapaza izraziti poremecaj u diferentovanju
i sazrevanju belih krvnih ¢elija. Ovaj proces je izraZeniji Sto je leukemija akutnija.

Leukemic¢na stanja se odlikuju anemijom, sklonosti ka krvarenju i infekcijama zbog promene u odnosu
populacija ¢elija u kostanoj srzi. Klinicki se Cesto leukemije otkriju posle klinicke slike dugotrajne apatije
zivotinje, kada se ultrazvucénim pregledom otkrije tumorska masa u parenhimatoznim organima.

Konaéna dijagnoza tipa leukemije postavlja se na osnovu patomorfoloskog pregleda tumorske mase (ako
postoji), citohemijskih metoda (bojene reakcije: mijeloperoksidaza, sudan crno B, nespecificne esteraze),
imunofenotipskih ispitivanja celija leukocitne loze (odredivanje CD subpopulacija i drugih leukocitnih
antigena) i citogenskih ispitivanja (ispitivanje hromozoma). Danas se razvijaju metode za upotrebu
monoklonskih antitela za antigene razliCitih receptora na leukemicnim ¢elijama Sto prosiruje dijagnosticke
mogucnosti. Ove metode po svom obimu i sadrzaju prevazilaze potrebe za edukaciju studenata na
integrisanim studijama i sadrzaj Praktikuma.

PatofizioloSka dijagnostika poremecaja hemostaze

Poremecaji hemostaznog sistema se manifestuju u nastanku sklonosti ka krvarenju ili u nastanku
tromboze. Ovi problemi u klini¢koj patologiji nastaju kao posledica naslednog nedostatka nekog od
faktora koagulacije, kao posledica trovanja (rodentici) ili kao posledica nastanka sepse i delovanja
endotoksina, a manifestuju se kao sklonost ka diseminovanoj intravaskularnoj koagulaciji (DIK).
Poremecaji u primarnoj hemostazi, koji su vezani za trombocite, najc¢e$¢e dovode do petehija i ekhimoza, 1
nakon traume dolazi do neposrednog pocetka krvarenja. Problemi u proteinskom sistemu koagulacije
praceni su odloZenim vremenom pocetka krvarenja uz nastanak krvarenja u zglobovima i dubljim tkivima.
Brojanjem trombocita mozemo dobiti sledece rezultate: nepromenjen broj trombocita, trombocitozu ili
trombofiliju. Krvarenja nastaju kao posledica znaCajnog Smanjenja broja trombocita, ali i kod
trombocitoze mogu nastati spontana krvarenja, ako proteinski elementi koagulacije ne funkcionisu
optimalno.

Kod svih trombocitnih koagulopatija broj trombocita je poremecen, a kod pacijenta mozemo odrediti test
vremena krvarenja po Ajviju. Nacin izvodenja testa: Stavi se manZzetna ili Sira Esmarhovu povesku na
nadlakticu i izvrsi se blagi pritisak, a zatim se sa volarne strane ekstremiteta izvr$i ¢iS¢enje alkoholom i
ubode sterilna lanceta pod kozu, paze¢i da se ne povrede krupniji krvni sudovi (vene) i ukljuci se
Stoperica. Pazljivo se, zatim, svakih 15 sekundi filter-papirom upija krv koja spontano te¢e iz uboda. Ova
procedura se ponavlja dok krvarenje ne prestane. Tada se Stoperica isklju¢i i ocita proteklo vreme.
Normalno vreme krvarenja je od 2-7 minuta, a produzeno vreme ukazuje na smanjen broj ili poremeéenu
funkciju trombocita, poremecaj fon Wilebrandovog faktora, poremecaj u kontraktilnosti krvnih sudova i
drugo. Pravljenjem umerenog pritiska na kozi ekstremiteta i brojanjem petehija posle skidanja manzetne
mozemo proceniti kapilarnu otpornost od koje zavisi koagulabilnost krvi.

Testovi kojima se moze ispitati funkcionalni status hemostaznog sistema su: odredivanje parcijalnog
tromboplastinskog vremena (PTT), protrombinskog vremena (PT) i trombinskog vremena (TT). PTT je
grupni test za procenu nivoa i aktivnosti ¢inilaca unutrasnjeg sistema aktivacije protrombina i zajednickog
koagualcionog puta. PT procenjuje funkcionalni status spoljasnjeg sistema aktivacije protrombina i
zajednickog koagualcionog puta. TT predstavlja vreme potrebno za zdruSavanje plazme nakon dodavanja
odredene koli¢ine trombina. Ovim testom se iskljuCuje uticaj svih koagulacionih faktora tj. puteva, osim
delovanja fibrinogena na funkciju koagulacije. Normalne vrednosti PTT su od 35-75 (preko 100 kod
macaka) sekundi. Protrombinsko vreme je od 11-23 sekundi zavisno od vrste aktivnosti tkivnog ekstrakta
koji se koristi u testu. Normalna vrednost TT iznosi izmedu 15 i 25 sekundi. Patoloske vrednosti Se
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dobijaju produZenjem ili skracenjem navedenih perioda. Za klini¢ki rad je znacajno da na osnovu
navedenih parametara mozemo dijagnostikovati vaskularni, trombocitni ili koagulacioni poremecaj
hemostaze, pomocu shodno kljuca datog u sledecoj tabeli.

Pored navedenih, postoje i brojni specifini testovi koji se mogu dalje koristiti u detaljnijoj proceni
funkcionalnog statusa hemostaze. Tako se npr. moze ispitati adhezivnost (stepen adhezije trombocita
iznad poveske, dobija se poredenjem broja trombocita pre stavljanja poveske i u razli¢itim periodima
nakon toga, uzimanjem krvi iz krvnog suda ispod poveske) i agregabilnost trombocita (pomocu
agregometra). Postoje posebne metode za kvantifikaciju faktora koagulacije.

Diseminovana intravaskularna koagulacija (DIK) moze da predstavlja veliki problem u svakodnevnom
radu, posebno u opstetriciji, hirurgiji, toksi¢nim i malignim stanjima. Kada postoji izuzetna
trombocitopenija i prolongirano parcijalno tromboplastinsko, trombinsko i protrombinsko vreme treba
posumljati na DIK. Tada je znacajno odrediti fibrinogen, razgradne proizvode fibrina (fibrinolizni sitem) i
parakoagulacione testove.

Fibrinogen se kvantitativno moze odrediti klinicki orijentacionim precipitacionim testovima ili se u
slucaju specijalnih ispitivanja vrSe detaljnija funkcionalna ispitivanja. Koncentracija fibrinogena u DIK-u
je sniZena.

Razgradni produkti fibrina jesu D i E molekul i D dimer, a to su periferni i centralni domeni fibrinogena tj.
fibrina. Odreduju se lateks aglutinacijom (lateks Cestica oblozena antitelima protiv D i E fragmenata) koja
daje makroskopski vidljive komplekse. PoviSene vrednosti D i E molekula ukazuju na povisenu
fibrinoliznu aktivnost koja se deSava u DIK-u.

Prilikom delovanja trombina na fibrinogen izvesna koli¢ina molekula fibrin-monomera se ne polimerizuje
nego stvara rastvorljive komplekse sa molekulima fibrinogena. Prisustvo pomenutih monomera i
fibrinogena se dokazuje parakoagulacionim testovima, koji se zasnivaju na Cinjenici da neke materije
razlazu ove komplekse i izazivaju Zelatinizaciju ispitivane plazme. Prisustvo ovih rastvorljivih kompleksa
monomera govori o trombinskoj aktivnosti i stimulisanosti koagulacionog sistema. U DIK-u se javljaju
pozitivni parakoagulacioni testovi.

Pomenuti testovi mogu fizioloski biti izmenjeni kod infekcija i pri hirur§kim zahvatima.

U pretromboznom stanju znacajan je dijagnosticki postupak, koji se odlikuje poviSenom aktivnoséu
hemostaznog sistema, jer se moZze zavrsiti tromboznim stanjem i egzitusom zivotinje. Zbog toga je vazno
odrediti D-dimer, D i E fragment (markeri fibrinoliznog sistema); kao i fibrinopeptide protrombinske
fragmente 1 fibrinske monomere (markeri aktivacije koagulacije) i metabolicke markere aktivisanih
trombocita (trombospondin i tromboglobulin).

Referentne vrednosti produkata degradacije fibrina su ispod 10pg/ml seruma. Koncentracija fibrinogena
varira u odnosu na vrstu od 50 do 400 mg/dl.

Patofizioloska dijagnostika poremecaja funkcije jetre i egzokrinog pankreasa

Jetra ima brojne uloge u organizmu, koje se mogu podeliti na: uloga u metabolizmu bilirubina,
detoksikaciji, kao i brojne biosintetske uloge i uloge u metabolizmu. Ova podela je korisna sa aspekta
poremecaja funkcije jetre, obzirom da veéina bolesti jetre daje neke od navedenih znakova: poremecaj
opSteg zdravlja, ikterus, anemija, disproteinemije i dislipidemije. U procesu dekompenzacije nastaje i
ascites, endokrinoloski poremecaji i hepati¢na koma.

Ikterus/zutica nastaje retencijom konjugovanog ili nekonjugovanog bilirubina.
Vrstu zutice odreduje odnos nekonjugovanog bilirubina i konjugovanog bilirubina u krvi. Prehepaticka ili
hemoliticka zutica nastaje u hemoliti¢kim stanjima kada razgradnja eritrocita i oslobadanje bilirubina u
¢elijama RES-a prevazilazi kapacitete jetre za njegovo preuzimanje. Hiperbilirubinemija je posledica
povecanja koncentracije nekonjugovanog bilirubina u krvi. Hepaticka ili hepatocelularna Zzutica je
najcesci oblik zutice, koji nastaje pod dejstvom raznih etioloskih agenasa, koji dovode do neposrednog
oStecenja jetre. Kao posledica otezanog izluc¢ivanja ve¢ konjugovanog bilirubina javlja se holestaza koja
se karakteriSe stazom zuci u intrahepatickim Zu¢nim kanalima, usled ¢ega dolazi do regurgitacije zu¢i u
krvotok. Ekstrahepaticka ili opstruktivna Zutica nastaje u slucaju parcijalne ili potpune opstrukcije glavnih
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zuénih puteva. Kod pasa i macaka se ne javlja Cesto, mada je opisano viSe slucajeva, najéeSée kao
posledica spoljasnje kompresije Zzu¢nih puteva tumorima, opstrukcije holelitima i kod nekih upala i
striktura zu¢nih puteva i duodenuma.

Kao posledica poremecene sinteze proteina, skracenog zivota eritrocita, zbog hipersplenizma ili teskih
gastrointestinalnih krvarenja i portne hipertenzije nastaje anemija uz koju se najcesée javlja i promena u
broju leukocita i trombocita.

Ascites primarno nastaje kao poremecaj ravnoteze izmedu intravaskularnog (v. porte) i intersticijalnog
prostora (tecnost u peritonealnoj duplji). Osnovni €inioci poremecaja hidrostatskog i onkotskog pritiska su
portna hipertenzija i hipoalbuminemija. Ascites najceS¢e nastaje u slucajevima istovremenog razvoja
hipoalbuminemije i portne hipertenzije. Hepaticka portna hipertenzija je izazvana intrahepatickim
poremecajima koji ometaju cirkulaciju u sinusoidima - naj¢e$¢e kao posledica difuzne fibroze jetre,
hroni¢nog hepatitisa, lipidoze, tromboze vena unutar jetre, zastoja zuéi, neoplazmi, itd. Hipoalouminemija
u prvom redu nastaje kao posledica insuficijencije jetre. Prehepaticka portna hipertenzija je izazvana
poremecajima portnog krvotoka presinusoida i mozZe da nastane usled kompresije ili tromboze portne vene
i njenih ogranaka i usled arterijsko-venskih malformacija. Posthepaticka portna hipertenzija nastaje kao
posledica poremecaja u predelu vene hepatike, kaudalne Suplje vene ili srca. Tako, na primer, do
sekundarnih smetnji u portnoj cirkulaciji moze da dode kod insuficijencije srca, kon-striktornog
perikarditisa, tamponade srca, opstrukcije vene kave kaudalis tumorima ili trombima, tromboze vene
hepatike, itd.

Hepati¢na encefalopatija nastaje zbog nemogucnosti jetre da preuzme i neutraliSe toksi¢ne produkte iz
portne krvi. Do ove pojave dolazi kod teskih oStecenja jetrinog parenhima kada hepatociti nisu u stanju da
neutraliSu preuzete toksine, ili kod porto-kavalnih Santova kada portna krv sa toksinima apsorbovanim u
crevima zaobilazi jetru. Osnovni mehanizam nastanka ove pojave je vezan za slede¢i mehanizam: toksini
iz intestinalnog trakta portnim krvotokom kroz jetru ili zaobilazec¢i jetru dospevaju u sistemski krvotok.
Najvazniji toksini koji se javljaju su amonijak i kratkolan¢ane masne kiseline.

Najce$ce bolesti pankreasa su: pankreatitis (akutni i hroni¢ni), insuficijencija egzokrinog pankreasa i
neoplazme pankresa. Nije dovoljno ispitano gde primarno nastaju patoloske promene na pankreasu tokom
zapaljenskog procesa (na endotelu krvnih sudova pankreasa, na acinusnim ¢elijama ili ¢elijama izvodnih
kanala), ali bez obzira na tok ovog procesa krajnji ishod je autoliza pankreasa. U klinickoj slici
pankreatitisa dominira bol u epigastrijumu, anoreksija, depresija, povracanje, hipertermija, eventualno
krvav proliv, teSka dehidracija, ikterus i ok, dok u prolongiranim i hroni¢nim upalama nastaju i nervni
poremecaji, anemije, steatoreja, mrSavost, promene na kozi i drugo.

U ispitivanju funkcionalnog statusa jetre vrsi se odredivanje i analiza hepatograma. Hepatogram se
sastoji od nekoliko jetrinih profila, koji zajedno ¢ine neki od hepati¢nih sindroma: sindrom zapaljenske
reakcije, sindrom bilijarne retencije, sindrom insuficijencije hepatocita i sindrom nekroze hepatocita.
Sindrom zapaljenske reakcije podrazumeva opSte principe za dijagnostiku zapaljenskog procesa:
odredivanje leukograma, sedimentacije krvi, gama globulina i dr. Navedeni nalazi su nespecifi¢ni.
Sindrom bilijarne retencije obuhvata odredivanje: koncentracije ukupnog i direktnog bilirubina u krvi,
koncentracije urobilinogena u krvi, koncentracije zu¢nih boja u mokraci i fecesu, koncentracije holesterola
u krvi, serumska aktivnost AP i GGT i test ekskrecije bromsulfaleina.

Parametri koji ukazuju na smanjenje pojedinih funkcija jetre (sindrom insuficijencije jetre) su:
koncentracija albumina u krvi, koncentracija amonijaka u krvi, koncentracija proteinskih faktora
koagulacije krvi, protrombinsko vreme, ekskrecija bromsulfaleina, koncentracija holesterola i zu¢nih
kiselina u krvi.

Parametri koji ukazuju na nekrozu jetrinog parenhima (sindrom nekroze hepatocita) odgledaju se u
aktivnosti slede¢ih enzima: Alanin aminotransferaza (ALT), Asparat aminotransferaza (AST), lzocitrat
dehidrogenza (ICD), Sorbitol dehidrogenaza (SDH), Ornitin-karbamil transferaza (OCT), Laktat
dehidrogenaza (LDH), Alkalna fosfataza (AP), Holinesteraza i dr.

Bilirubin se odreduje diazo-reagensom, a na osnovu odnosa konjugovanog i nekonjugovanog bilirubina
razlikujemo tri osnovna tipa ikterusa. U hemoliti¢kom ikterusu je zna¢ajan nalaz povecanje koncentracije
nekonjugovanog bilirubina. Kod hepatocelularnog ikterusa postoji znacajno povecanje koncentracije
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konjugovanog (preko 50%) i nekonjugovanog bilirubina. Kod posthepati¢nog opstruktivnog ikterusa
znacajno je povecana koncentracija konjugovanog bilirubina (do 90%). Odredivanje urobilinogena je
znacajno za dodatnu dijagnostiku ikterusa, tako da je urobilinogen uvek prisutan kada su Zu¢ni putevi
prohodni, dok kod posthepati¢nog opstruktivnog ikterusa njegovo prisustvo izostaje. Sterkobilinogen i
sterkobilin izmeta daju uvek pozitivnu reakciju kod zdravih jedinki.

Amonijak se odreduje posle izolacije putem jonoizmenjivackih smola. Odredivanje se vrsi enzimski preko
NADH ili u reakciji sa natrijum hipohloritom i fenolom. Koncentracija amonijaka je poviSena u bolestima
jetre, posebno u dekompenzovanim stanjima. Za ispitivanje sposobnosti jetre da detoksikuje organizma od
amonijaka izvodi se test opterecenja amonijakom na slede¢i nacin: per oralno se aplikuje amonijum hlorid
- 100 mg/kg telesne mase, a 30 minuta kasnije se ispituje koncentracija amonijaka u krvi. Normalna
koncentracija amonijaka kod pasa i macaka iznosi 35-70 mmol/L, dok je kod konja ona 0-40 mmol/L.
Nakon peroralne primene amonijum hlorida, koncentracija amonijaka u krvi se kod zdravih pasa ne podize
iznad 117 mmol/L.

Biosintetska funkcija jetre se odreduje merenjem koncentracije albumina i imunoglobulina, uz odredivanje
faktora koagulacije, ali i drugih proteina (npr. proteina akutne faze). Porast Ig ukazuje na hroni¢ne procese
u jetri (poliklonska gamopatija), §to se na elektroforetskoj traci ocitava kao beta-gama fuzija (jer se
frakcije beta i gama spajaju).

Odredivanje holesterola moZe imati dijagnosticki znacaj jer povecanje holesterola ukazuje na opstruktivni
ikterus, dok se kod teSkih oStecenja jetre javlja smanjena koncetracija holesterola.

Zuéne kiseline u krvi se mere u &etiri faze: za vreme gladovanja, 2 h posle obroka, posle peroralnog
unoSenja soli zuc¢nih kiselina i kao brzina izlu¢ivanja intravenski unetih soli Zu¢nih kiselina obelezenih
radioaktivnim izotopima.

Test ekskrecije bromsulfaleina (BSP) je specifi¢an test ekskrecione sposobnosti jetre. Nacin izvodenja
testa: Intravenski se ubrizga 0,1 ml/kg telesne mase bromsulfaleina i nakon 30 minuta ispituje se
koncentracija boje koja se zadrzala u krvi. U normalnim okolnostima za 30 minuta izlucuje se vise od
95% bromsulfaleina.

Enzimi se odreduju enzimatskim kolorimetrijskim i drugim metodama. Kretanje koncentracije ALT nema
prognosticki znacaj jer nije u korelaciji sa stepenom osteéenja jetre. Poluvreme ALTa iznosi 1-2 dana, a
moguce je da njegova koncentracija raste i prilikom aktivne regeneracije jetre. Uzrok ove pojave je
¢injenica da je ALT enzim citosola. AST je mitohondijalni enzim, pa njegovo prisustvo govori o nekrozi
hepatocita. Ipak, AST nije dovoljno specifican za hepati¢na oboljenja, jer moze biti poviSen i prilikom
muskularnih bolesti, hemolize i dr. Serumska alkalna fosfataza (AP) predstavlja grupu vise izoenzima koji
poticu iz razli¢itih tkiva i organa. Kod macaka se u jetri nalazi znatno manje AP, pa njen porast naj¢esce
ukazuje na bubrezne bolesti. Porast AP uz jetrene sindrome najéeS$¢e govori o holestazi. Posebno
interesantan enzim je arginaza, s obzirom da se posle uspesne terapije brzo vraca u normalne granice, pa
ima prognosticki znacaj. Kod kopitara je zna¢ajna sorbitol-dehidrogenaza.

Kod pankreasnog profila korisno je odrediti amilazu, lipazu i TLI (eng. Trypsin-Like Immunoreactivity).
Rezultati koncetracije serumske amilaze i lipaze nisu u korelaciji sa tezinom pankreatitisa. Amilaza i
lipaza nisu potpuno specifi¢ni za pankreas. Bubrezna funkcija utice na amilazu i lipazu, dok steroidi mogu
da povise koncentraciju ovog enzima. Amilaza i lipaza nisu zna¢ajne za dijagnostikovanje pankreatitisa
kod macaka.

Interesantno je ispitivanje funkcije pankreasa prilikom dislokacije siriSta mlec¢nih krava, kada su vidljivi
slede¢i rezultati: hiperglikemija (kod jake dislokacije i preko 10 mmol/l, odrzavanje hiperglikemije posle
hirur§kog tretmana je 10§ prognosticki znak, smanjena tolerancija na glukozu, hiperlipidemija, ketonemija,
povecana aktivnost jetrinih enzima, hemokoncentracija, leukocitoza sa neutrofilijom, hipokalemija,
hipohloremija, hiponatremija, hipokalcemija i hipofosfatemija (¢esto kod krava u postpartalnom periodu
pojava ovog nalaza predisponira krave ka nastanku dislokacije zbog atonije).

TLI (Trypsin-Like Immunoreactivity) odreduje se specifi¢cnim imunoesejom seruma u cilju dijagnostike
insuficijencije egzokrinog pankreasa. Ovim testom se primarno meri pepsinogen, inaktivnog prekursora
tripsina u serumu. TLI testom se dokazuje oslobadanje tripsinogena iz pankreasa. Kod pankreatitisa TLI
test ¢e dati poviSene vrednosti (ali i kod jake insuficijencije bubrega), dok ¢e vrednosti biti snizene kod
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insuficijencije pankreasa. Normine vrednosti TLI su: 5,7-45,2 pug/L kod pasa, 12-82 ug/L kod macaka, ali
rezultati variraju u odnosu na razlicite laboratorije.

PatofizioloSka dijagnostika poremecaja urinarnog sistema

Urinarni sistem ima brojne funkcije u organizmu jer ucestvuju u regulisanju metabolizma vode i jona i
ima endokrinu ulogu. Svi poremecaji funkcije urinarnog sistema mogu biti uzrokovani prerenalnim
(hipovolemija i/ili hipotenzija mogu da smanje protok krvi kroz bubrege i izazovu poremecaj funkcije
bubrega), renalnim (glomerulske: nefriticne (primarno zapaljenjske) 1 nefroticne (primarno
degenerativne), neglomerulske: vaskularne, tubularne i intersticijalne) i postrenalnim uzrocima (koji
izazivaju opstrukciju bubreznih puteva).

Svetska zdravstvena organizacija je dala klasifikaciju bubreznih bolesti, koja je napravljena po
etiopatogenezi i moze se primenutu u veterinarskoj medicini. Tako se bubrezne bolesti dele na: akutni
nefritisni sindrom, nefrotski sindrom, asimptomatska urinarna abnormalnost (grupa 2 i 3 — kao posledica
hroni¢nog glomerularnog nefritisa), akutna bubrezna insuficijencija, hroni¢na bubrezna insuficijencija,
infekcija urinarnog trakta, opstruktivna bolest urinarnog trakta, funkcijski defekti bubreznih tubula,
hipertenzivna nefropatija i nefrolitijaza i nefrokalcinoza.

Osnovni simptomi poremecaja urinarnih organa su: 1) prisustvo oligurije, poliurije ili anurije, 2)
nespecificni simptomi (depresija, letargija, inapetenca, groznica, povracanje...), 3) karakteristi¢ni nalaz
urina (proteinurija, hematurija, glukozurija, kristalurija...) 1 4) karakteristican nalaz u krvi (azotemija,
uremija, dislipidemija, anemija i drugo).

Koli¢ina mokrace (diureza) zavisi od o¢uvane funkcije bubrega, hrane i vode koja se unosi tokom dana.
Na koli¢inu mokrac¢e utiCu resorpcija razliCitih edema, dijabetes, poremecaji vezani ADH i Na, kao i
vazopresin.

Boja i prozirnost mokraée se posmatra na beloj pozadini. Mokraca kod konja je zuta ili Zuto-zelena boja;
kod psa svetlo-zuta do ¢ilibarno Zuta; kod goveda slamno-zuta (svetlo do tamno). Veoma tamna boja
mokracée se javlja kod paraliticke mioglobinurije, dok se izrazito svetla boja javlja kod Secerne bolesti.
Mokraca je tamnija kod dehidratacije i febrilnih stanja. Razli¢ite nijanse Zute i crvene moguce su kod
babezioze. Mrko-crvena boja javlja se kod davanja fenotiazina, ali i kod Zivotinja sa porfirinurijom. Kod
ekvida mokraca je neposredno po izluéivanju mutna, a nakon duZeg stajanja se obrazuje talog. Kod ostalih
zivotinjskih vrsta, mokraca je bistra, a posle duzeg stajanja se stvara neznatan talog. Zamucenost mokrace
zavisi od sadrzaja soli, prisustva epitelnih ¢elija, masti ili mikroorganizama.

Miris mokrace je dosta specifican za pojedine zivotinjske vrste i njegov intenzitet zavisi od
koncentrovanosti mokra¢e. Na miris mokracée utiu i razlicita patoloska stanja. Tako npr. acetonemija kod
krava, koja dovodi do acetonurije daje specifican miris mokrace na aceton, koji moze biti toliko jak da
cela Stala miriSe aceton.

Specificna tezina mokrace se odreduje urometrom koji je bazdaren izmedu 1,000 i 1,060. Ona je u
obrnutoj srazmeri sa koli¢inom izlu¢ene mokraée. U Se¢ernoj bolesti, se uz povecanu diurezu povecava i
specificna tezina mokrace (prelivna glukozurija).

pH vrednost mokrace je kisela kod mesojeda i bazna kod biljojeda. Bazna mokrac¢a kod mesojeda ukazuje
na nekroti¢ne procese u bubregu ili na zapaljenje mokraéne besSike. Kisela mokraca kod biljojeda se javlja
tokom gladovanja, enteritisa, pneumonije i dugotrajnih proliva. Hrana bogata azotom zakiSeljava mokracu
biljojeda. Odredivanje pH se vrsi pH-metrom ili test-trakama.

Hemijsko ispitivanje pomocu test traka se vrsi po sledecoj proceduri — Test traka se uroni u svez urin i drzi
najvise 1 sekund. Nakon 30-60 sekundi se uporeduje boja na trakici sa bojom na standardnoj skali.
Nakon dva minuta stajanja rezultati su nevalidni. Test trakama se odreduje viSe parametara, kao Sto su:
Glukoza- normalno nalaz je negativan, a pozitivan je kod prelivne glukozurije i diabetesa; Bilirubin-
normalno nalaz je negativan, a pozitivan nalaz se dobija u sklopu ikterusa; Ketoni- prisutni prilikom
metabolicki neregulisane Secerne bolesti; Krv- test trakice toleriSu odredeni broj eritrocita, tj. odredenu
koncentraciju hemoglobina (reakcija je vezana za Hb), a reakcija je pozitivna kod hematurije;
Belancevine- normalan nalaz je negativan, a test traka toleriSe odredenu koncentraciju proteina;
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Urobilinogen- normalan nalaz je lako pozitivan, a ne moze se koristiti za dijagnostiku opstruktivne Zutice;
Nitriti- normalan nalaz ovog pregleda je negativan, dok pozitivan nalaz ukazuje na bakterijsku
uroinfekciju (kod biljojeda se moze dobiti lazno pozitivan nalaz zbog sadrZaja nitro jedinjenja u biljkama);
Leukociti- nalaz ukazuje da u mokraéi ima manje od 10x1076/L, a leukociturija ukazuje na zapaljenje.

Za dijagnostiku ketoze krava posebno je znacajno odredivanje ketonskih tela u mokraéi krava. Za
dijagnostiku se koristi acetat-test po Lestradetu (Rothera test), koji se zasniva na promeni boje natrijum-
nitro prusida promeni u prahu od ruzicaste (+) do tamnoljubicCaste (++++) ukoliko postoje ketonska tela.
Ipak, za preciznu dijagnozu je potrebno odrediti koncentraciju ketona u mmol/l (spektrofotometrijski,
kolorimetrijski), a rezultati se tumace na slede¢i nacin: 0,5-2,5 mmol/l normalno, 2,5-13 subklinicka
ketoza i 13-600 klini¢ka ketoza.

Proteini u mokraéi se odreduju kvalitativnom ili kvantitativnom metodom. Od kvalitativnih metoda koristi
se reakcija sa sulfasalicilnom kiselinom. Nacin izvodenja testa: Kap sulfasalicilne kiseline se kapne u
epruvetu sa mokracom i posmatra zamucenje. Zamucéenje se posmatra prema crnoj podlozi i mozemo
dobiti sledece nalaze: negativan (bistar), belanCevine u tragu (+, jedva primetno zamucenje), jasno
pozitivna (++, vidljivo zamucenje), jako pozitivna (+++, stvaranje sitnih pahuljica), i sirast talog ++++
(talozenje na dnu epruvete).

U mokraéi se ¢esto kod obolelih od multiplog mijeloma nalaze Benc-Dzonsovi proteini, laki lanci
imunoglobulina. Znacajna karakteristika ovih proteina je da se taloze na temperaturi izmedu 45 1 55°C, a
rastvaraju se na viSim temperaturama, $to koristi za dokazivanje njihovog prusustva.

Kvantitativno odredivanje proteina moze se vrsiti putem taloZzenja u Esbahovom albuminometru ili
biuretskom reakcijom. Pri tome je vazno izvrSiti razdvajanje frakcija proteina ili dokazivanje prisustva
pojedinih frakcija imunoenzimskim i drugim preciznim metodama. Pri pojava proteina u mokraci
potrebno je izvrSiti dodatna ispitivanja i posebo obratiti paznju na donje urinarne puteve, iz kojih se
eksudacijom tokom upale izdvajaju proteini. Kona¢na dijagnoza se postavlja ispitivanjem tipova proteina,
te se tokom oStecenja glomerula javlja puno albumina i visokomolekulskih proteina u mokraéi (transferin,
IG, komplement), a tokom o$tecenja tubula albumini sa niskomolekulskim proteinima, a moguca je i
pojava prelivne proteinurije.

Pregled sedimenta mokrace se izvodi sledecom procedurom — Mokraca se centrifugirati 5-10 min na
1500-2000 obrtaja/min. Nakon toga se mokraca odlije a 1-2 kapi se stave na predmetnicu, pokriju
ljuspicom i posmatraju pod mikroskopom na uveli¢anju 100-400x. Pojavi sedimenta pogoduje nizak pH,
proteinurija, usporeno oticanje filtrata, prisustvo mukoidin-sumporne kiseline. Mikroskopskim nalazom
sedimenta mozemo videti: leukocite, eritrocite, cilindre 1 kristale, itd.

Leukociti — Najces¢e vidimo 4-8 u vidnom polju. Pove¢an broj ukazuje na infekciju ili hemijsku leziju
urinarnog trakta.

Eritrociti — Normalno se vidi 1-3 eritrocita u vidnom polju. Povecan broj eritrocita se javlja kod
hematurije, koja se moze videti golim okom (prisutna promena boje - makrohematurija) ili mikroskopom
(mikrohematurija). Eritrociti mogu biti svezi (o¢uvan oblik i oStre ivice, zuc¢kasto-crveni) ili disformicni
vidljivi kao blede senke i nepravilnog izgleda. Hematurija moze biti prerenalna, renalna i postrenalna.
Eritrociti u mokra¢i mogu da poticu i iz genitalnih organa zenke, posebno kod kuja tokom ciklusa, §to
moze dati lazno pozitivan rezultat. Kod hemoglobinurije je koncentracija hemoglobina povisena, a broj
eritrocita nije, dok kod mioglobinurije (koja je Cesta kod kras i blast sindroma, praznicne bolesti konja i
drugo) javlja bistru mokrac¢u uz porast koncentracije kreatinfosfokinaze.

Cilindri, ¢elije, neorganski sediment — To su istaloZzene proteine u obliku distalnih bubreZnih kanalica.
Razlikujemo viSe vrsta cilindara: eritroidni — ruziaste boje, ¢esto kod glomerulonefritisa; leukocitni —
tipicno kod pijelonefritisa, ali i kod nekih vrsta glomerulonefritisa, mogu biti pojedinacni leukociti ili
masa; epitelni — pri tezem ostecenju tubula, akutna zapaljenja bubrega; granulirani — kod izrazite tubulske
lezije bubrega; hijalini — homogeni svetli cilindri, koji prate proteinuriju, ali ne ukazuju uvek na odredeni
tip oSte¢enja bubrega; $iroki — stvaraju se u sabirnom kanali¢u bubrega, prilikom bubrezne insuficijencije;
masni — cilindri sa masnim kapljicama na povrsini (dzinovske epiteloidne ¢elije bogate mastima); vostani
cilindri — nastaju zbog dugog boravka u lumenu tubula i izrazito smanjenog protoka urina u tubulima, u
sklopu glomerularnih oboljenja. Cilindroidi nisu pravi cilindri, ve¢ se radi o grupisanju pojedinih
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elemenata, kristala, belan¢evina bakterijskih ¢elija i dr. Odreden broj epitelnih ¢elija se normalno nalazi u
mokracdi i poti¢e iz bilo kog tela urinarnog trakta. Za detekciju je najvaznije uociti epitelne celije, koje
poticu iz tubulskog epitela, jer one ukazuju na zapaljenske procese i bubreznu insuficijenciju. Te ¢elije su
vece od leukocita, sa okruglim jedrom i ¢esto jasno vidljivim nukleolusom. Pojava repastih epitelnih ¢elija
mogu biti znak dublje nekroze epitela urinarnog trakta, a izbledele i isprane ¢elije, naj¢es¢e ukazuju na
nefritis. Svezi eritrociti ukazuju na zapaljenje kontaéne besike (cistitis), a smezurane Celije se nalaze u
hiperosmolarnoj mokraci.

Razne materije u amorfnom ili kristalnom obliku. U baznoj mokra¢i se Cesto vide kristali fosfatnog
porekla, dok se kristali mokracne kiseline i uratni kristali vide u kiseloj mokraéi. Neki lekovi
(sulfonamidi) se izluCuju putem kristala i mogu biti razlic¢itog su oblika.

Pri detekciji eritrocita, leukocita i drugih celularnih elemenata u sedimentu mokrace, zbog tacnosti je
potrebno izbrojati ih u komorici za krv, u poznatoj zapremini. Proteinurija sa velikim brojem izbrojanih
eritrocita ukazuje da je hematurija bubreznog porekla. Pojava eritrociturije, proteinurije i eritrocitnih
cilindara u mokra¢i dokazuje da je hematurija najverovatnije posledica glomerulske bolesti bubrega.
Leukociturija sa pojavom leukocitnih cilindara ukazuje na bakterijsku infekciju bubrega, odnosho
mokraénih puteva.

Odredivanje ureje, kreatinina i mokracne kiseline su klasi¢ne biohemijske metode i opisane su u poglavlju
3. Povecana koncentracija ureje dovodi do uremije, koja moze biti bubrezna i vanbubrezna. Bubrezna je
vezana za smanjenu funkcionalnu sposobnost bubrega, a vanbubrezna nastaje pojavom hipovolemije,
dehidratacije, obilnih krvarenja u gastrointestinalnom traktu, bolestima jetre i dr. Znatno smanjeno lucenje
kreatinina ukazuje na razvoj bubrezne insuficijencije. Lucenje kreatinina zavisi od mis§i¢ne mase tela, a
kreatinin se ne reapsorbuje ni u jednom nefrotskom segmentu. Povisenje koncentracije mokraéne kiseline
u serumu nastaje kod akutne ili hroni¢ne bubrezne insuficijencije, u sklopu opste retencije azotnih materija
u krvi i kod ekstrarenalne azotemije. Porast koncentracije mokracne kiseline u serumu je hiperurikemija i
moze biti primarna (giht) i sekundarna. Primarna hiperurikemija je vezana za enzimsku disregulaciju
metabolizma mokra¢ne kiseline, a sekundarna za razliCite proliferativne bolesti, leukemije i policitemiju
veru, citotstatsku terapiju malignih bolesti i u svim bolestima gde se javlja povecan katabolizam
sopstvenih proteina.

Ispitivanje dilucione sposobnosti bubrega — Nacin izvodenja metode: Izvrsi se opterecenje vodom i uzima
se mokracu na svakih 15-30 minuta i meri njena specifi¢na tezina. U toku dva ¢asa zdravi bubrezi izlu¢e
polovinu unete tecnosti. Ukoliko specificna tezina nije na donjoj fizioloskoj granici ili ispod nje, a ne
izlu¢i se kompletna koli¢ina vode u periodu od nekoliko Casova, smatra se da postoji problem sa
dilucionom sposobnoscu bubrega. Proba dilucije ukazuje na funkciju glomerula, tj. njihovu mo¢ filtracije i
na nju utiCu mnogi vanbubrezni faktori (aldosteron, ADH i sréana pumpa). Ovu metodu ne treba
primenjivati kod pacijenata sa edemima, a kod pacijenata sa izrazenom dehidratacijom ne dobijamo
pouzdane rezultate. Ovaj test je manje specifican od testa koncentracione sposobnosti bubrega.

Ispitivanje koncentracione sposobnosti bubrega — Naéin izvodenja metode: Ovaj test vrsi se posle
uskracivanja vode (u periodu od 12 ¢asova) ili nakon aplikacije antidiureznog hormona. Nakon 1 i 2 sata
uzima se uzorak mokrace i meri specificna tezina koja treba da bude blizu gornje fizioloske granice ili
preko nje. Pad koncentracione sposobnosti se javlja kod hroni¢nog pijelonefritisa, hroni¢ne opstruktivne
uropatije i uznapredovale bubrezne insuficijencije.

Osmometrija mokrace — Koncentraciona sposobnost bubrega se najpeciznije odreduje uporedivanjem
osmolarnosti urina i seruma. Osnova osmometrije je u 4 koligativne osobine rastvora i to su: smanjivanje
tatke mrznjenja i isparavanja i poviSenje take kljucanja i osmotskog pritiska. Za ovu metodu Koristi se
konduktometar.

Odredivanje bubreznih klirensa — Bubrezni klirens je deo volumena plazme koji se moze indirektno
izmeriti 1 koji se zahvaljuju¢i radu bubrega u jedinici vremena oslobodi neke materije tako $to je bubreg iz
krvi prenese u stvorenu mokra¢u. Klirens je odnos koli¢ine klirensne supstance klirensa izlucene
mokracom u jedinici vremena i koncentracije te supstance u plazmi. Klirensi materija prirodno prisutnih u
plazmi nazivaju se klirensi endogenih supstanci (urea, kreatinin, vodonikovi joni), dok su Klirensi
egzogenih materija Klirens para-aminohipurne kiseline (PAH), insulina, radioaktivni Cr-EDTA. Klirensi
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inulina, Cr-EDTA i kreatinina ukazuju na jadinu glomerulske filtracije (JGF) — jer se ove materije izlucuju
samo putem glomerulske filtracije. PAH i J-hipuran se izlu¢uju putem JGF i tubulske sekrecije, govore o
efektivnom bubreznom protoku plazme (EBPP). Frakcijska filtracija (FF) predstavlja odnos izmedu JGF i
EBPP i daje uvid u stanje glomerulsko-tubulske ravnoteze u bubregu.

Za odredivanje klirensa endogenog kreatinina uzima se 24-Casovna diureza. Klirens kreatinina se
prera¢unava u odnosu na povrsinu tela pacijenta. Kod odredivanja klirensa ureje treba isprazniti mokra¢nu
besiku, dati pacijentu odredenu koli¢inu vode i u narednih sat vremena izmeriti klirens ureje. Klirens ureje
Poredenjem parametara, posebno osmolarnosti mokrac¢e i seruma, koncentracije Na mokrace i seruma,
odnosa BUN/kreatinin u plazmi, JGF i FF vrsi se lokalizacija urinarnog poremecaja (prerenalna, renalna i
postrenalna), uzroci akutne bubrezne insuficijencije (insuficijencija bez nekroze, insuficijencija sa
nekrozom kore i insuficijencija sa nekrozom srzi bubrega) i faze hroni¢ne bubrezne insuficijencije
(hipofunkcija, kompenzacija, dekompenzacija i uremija).

Patofizioloska dijagnostika poremecaja metabolizma te¢nosti, acido-baznog statusa i jona

Postoje Cetiri osnovne osobine telesnih te¢nosti a to su: izovolemija (odrzavanje stalne zapremine i
odnosa telesnih tecnosti), izotonija (odrzavanja stalnog osmotskog pritiska — koji se javlja izmedu dva
rastvora razlicite koncentracije jona.), izojonija (odrzavanjue stalnog kvalitativnog i kvantitativnog sastava
i medusobnog odnosa jona) i izohidrija (odrzavanje stalne koncentracije vodonikovih jona, tj. acido-bazne
ravnoteze telesnih te¢nosti).

Poremecaj prometa telesnih tecnosti se javlja u vidu: promene volumena telesnih tecnosti (dehidratacija i
hiperhidratacija), promene osmolarnosti (hiperosmolarnost/hipertonija ili hipoosmolarnost/hipotonija),
promene koncentracije pojedinih jona (u smislu hiper ili hipo izmena) i promene acidobazne ravnoteze
(acidoza i alkaloza).

Primarni poremecaj telesnih tecnosti, jona i acidobazne ravnoteze je redak slucaj, te se dijagnosticki
postupci vezani za ovaj sistem, najcesce izvode kao dopunski, uz obaveznu analizu svih moguéih faktora
koji mogu da dovedu poremecaja ovog sistema. Neophodno je poznavati osnovne uzroke, koji dovode do
poremecaja metabolizma tecnosti, acidobazne ravnoteze i jona.

Uzroci dehidratacije su: smanjen unos vode, povecano odavanje vode (dijareja, povracanje, znojenje,
eksudacija, poliuri¢na faza bubrezne insuficijencije, u dijabetes melitusu i insupidus).

Uzroci hiperhidratacije su: povec¢an unos vode i/ili soli, infuzije natrijuma ili bikarbonata,
hiperadrenokorticizam, oliguricna faza bubrezne insuficijencije, primarni aldosteronizam i
dekompenzovana srcana slabost.

Uzroci respiratorne acidoze su: opstrukcija vazdu$nih puteva, depresija respiratornog centra (nervne
bolesti, lekovi, toksemije), kardiopulmonarni arest, neuromuskularne bolesti (botulizam, miastenija gravis,
polimiozitis, hipokalemijska miopatija macaka), restriktivne bolesti (diafragmatska hernija, pneumotoraks,
piotoraks, hemotoraks i fibroza plué¢a), pluéne bolesti (respiratorni distres sindrom, pneumonija, pluéni
edem, COPD i fibroza pluca).

Uzroci metabolicke acidoze su: diabetiéna ketoacidoza, uremiCna acidoza, lakticna acidoza,
hipoadrenokorticizam, dijareja i renalna tubularna acidoza.

Uzroci respiratorne alkaloze su: levo-desni Sant, kongenitivne sréane bolesti, pluéne bolesti, neke vrste
anemija, nervne bolesti, hepati¢ne bolesti, bol, groznica i hipertireoidizam, mehanicka ventilacija.

Uzroci metabolicke alkaloze su: povracanje, diuretska terapija, oralna primena organskih anjona,
hiperadrenokorticizam i primarni hiperaldosteronizam.

Uzroci hiperkalemije su: pseudohiperkalemija (trombocitoza, poveéan broj leukocita, hemoliza),
smanjenja urinarna ekskrecija kalijuma (uretralna obstrukcija, ruptura uretera, anurijsko ili oligurijsko
oStecenje bubrega, hipoadrenokorticizam) i pove¢an unos kalijuma.

Uzroci hipokalemije su: povracanje, dijareja, hroni¢ne bubrezne bolesti, opstruktivna diureza, diureza u
ketoacidozi i aplikacija furosemida.
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Uzroci hipernatremije su: gubitak vode bez gubitka soli ili gubitak hipotoni¢ne teCnosti (povraéanje,
dijareja, opstrukcija tankih creva, pankreatitis, peritonitis, osmotska dijareja u diabetesu) i povecan unos
soli.

Uzroci  hiponatremije: poremecaji  sa normalnom osmolarno$¢u (hiperlipidemija, izrazena
hiperproteinemija), poremecaji sa poviSenom osmolarnos¢u (hiperglikemija) i poremecaji sa smanjenom
osmolarnos$¢u (hiperhidratacija, bolesti jetre sa ascitesom, kongestivne sréane bolesti, nefrotski sindrom,
uznapredovale renalne bolesti, proliv, dijareja, gubici preko koze, peritonemua, psihogena polidipsija,
sindrom nedovoljnog lu¢enja ADH i miksedemska koma u hipotireoidizmu).

Uzroci hiperkalcemije: visak PTH, vitamina D3 i veliki unos Ca putem hrane.

Uzroci hipokalcemije: malapsorpcija promene u lucenju i delovanju PTH i promene u metabolizmu
vitamina D3.

Uzroci hiperhloremije: jak selektivni gubitak natrijuma, primena hlorida, renalna retencija hlorida,
hiperhloremijska metabolicka acidoza usled dijareje i gubitka bikarbonata. Pojava perzistentne
hiperhloremije indikuje pregled na Na, K i gasne analize krvi.

Uzroci hipohloremije: su sli¢ni kao u hiponatremiji, a najce$¢e hroni¢mo povracanje i agresivna terapija
tiazidina. Perzistentna hipohloremija zahteva dalja ispitivanja.

Dijagnosticki postupak poremecaja metabolizma tecnosti je ispitivanje promena u ekstracelularnoj
teCnosti (ispitivanje volumena i osmolarnosti), promena u intracelularnoj te¢nosti, izojonije i izohidrije.
Promene volumena ekstracelularne tecnosti ispituju se analizom koncentracije ukupnih proteina i
brojanjem eritrocita. Dehidratacija dovodi do porasta koncentracije proteina i povecanja broja eritrocita po
mililitru krvi. Ove pojave se mogu otkriti i manje pouzdanom metodom ispitivanja hematokrita. U
istrazivacke svrhe koristi se odredivanje volumena te¢nosti dilucionom radioizotopskom tehnikom.
Promene osmolarnosti se odreduju u odnosu na promenu koncentracije natrijuma u serumu, a merenje
osmolarnosti moze se vrsiti i direktno osmometrom. Hipernatremija znaci i hiperosmolarnost, osim u
slucaju hiperlipidemije ili hiperproteinemije (kada lipidi i proteini zauzimaju odredenu zapreminu u
teCnosti i ne sadrze Na) ili u slucaju dijabetesa kada teCnost izlazi ekstracelularno, ¢ime razblazuje
natrijum, te je osmolarnost povecana zbog glukoze.

Kod toplotnog stresa mle¢nih krava koncentracija proteina, broj eritrocita i eritrocitni indeksi mogu dati
nejasnu sliku, jer dominira smanjen unos hrane i povisen unos tecnosti, pa treba dati adekvatno tumacenje
dehidratacije.

Ispitivanje izojonije podrazumeva biohemijsko odredivanje koncentracije Na, K, Ca, Mg, H i OH. Za
odredivanje jona se koriste klasi¢ne titrimetrijske metode ili klasi¢nim komercijalnim kitovi u plamenom
fotometru, odnosno selektivne elektroda koje su prilagodene za odredene vrste jona. Sa klinickog aspekta
treba posmatrati odnos (K, Na i OH) / (Ca, Mg i H). Kada koncentracija jona iz brojioca raste ili
koncentracija jona iz imenioca opada nastaju gréevi skeletne muskulature i poremecaji u radu srca, dok
obrnuti proces smanjuje tonus muskulature i srcani rad.

Za procenu stanja izojonije treba posmatrati pH seruma, koncentraciju bikarbonata, parcijalni pritisak
kiseonika i ugljenik-4-oksida kao i odnos Na-bikarbonata i ugljene kiseline koji bi trebao da je 20:1
(Henderson-Haselbahova jednacina).

Racionalna patofizioloska dijagnostika poremecaja metabolizma ugljenih hidrata, masti i proteina

Poremecaji metabolizma ugljenih hidrata se ispituje kroz funkcionelane testove za endokrini
pankreas. Mnoge zivotinje imaju latentnu sklonost ka nastanku dijabetesa, pa se kod ovih Zivotinja vrsi
glukoza tolerans test uz aplikaciju kortizola. Latentni dijabetes moze brzo pre¢i u manifestnu formu usled
stresa, Ciji je kortizol glavni medijator.

Testovi za ispitivanje glikogenskog depoa u jetri i njene sposobnosti da odrzi normoglikemiju su:

1) Test tolerancije epinefrina se zasniva na osobini epinefrina da povecava glikogenolizu
aktivacijom adenilat-ciklaze. Ako jetra nije ostecena, nakon parenteralne aplikacije epinefrina ve¢ za 40-

60 minuta glikemija se povecava za 50% u odnosu na fiziolosku vrednost, a za lh vraca se u okvire
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normoglikemije. lzostajanje epinefrinskog efekta javlja se kod insuficijencije jetre ili kod praznih
glikogenskih depoa tokom gladovanja.

2) Test opterecenja galaktozom se zasniva na sposobnosti galaktoza, koja je monosaharid, da se pretvori u
glukozu. Ovaj proces je enzimatski regulisan i odvija se u vise etapa.Test se izvodi tako §to se i.v. aplikuje
rastvor galaktoze, a zatim se u vremenskim intervalima prati njeno nestajanje u krvi. Test se primenjuje
kod prezivara, konja i pasa koriS¢enjem 10 mL/kg telesne mase rastvora galaktoze, koncentracije 2,8 mM.
Kod zdravih Zivotinja, galaktoza se u vremenu od 1h metabolise u glukozu, ali ako je ostecena jetra,
galaktoza se duze ili krac¢e zadrzava u krvotoku i nakon toga se javlja galaktozurija.

Glavni lipidi krvi su: holesterol (slobodni i esterifikovani), trigliceridi, ukupni fosfolipidi i
neesterifikovane masne kiseline. Lipoproteini su sloZeni transportni oblici koji se sastoje od lipida i
glikoproteina-zvani apoproteini. Prema kretanju u elektroforezi dele se na: hilomikrone, pre beta-
liporoteine, beta-lipoproteine i alfa-liporpoteine. Prema sastavu tj. gustini posle ultracentrifugiranja dele se
na: VLDL (Very low density lipoproteins) — lipoproteini veoma niske gustine, LDL (Low Density
Lipoproteins) — lipoproteini niske gustine, HDL (High Density Lipoproteins) — lipoproteini visoke gustine
i VHDL (Very high Density Lipoproteins) — lipoproteini vrlo visoke gustine.

Povecana koncentracija lipida u krvi naziva se hiperlipidemija i ona moze biti: postprandijalna, primarna
(idiopatska  hiperlipoproteinemija, idiopatska hiperhilomikronemija kod macaka, deficijencija
lipoproteinskih lipaza i idiopatska hiperholesterolemija), sekundarna (hipotireoidizam, diabetes mellitus,
hiperadrenokorticizam, pankreatitis, holestaza, hepati¢na insuficijencija i nefrotski sindrom).

Holesterol se odreduje standardnom fotometrjskom metodom. Reagens za holesterol je holesterol-
oksidaza koja reaguje sa hromogenom i daje promenu boje u intenzitetu koja je proporcionalna sa
koncentracijom holesterola. Indikacije za odredivanje koncentracije holesterola su: primarna
hiperlipoproteinemija, diabetes mellitus, nefrotski sindrom, bolesti tireoidee, bolesti jetre, malapsorptivni
sindrom i dr. PoviSene vrednosti holesterola se javljaju kod slede¢ih poremecaja:  familijarna
hiperliporpoteinemija, nefrotski sindrom, nekontrolisani dijabetes, opstruktivna Zutica, miksedem,
ksantomatoza, akutne hemoragije i hipotireoidizam. Hipoholesterolemija se javlja kod: anemije, bolesti
jetre, infekcije, kaheksije, glomerulonefritisa, stresa, dekompenzovanog srca, koronarne tromboze,
akutnog infarkta miokarda, karcinoma i dr.

Trigliceridi se takode odreduju klasicnom fotometrijskom metodom. Indikacije za odredivanje triglicerida
su: hiperlipoproteinemije, trovanja teSkim metalima, bolesti S$titnja¢e, malapsortivni sindrom itd.
Hipertrigliceridemija se javlja kod slede¢ih poremecaja: hiperlipoproteinemija, diabetes mellitus-a,
nefrotskog sindroma, uremije bez nefroze, pankreatitisa, nekih glikogenoza, trovanja teSkim metalima i dr.
Snizene vrednosti triglicerida se javljaju kod slede¢ih poremecaja: hroni¢na opstruktivna bolest pluca,
infarkt mozga, hipertireoidizam, malapsorpcijski sindrom, nasledni nedostatak holesterol-acil transferaze i
dr.

Friziderski test se koristi za ispitivanje tipa hipertrigliceridemije. Test se izvodi na slede¢i nacin: serum
ispitanika se ostavi na temperaturi od +4°C, pa se nakon stajanja 18-24h vr$i procena njegovog izgleda.
Normalan serum i serum u izolovanoj hiperholesterolemiji je bistar. Kod nakupljanja VLDL
(hipertrigliceridemija) serum pokazuje odredeni stepen zamucenja. Lagane Cestice hilomikrona formirace
flotacijom hilomikronski cep.

U humanoj populaciji razlikujemo 5 tipova hiperlipoproteinemije u zavisnosti od tipa lipoproteina koji
dominira, friziderskog test i kakva je koncetracija holesterola i triglicerida. Sli¢na klasifikacija postoji i
kod pasa.

Kod mle¢nih krava je vrlo znafajna pojava zamasSc¢enja jetre, koja nastaje kao posledica negativnog
energetskog bilansa u peripartalnom periodu, tj. na pocetku lakracije. Negativni energetski bilans se
ogleda u stepenu lipomobilizacije ¢iji je pokazatelj koncetracija slobodnih masnih kiselina. Kada je
njihova koncetracija 0,3-0,5 mmol/l smatra se da je proces lipomobilizacije u fiziolskim granicama, dok
vrednosti preko 0,7 mmol/l ukazuju na intenzivnu nekontrolisanu lipomobilizaciju. Intenzivna
lipomobilizacija narusava transport triglicerida iz jetre (nema dovoljno VLDL jer je naruSena sinteza
proteina) pa se oni nagomilavaju u hepatocitima.
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Poremecaj metabolizma proteina je objas$njen kroz predhodna poglavlja. Osnovne indikacije za ispitivanje
metabolizma proteina su: ispitivanje hidriranosti organizma, ispitivanje uzroka edema, ispitivanje uzroka
infekcija, dokazivanje upale, ispitivanje autoimunih procesa, ispitivanje bolesti jetre, ispitivanje
proteinurije, dokazivanje paraproteinemije, ispitivanje proteinskih nosaca seruma, ispitivanje malognih
neoplazmi, ispitivanje opekotina i dr.

Posebni proteini koji su znacajni za dijagnosti¢ki postupak su enzimi. Oni i njihova katalitiCka aktivnost
odreduju se razli¢itim kolorimetrijskim metodama, imunoenzimskim metodama i radio-imunoenzimskim
metodama, razli¢itim histohemijskim metodama bojenja a aktivnost im se izracunava posebnim
formulama. Uzorak za ispitivanje enzima mogu biti: krv, serum, limfa, peritonealna te¢nost, pleuralni
izliv, bioptat, saliva, suze itd. Enzimi koji imaju istu ili slicnu enzimsku aktivnost, a razlicite fizicke ili
fizicko-hemijske osobine nazivaju se izoenzimi i nastaju kao posledica stvaranja u razli¢itim delovima
¢elije. Prema mestu gde obavljaju svoju ulogu dele se na enzime lucenja (sekretorne) i intracelularne
enzime. Organski enzimski profil se odreduje na osnovu: nivoa aktivnosti enzima glavnih metaboli¢kih
puteva, koji se porede jedan sa drugim, pomocu organospecificnih enzima i raspodele izoenzima. Enzimi
izlaze u ekstracelularni prostor gde postoji koncentracioni gradijent izmedu intracelularnih i
ekstracelularnih prostora. Kod zivotinjskih ¢elija postoji brza izmena enzima kroz ¢elijske membrane,
tako da kod najmanjeg oSteenja Celija intracelularni enzimi izlaze ekstracelularno. Serumski enzimski
profil se dobija ispitivanjem enzima u serumu ako postoji neko oboljenje. Mali broj enzima su
organospecificni, pa se dijagnostika pomocu serumskih enzima vr$i uporedivanjem dobijenih rezultata iz
seruma i poznatim enzimskim profilom organa. Za poklapanje ovih profila potrebno je da postoji tesko
ostecenje organa, kao i da je tom prilikom zahvacen samo jedan organ, kako se ne bi doslo do meSanja sa
profilima drugih organa.

Interaktivna analiza 4 slu¢aja po jedan sa svakog ¢asa kombinovanjem realnih klini¢kih slucajeva i
metode etiopatogenskih ¢vorova

Resavanje slucajeva kombinovano online i na radionici.
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(Radionica)

Bojan Toholj, Spasojevi¢ Jovan
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Sazetak

Aparat za inhalacionu anesteziju ima zadatak da dostavi smeSu gasova (kiseonika i inhalacionog
anestetika) u odredenoj koli¢ini i koncentraciji do pacijenta. lako se Cesto navodi da je inhalaciona
anestezija najbezbedniji tip anestezije, ipak je potrebno dobro poznavanje strukture aparata za inhalacionu
anesteziju jer je to jedan od osnovnih preduslova bezbednog vodenja celog anestezioloskog postupka.
Osnovni delovi aparata za inhalacionu anesteziju se mogu podeliti prema veliCini pritiska gasa koji u
njima vlada, pa tako postoje delovi sa visokim pritiskom (kiseonik boca i regulator), delovi sa srednje
visokim pritiskom (protkomer), dok u delove sa niskim pritiskom spadaju ispariva¢ (vapor) i disajni krug.

Klju¢ne reéi: inhalaciona anestezija, anestetici
Uvod

lako se Cesto navodi da je inhalaciona anestezija najbezbedniji tip anestezije, ipak je potrebno

dobro poznavanje strukture aparata za inhalacionu anesteziju jer je to jedan od osnovnih preduslova
bezbednog vodenja ¢itavog anestezioloskog postupka (1,2,3,6).
Osnovni zadaci aparata za inhalacionu anesteziju su:

- Snadbevanje kiseonikom

- Dostavljanje tacno odredene kolicine i koncentracije anestetika

- Odstranjivanje ugljendioksida

- Odrzavanje i kontrola ventilacije pacijenta
Aparat za inhalacionu anesteziju priprema preciznu meSavinu gasova (kisonik i anesetetik) i preko sistema
za disanje tu smesSu gasova dostavlja do pacijenta, uz istovremenu eliminaciju ugljendioksida.

Konstrukcija i funkcija delova aparata za inhalacionu anesteziju

Pritisak gasova u sistemu zavisi od dela aparata za inhalacionu anesteziju, a poznavanje ovih
delova je neophodno za razumevanje rada i siguran rad sa anestezioloSkim aparatom.

Sistem je sastavljen od delova sa visokim, srednje visokim i niskim pritiskom (Slika 1.) (4,5,6).

Deo pod visokim pritiskom se sastoji od boca sa visokim pritiskom u kome se nalazi kiseonik,
creva za visoki pritisak i ventila (reduktora). Pritisak u ovom delu sistema iznosi 150-200 bara.

Deo pod srednje visokim pritiskom sprovodi gasove (kiseonik) od redukujuc¢eg ventila do
protokmera (dela koji reguliSe protok kiseonika u jedinici vremena). Pritisak u ovom delu iznosi 3-5 bara.

Deo pod niskim pritiskom je onaj deo aparata za inhalacionu anesteziju koji pocinje od
protokmera, nastavlja se isparivacem i dalje sa sistemom za dostavu gasova do pacijenta.

Boce za gasove su osigurane i namenski pravljene da izdrze visok pritisak kao i da se izbegne
pogres$no instaliranje i povezivanje. Kiseonik se korisiti da bi omogucio disanje pacijentu kao i da bi
posluzio kao nosa¢ za anesteticki gas. Kiseonik se ¢uva u bocama koje mogu da se nalaze uz sam aparat
za inhalacionu anesetziju (tzv. E cilindri koji sadrze do 700 litara kiseonika) ili da budu smeSteni van
prostorija operacione sale i klinike (tzv. H rezervoar koji sadrzi i do 7000 litara). Svakako da je
skladistenje kiseonika van objekta mnogo bezbednije ali podrazumeva i izgradnju specijalnih vodova
(metalnih cevi) sa priklju¢nicama. U velikim klinikama ovaj sistem se posebno dizajnira i sluzi ne samo za
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inhalacionu anesteziju, nego i za pokretanje pneumatskih uredaja i sl. Pritisak kiseonika unutar tankova je
200 bara.

Ventil za redukciju pritiska (reduktor) — Visoki pritisak koji vlada u cilindrima mora da se umanji
kako ne bi o$tetio aparat za inhalacionu anesteziju. Ovaj reduktor snizava pritisak na 40-50 psi (pounds
per square inches). Ovaj pritisak treba da je konstanatan bez obzira na visinu pritiska u cilindrima.

Slika 1. Shematski prikaz aparata za inhalacionu aneseteziju: A. Deo pod visokim pritiskom B. Deo pod
srednje visokim pritiskom C. Deo pod niskim pritiskom

Mera¢ protoka kiseonika (protokmetar) — Gas prolazi kroz sistem iz cilindra, kroz cev pod
visokim pritiskom i dospeva do reduktora, koji sniZava pritisak na 40-50 psi, a zatim se Kiseonik
transportuje putem creva do protokmera koji regulise protok kiseonika. Ovaj merac se sastoji od staklene
cevi unutar koje se nalazi kuglica. Pustanjem kiseonika kroz cev, podize se i kuglica, a visina do koje
kuglica dosegne je kalibrisana i oznac¢ava protok kiseonika u minuti (litara/minut). Protokmer dodatno
smanjuje pritisak gasa, tako da kiseonik koji izlazi iz protokmera je sada manjeg pritiska i usmerava se
prema isparivacu. Postoje razli¢ite vrste protokmera za svaki gas. Odavde, sistemom niskog pritiska, gas
se usmerava prema pacijentu.

Direktni (bajpas) ventil — Aparat za inhalacionu anesteziju poseduje i bajpas ventil, koji
omogucava da kiseonik zaobide protokmer i isparivac, te bude direktno dostavljen do pacijenta. Na 0vaj
nacin se brzo dostavlja kiseonik do pacijenta i puni se sistem za disanje. Medutim, ovaj ventil sme da se
koristi samo u zatvorenom sistemu (pojasnjenje u nastavku teksta), zbog toga §to je kiseonik koji se na taj
nacin ubacuje u sistem za disanje pod visokim pritiskom pa moze izazvati barotraumu kod pacijenta.

Ispariva¢ (evaporator) — Naj¢e$ée upotrebljavani inhalacioni anesteici su u te¢nom stanju na
sobnoj temperaturi i normalnom atmosferskom pritisku. Ove tecnosti se prevode u gasovito stanje u
isparivacu koji uz to vrsi i precizno doziranje koli¢ine gasa u kiseoniku koji se doprema do pacijenta.

Sistem za disanje predstavlja komplet komponenti sastavljen uglavnom od cevi i jednosmernih
ventila, koji ima zadatak da dostavi smesu kiseonika i inhalacionog anestetika do pacijenta (4,5,6).
Otvoreni disajni krug — Sistemi bez ponovnog udisanja gasova (Non-rebreathing circuit) i
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Zatvoreni disajni krug — Sistemi sa ponovnim udisanjem izdahnutih gasova (Rebreathing circuit)

Sistemi bez ponovnog udisanja gasova (Non-rebreathing circuit) — Svez gas od aparata za
inhalacionu anesteziju se preko isparivaca i disajnih cevi doprema do pacijenta koji ga udise. Izdahnuti
gasovi se izbacuju u atmosferu ili preko izduvnog ventila. Najjednostavniji predstavnici ove grupe
disajnih sistema su: Ayre’s T piece sistem i najkoriSc¢eniji Bain circuit sistem. Prednosti otvorenog sistema
su: mali otpor kod disnanja, mali mehanicki mrtvi prostor (prostor u sistemu koji je ispunjen gasovima
koji se ponovno udiSu a bez da su prosli kroz absorbens ugljendioksida), jednostavnija konstrukcija i
manja moguénost kvara, jeftiniji sistemi, lakSa manipulacija i odrzavanje, dugotrajnost. Nedostatci
otvorenih sistema su: budu¢i da nema ponovnog udisanja gasova, do pacijenta uvek stize nova koli¢ina
gasa koji je suv i hladan, znatno veca potro$nja anestetika i kiseonika.

Sistemi sa ponovnim udisanjem (Rebreathing circuit) — Kod ovih sistema izdahnuti gas se ponovno
koristi nakon §to se odstrani ugljendioksid pomo¢u hemijskih agenasa (absorbens). Organizovani su po
principu tzv kruznog sistema. Kruzni sistem (Slika 2.) se sastoji od slede¢ih komponenti: absorbens
ugljendioksida, dva jednosmerna ventila, meraca pritiska, dela za dovod svezeg gasa, izduvnog ventila,
creva za disanje, Y ra¢ve i respiratornog balona.
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Slika 2. Kruzni (Rebreathing) sistem
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Sazetak

Veterinarska epidemiologija je poslednju deceniju pretrpela znacajne revizije. Sama pojava novih
oboljenja uz promenu faktora rizika za pojavu oboljenja i na¢ina zivota ljudi, kao i razvoj tehnologije;
uveliko su promenili definiciju, ciljeve i metode ove discipline. U naSoj zemlji, do pre nekoliko godina,
ovaj predmet nije ni postojao kao samostalan u univerzitetskim nastavnim planovima i programima. Kako
medunarodne institucije (WHO, FAO, OIE, CDC i ECDC) zahtevaju primenu epidemioloskih znanja 1
umenja, neophodno je dodatno obrazovanje nastavnika u srednjim Skolama i republickih veterinarskih
inspektora. U nastavni plan i program stru¢nih predmeta za obrazovni profil veterinarski tehnicar, u
srednjim Skolama, je ukljucen predmet epizootiologija (arhai¢ni naziv za veterinarsku epidemiologiju), sa
vrlo ogranienim i zastarelim metodskim jedinicama koje predaju nastavnici. Republicki veterinarski
inspektori, prevashodno rade na suzbijanju infektivnih oboljenja Zivotinja i kontroli higijenske ispravnosti
namirnica. Stru¢nu osnovu za ovaj posao predstavlja veterinarska epidemiologija. Po zavrsetku kursa
polaznici treba da budu sposobni da primene osnovne principe veterinarske epidemiologije i unaprede
svoje profesionalne aktivnosti.

Kljucne reci: Veterinarska epidemiologija

Abstract

In the last decade Veterinary epidemiology suffered significant revisions. The mere appearance of new
diseases with changing of risk factors for the emergence of diseases and lifestyles of people, as well as
technology development; greatly changed the definition, objectives and methods of the discipline. In our
country, a few years ago, this subject did not exist as an independent in university curricula. As
international institutions (WHO, FAO, OIE, CDC and ECDC) require the application of epidemiological
knowledge and skills, additional education of teachers in secondary schools and republic veterinary
inspectors is necessary. In the curriculum of vocational subjects for the educational profile of a veterinary
technician, in secondary schools, subject Epizootiology is included (an archaic term for Veterinary
Epidemiology), with a very limited and obsolete methodical units taught by teachers. Republic veterinary
inspectors, primarily work on eradication of infectious diseases of animals and control of hygienic quality
of food. Technical basis for this work presents veterinary epidemiology. Upon completion of the course
students should be able to apply the basic principles of veterinary epidemiology and improve their
professional activities.

Key words: Veterinary epidemiology

Koncept, opis i sardzaj radionice

1. Znac¢aj medunarodnih organizacija

Dat je pregled i znacaj OIE, WHO, ECDC i WTO.

2. Prijava i odjava infektivnih oboljenja

Objasnen je pravilnik, kao ipostupak za prijavu i odjavu zaraznih bolesti
3. Teorija uzroka i posledica
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Epidemiologija predstavlja jedinstven primer koji povezuje druStvene i prirodne nauke. U definisanju
uzroka oboljenja epidemiologija je evoluirala od od monokauzaliteta (jedan uzrok oboljenja) do
multikauzaliteta (mreza sloZenih odnosa vise uzroka oboljenja). Pojam ove mreze slozenih odnosa vise
uzroka oboljenja imitira, sline i prethodno definisane principe u drustvenim naukama. Medutim u
poredenju sa drustvenim naukama, epidemiologija je mnogo osetljivija za osnovne bioloSke modele, kao i
sklonija pojednostavljivanju uzro¢no-posledi¢ne veze. Paradoksalno, epidemiologija je u cilju
identifikovanja pojedinacnih protektivnih faktora razvila sofisticiranije teorijske modele za prepoznavanje
pristrasnosti i identifikaciju zbunjujudih faktora u istrazivanju u odnosu na druStvene nauke. Upravo zato
se ¢esce u istrazivanju koriste studije posmatranja u odnosu na eksperimentalne studije ili ankete.
Uzroc¢nost, odnosno kauzalitet se bavi odnosima izmedu uzroka i posledica. U latinskom jeziku kauza (lat.
causa) oznacava uzrok, razlog, povod ili pobudu, dok kauzalitet (lat. causalitas) oznaCava uzro¢nost,
uzrocnu vezu ili odnos izmedu uzroka i posledice. Osnovno pitanje je §ta mi podrazumevamo pod
kauzalnoéu? Cak i medu ljudima koji izu¢avaju kauzalitet kao objekat istraZivanja, sam koncept se u
velikoj meri oslanja na prethodno li¢no iskustvo. U periodu mladosti, svaka osoba razvija i proverava
razlicita objasnjenja uzroka prozivljenih iskustava, $to vodi ka vecoj kontroli slicnih dogadaja koji bi se
mogli dogoditi u buduénosti. Nasa prva spoznaja koncepta kauzaliteta se zasniva na sopstvenim direktnim
zapazanjima, te stoga je i ishod koncepta kauzaliteta ograniCen na obim posmatranja. Mi obi¢no
posmatramo posledice i uzroke koji su odmah ocigledni, medutim kompletan uzrocni mehanizam je
mnogo slozeniji.

Kauzalitet u medicinskim naukama se moze posmatrati iz najmanje tri perspektive. Jedna se odnosi na
klasi¢no epistemolosko pitanje kako je uzrok otkriven i koji je najefikasniji model objasnjenja. Ova
perspektiva ukljucuje koncept ,,luka znanja*“ odnosno uloge definisanja odgovarajuce hipoteze i njenje
provere. Druga perspektiva se odnosi na teret dokazivanja koji treba da razmotri da li je uzrok odgovoran
za oboljenje 1 koliko je dokaza potrebno prikupiti. Treé¢a perspektiva se odnosi na nacin tumaénja odnosa
izmedu uzroka i posledica, na primer u razli¢itim modelima (deterministicki i stohasticki).

Epidemioloska istrazivanja se u velikoj meri odnose izlaganje specifi¢nih tipova individua prema
specifiénim tipovima okruzenja. U tom smislu epidemiolozi teZze da uoce to izlaganje i procene njegovu
vezu sa ishodima (npr. zdravlje, dobrobit, produktivnost) u cilju unapredenja zivota zivotinja i njihovih
vlasnika. U osnovi se radi o uzro¢no-posledi¢noj povezanosti u prirodi, koja kada se jednom ustanovi,
moze da se iskoriti za unapredenje zdravlja, dobrobiti i produktivnosti Zivotinja, odnosno kvaliteta i
zdravstvene ispravnosti namirnica.

Uzrocno-posledi¢na povezanost izlaganja odredenim faktorima sa ishodom postoji kao deo sloZzene mreze
odnosa izmedu zivotinja i svih aspekata njihovog okruZenja. Upravo zato se epidemiolozi trude da
unaprede dizajn epidemioloskih studija i analizu dobijenih podataka, kako bi $to bolje opisali ovu mrezu
slozenih odnosa vise uzroka oboljenja. Jedino istraZivanjem ove povezanosti u prirodnim

uslovima, odnosno realnom zivotu, moguce je da se razume i objasni ova mreZza mreza sloZzenih odnosa
viSe uzroka oboljenja.

Uzrocno-posledi¢no zakljucivanje

Prvo i tesko pitanje je Sta je to uzrok? Jedan od odgovora je da je uzrok neSto $to ima posledicu. U
epidemiologiji pod uzrokom moze da se podrazumeva nesto $to menja ucestalost pojave oboljenja, stanje
zdravlja ili povezane faktore u populaciji. Ova pragmati¢na definicija uzroka, dovoljna je za
epidemioloska istrazivanja, ali ne treba izgubiti iz vida da filozofi hiljadama godina ulazu napore od
objasne prirodu kauzalnosti.

Potrebno je znati da se uzrok ne moze logicki izvesti iz Cinjenice da su dva dogadaja povezana.
Jednostavno grom se javlja posle munje, ali to ne znaci da je grom izazvan pojavom munje. Posmatrajuci
ove povezane pojave milion puta, te ne mora da bude istina. Fizi¢ari su objasnili da su grom i munja deo
iste pojave (atmosfersko elektricno praznjenje), samo se munja vidi pre nego $to se ¢uje grom jer svetlo
putuje brze od zvuka. U epidemiologiji je dobro poznat aksiom ,,povezanost ne znaci kauzalitet®. Zato za
uzro¢no-posledi¢ne zaklju¢ivanje nije dovoljno samo posmatranje, nego je neophodno i razumevanje.
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Epidemioloski pristup uzro¢no-posledicnom zakljucivanju sastoji se od vrednovanja potencijalnih uzroka
iz dva nekumulativna ugla. Prvi ugao se odnosi na rezultate dobijene u komparativnim, eksperimentalnim
ili studijama posmatranja, dok se drugi ugao odnosi na razmatranje neepidemioloskih dokaza. To ne
podrazumeva izjave o statistickoj znacajnosti.

Naucni zakljuccei se izvode primenom indukcije 1 dedukcje. Induktivno zaklju€ivanje se odnosi na proces
stvaranja generalizovanih zakljuCaka o uzroku oboljenja na osnovu ponovljenih zapazanja. Dva dobra
primera za induktivno uzro¢no posledi¢no-zakljucivanje o uzroku oboljenja su dali DZon Snou i Edvard
Dzener. Obojica su resila vrlo znacajne zdravstvene probleme. Dzon Snou je korektno ustanovio izvor
infekcije 1 mehanizam Sirenja kolere u Londonu 1854. godine, dok je Edvard DZener zapazio da muzacice
obolele od muzackih kvrzica ne mogu da se zaraze virusom velikih boginja, te je na osnovu tog zapazanja
1796. godine razvio efikasnu vakcinu protiv velikih boginja. Indukcija predstavlja osnov modernog
nau¢nog istrazivanja jer zahteva zasebno posmatranje dogadaja, i Cesto je u vezi sa ,,pozivitizmom®,
odnosno filozofskim terminom koji opisuje naucne studije koje se baziraju na objektivnoj analizi podataka
i iskljuuju neproverene spekulacije. Ovaj pristup koji generiSe ,,instrumentalno znanje* je postao sinonim
za moderan nau¢ni metod, ali on predstavlja samo jedan od naCina sticanja saznanja i ne moze da
predstavlja ,,celu sliku®“. Dobar primer za induktivno zakljucivanje je pojava slinave i Sapa u Velikoj
Britaniji 2001. godine, kada su epidemioloska istrazivanja na terenu otkrila nedokazanu sumnju da se
oboljenje prosirilo ilegalnim transportom stoke i tako pruzila potpuniji uvid u transmisiju oboljnja. Ovo
ukazuje i na to da pozivitizam iskljucuje moralne i eticke sudove (npr. o socijalnim i psiholoskim efektima
primene mera kontrole pojedinih oboljenja) koji su jedino muguéi refleksijom ,kritickog znanja“.
Deduktivno zakljucivanje se odnosi na proces donosenja zakljucka do postoji opsti ,,zakon prirode* i da
ima odredenu primenu na pojedina¢nom ili lokalnom slucaju. Proces zapocinje sa postavljanjem hipoteze i
posledi¢nim zapaZanjima da se hipoteza dokaZze ili ospori. Razvoj ,,skepticizma® u osamnaestom veku
karakteriSe deduktivno zakljuCivanje. lako su ideje Dejvida Hjuma vazne za razvoj kauzaliteta u
epidemioloskom smislu, one su i danas predmet rasprave. Hume tvrdi da samo zapaZzanje da jedan dogadaj
prethodi drugom nije dokaz da je prethodni dogadaj prouzrokovao naknadni, jer prvo, ¢ak i ako je ovo
zapazeno vise puta, ne moze se iskljuciti slu¢ajnost i drugo, prethodni uo¢eni obrasci ne mogu garantovati
da ¢e se pojaviti i u buduce.

Tomas Bajes je uneo novi koncept u epidemiolosko izu€avanje uzro¢no-posledicne veze. Smatrao je da su
svi oblici zaklju¢aka zasnovani na validnosti postavljenih premisa, kao i da ni jedan zakljucak ne moze
biti zasigurno poznat. On je istakao da zaklju¢ci ne mogu da postoje u vakuumu i da ¢injenice koje imamo
pre niza posmatranja uticu na nase tumacenje tih zakljucaka o uzrocima. On je prvi induktivno primenio
statisticku verovatnoéu. Njegov metod podrazumeva izraCunavanje ucestalosti pojave dogadaja u proslosti
i verovatnoce da ¢e se isti dogadaj pojaviti u buduénosti. Bayesov pogled na verovatno¢u predstvlja nacin
registrovanja stepena verovanja koji mogu biti ojacani ili oslabljeni broj¢anim podacima. Dobar primer
primene Bayesovog metoda je izraCunavanje verovatnoce pojave oboljenja kod individue, bez obzira na
rezultate dijagnostickih testova.

Znacajnu promenu u uzro¢no-posledi¢nom zakljucivanju je uneo Karl Poper izjavom da nau¢na hipoteza
nikada ne moze biti dokazana ili ocenjena kao istinita, ali da dokazi mogu da ukazu da je lazna.

U epidemioloSkim istrazivanjima uzrocnosti, glavna korist Poperovog pristupa se odnosi na pazljivi
pregled ve¢ poznatih ¢injenica, nakon Cega se postavlja vrlo specifi¢na hipoteza i testira sa ogranic¢enim i
fokusiranim brojem dokaza za pobijanje. Na taj nacin se izbegava primena preobimnih epidemioloskih
upitnika.

U skorije vreme Tomas Kun je ukazao da iako jedno zapazanje moze da obori hipotezu, ona i dalje moze
biti tacna u mnogo drugih situacija. Kuhnovo zapazanje otvara prostor za konsenzus u nau¢nom misljenju
1 zato je znacajno. Hipoteza o uzrocno-posledi¢noj vezi moze da se potvrdi ili odbaci na osnovu Cetiri
metoda: ¢vrstina, autoritet, intuicija i nau¢no istrazivanje.

4. Tipovi epidemioloskih studija

Dat je pregled tipova studija, njihov znacaj i indikatori koji mogu da se izraCunaju

5. Incidencija, prevalencija, morbiditet, mortalitet, letalitet
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Incidencija je broj novih slu¢ajeva koji se javljaju u datoj populaciji tokom nekog odredenog vremenskog
perioda, Stepen incidencije je mera brzine kojom se novi slucajevi bolesti javljaju u toku vremena,
Prevalencija je broj slucajeva oboljenja ili jedinki koje poseduju specifi¢na antitela u datoj populaciji u
odredenom vremenskom periodu, Morbiditet: ukupan broj obolelih jedinki u populacijim, Mortalitet:
ukupan broj uginulih jedinki u populaciji, izratunava se KM i M, Letalitet: predstavlja verovatnoc¢u da
obolela zivotinja ugine, L = broj uginuc¢a/broj obolelih zivotinja
6. Definisanje tipa i veli¢ine uzoraka
Tri osnovna tipa veli¢ine uzorka: Uzorkovanje u cilju dokazivanja oboljenja u populaciji, Uzorkovnaje u
cilju procene prevalencije ishoda u populaciji, Veli¢ina uzorka za testiranje hipoteze.
Napredni metodi-detekcija oboljenja: Korekcija za ne savrSenu osetljivost i specifi¢nost, Bajesov metod
kada nema zlatnog standarda, Metode za klasifikaciju “slobodan od oboljenja”
7. Epidemioloski upitnik
Epidemioloski upitnici jedan su od najceS$¢e koriS¢enih alata za prikupljanje podataka u veterinarskim
epidemioloskim istrazivanjima. Sastavljanje epidemioloskog upitnika je kompleksan proces koji ukljucuje
mnoge aspekte njegovog dizajna.
Ciljevi ispitivanja

Da bi upitnik bio efektivan, mora biti dobro planiran sa paznjom posvec¢enom brojnim elementima
njegovog dizajna. Pre svega, neophodno je da se definiSu ciljevi i potrebe za podacima koji se prikupljaju
u istrazivanju. Ovaj proces moze ukljuciti i konsultacije sa ekspertima iz pojedinih oblasti, kao i sa
krajnjim korisnicima informacija. U ovoj fazi planiranja takode bi trebalo da budu konsultovani i sami
ucesnici u istrazivanju. Objavljeni upitnici iz prethodno sprovedenih istrazivanja u istoj oblasti mogu biti
narocito vredni, ako je sprovedena formalna validacija valjanosti upitnika, $to u isztazivanjima koja se ticu
zdravlja Zivotinja Cesto nije slucaj.
Tipovi upitnika

Upitnici mogu biti kvalitativni i kvanitativni. Kvalitativni upitnici mogu biti koris¢eni u fazi
kreiranja hipoteze istrazivanja kada je potrebno identifikovati sve probleme koji se odnose na istrazivanu
temu. Kvantitativni upitnici, ili struktuirani upitnici su dizajnirani da prikupe informacije o zivotinjama,
njihovom okruzenju, nac¢inu njihovog drzanja i sl. Ovakav tip upitnika mnogo ceSée se koristi u
veterinarskoj epidemiologiji nego kvalitativni upitnici.
Nacini primene upitnika

Upitnici mogu biti primenjeni preko ,,licem u lice* intervjua, telefonskih intervjua, putem e-mail-
a, ili preko interneta. Intervjui ,,licem u lice” obezbeduju direktanu interakciju ispitivaca i ispitanika.
Prednosti ovog tipa intervjua su da svrha istrazivanja moze biti u potpunosti obasnjena, moze biti
obezbeden visok procenat ucesca, kao i da mogu biti koris¢ena audio-vizualna pomagala. Ovakav tip
intervjua takoze pomaze razvijanju dobrog odnosa izmedu ispitivaca i ucesnika koji bi mogao biti vazan
ako je potrebno kontinuirano uce$¢e u istrazivanju. Nedostaci ovakvog pristupa su da zahteva puno
vremena, skup je, geografski ogranicen na podrucja koja su bliza ispitiva¢ima i moze biti izvor greSaka
uzorkovanih pristrasnoscu ispitivaca. Poslednji nedostatak moze biti izbegnut, bar delimi¢no, pazljivom
obukom ispitivaca.
Telefonski intervjui imaju mnogo zajedniCkih prednosti s intervjuima ,licem u lice (visok odziv,
mogucnost objasnjenja istrazivanja), ali su manje skupi i zahtevaju manje utro$enog vremena. Pitanja
treba da su $to kraca kako bi se vreme razgovora svelo na minimum. Takode, mogu biti manje osetljivi na
greSke ispitivaca nego ,,licem u lice* intervjui (npr. ne mogu se dati vizualni znaci), ali su ograniceni u
smislu vremena koje ispitanik ima na raspoganju za upitnik. Postoje i mnogi nedostaci telefonskih
intervjua koji bi trebalo da budu razmotreni, kao Sto je npr. mogucnost da potencijalni ucesnici u
istrazivanju nemaju telefonski broj.
Upitnici poslati putam e-mail-a Cesto se koriste jer su jeftini i s obzirom da ih popunjava ispitanik nemaju
potencijala za greSke od strane ispitivaca. Takode, slanje upitnika putem e-mail-a je lako i brzo se
organizuje. Ipak, ovakav vid primene upitnika ima nave¢u podloznost slabom odazivu ispitanika, ali ne
postoji ni moguénost kontrole ko ih popunjava. Medutim, mogucnost da ispitanici anonimno odgovore
moze povecati stopu odziva na ovakav tip upitnika. Gre$ke u izboru su ozbiljan razlog za zabrinutost ako
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je odziv ispitanika nizak, ali moguénost relativno lakog prikupljanja podataka iz veoma razli¢itih
populacija, e-mail upitnike ¢ini pogodnim za mnoga istraZivanja.

Internet upitnici su najsavremeniji tip upitnika i mogu biti jo$ jeftiniji i od e-mail upitnika. Imaju i
dodatnu prednost da odovori odlaze direktno u elektronsku bazu podataka bez potrebnog kodiranja i unosa
podataka. Ovaj tip upitnika osim veb-zasnovanih upitnika ukljucuje i podatke prikupljene putem
personalnih digitalnih aparata, smart i mobilnih telefona, kao poslednjih vidova tehnika primjene upitnika.
Ipak, internet upitnici pate od sli¢nih nedostataka kao i e-mail upitnici i primenjivi su samo u slu¢aju da
ispitanici imaju pristup internetu. Dodatna paznja treba biti posvec¢ena kontroli popunjavanja, u smislu da
isti ispitanik ne moze viSe puta popuniti upitnik. Medutim, sve prednosti internet upitnika i njihov dalji
razvoj teoretski predstavljaju buduénost u prikupljanju epidemioloskih podataka.

8. Epidemioloski uvidaj

Izbijanje zaraznog oboljenja je niz dogadanja grupisanih u vremenu. Obi¢no se detektuje jedna od
komponenti iz sistema nadzora (prijava vlasnika). Epidemioloski uvidaj se sprovodi kao odgovor na
izbijanje zaraznog oboljenja. Cilj je da se: razumeju uzroci i identifikuju metode za kontrolu i spreavanje
budu¢ih deSavanja. Epidemioloski uvidaj ima =znacajan uticaj na javno zdravlje. Obavljaju
multidisciplinarni timovi, koji ukljucuju klinicke, laboratorijske, epidemioloske i druge relevantne
ekspertize.

9. E-learning: reSavanje epidemioloskih problema

Zahvalnost

Rad je rezultat projekta Building capacity of Serbian Agricultural Education to link with Society (CASA),
544072-TEMPUS-1-2013-1-RS-TEMPUS-SMHES, koji finansira EU komisija, TEMPUS projekti, period
realizacije 2013 — 2016. Radionica je akreditovan program obuke kod Veterinarske komore Srbije za
programiranu edukaciju veterinara u 2018. i 2019. godini i vrednovan je sa 16 bodova (Odluka broj 1/3 od
15.03.2018).
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Na kojim se teorijskim osnovama program zasniva?

Rezistencija na antibiotike predstavlja globalni zdravstveni problem kao jedna od najvaznijih pretnji za
bezbednost hrane, zdravlje ljudi i Zivotinja. Ona predstavlja alarmantni problem 21. veka u humanoj i
veterinarskoj medicini obzirom da je povecana rezistencija bakterija na antibiotike povezana sa
poveCanim mortalitetom od opasnih infekcija i povecéanim troskovima zdravstvene zaStite. Naime,
procenjuje se da godiSnje u svetu umre ¢ak 700.000 ljudi kao posledica neefikasne terapije antibioticima.
Kao rastuci problem Sirom sveta, antimikrobna rezistencija se u odredenoj meri odnosi i na nedostatak
znanja o ovoj temi medu zdravstvenim radnicima. Kada je u pitanju primena antibiotika, za sam nastanak
bakterijske rezistencije izdvajaju se slede¢i faktori: ukupna upotreba antibiotika, optimalan rezima
doziranja (doziranje, farmakokinetika i farmakodinamija leka), kao i mogucnost prenosenja rezistentnih
sojeva. U danasnje vreme prakti¢no je nemoguce zamisliti intenzivnu proizvodnju bez primene antibiotika
kako u cilju terapije, tako i u profilaktickom smislu. Kad se radi o govedarstvu odrzavanje dobrog
zdravstvenog statusa zahteva angaZovanje struke i primenu terapeutika u razli¢itim fazama proizvodnog
ciklusa kod razlicitih kategorija. Tako u zapatima tovne junadi najveca primena antibiotika je u cilju
kontrole respiratornog sindroma. U ovim uslovima, a posebno kad su u pitanju veliki zapati antibiotici se
mogu aplikovati peroralno i to kroz vodu za pice $to ima brojne prednosti. U zapatima muznih krava
najveca upotreba antibiotika je u cilju kontrole i terapije mastitisa. Bez obzira na razli¢ite pristupe u
razlic¢itim uslovima proizvodnje kontrola mastitisa predvida rad na prevenciji a u slu¢aju pojave mastitisa
terapiju klini¢kih mastitisa u fazi laktacije a subklinic¢kih u fazi zasusenja. Ovo su opste smernice i izbor
adekvatne terapije zavisi od svakog konkretnog slucaja. Potrebno je uzeti u obzir ozbiljnost oboljenja,
lokalne promene i promene opSteg stanja, izglede na uspeh terapije, trosak terapije i karencu za mleko i
meso. Antimikrobna terapija je klju¢na komponenta u kontroli mastitisa u sistemu proizvodnje mleka,
najcesce se koriste sledece grupe lekova: penicilini, sulfonamidi, hinoloni i aminoglikozidni antibiotici.
Pored antimikrobne terapije tretman mastitisa moze da ukljucuje i druge farmakoloske grupe lekova kao
$to su nesteroidni antiinflamatorni lekovi kortikosteroidi, vitamini, citokini, vakcine.

U ¢emu se ogleda savremenost programa?

Obzirom da je rezistencija bakterija na antibiotike direktno povezana sa nepravilnom upotrebom
antibiotika u globalnom akcionom planu Svetske zdravstvene organizacije (SZO) o antimikrobnoj
rezistenciji istice se vaznost edukacije zdravstvenih radnika o upotrebi antibiotika i antimikrobnoj
rezistenciji (Global Action Plan on Antimicrobial Resistance, 2015).

Kao jedan od najces¢e predlozenih pristupa je preduzimanje edukativnih kampanja medu zdravstvenim
radnicima ¢ime je moguce uticati na povecanje nivoa svesti o opasnosti antimikrobne rezistencije za javno
zdravlje.

U terapiji mastitisa krava, antibiotici su Cesto neophodni u cilju postizanja etiolo§kog izleCenja. Treba,
ipak imati imati na umu da nije svaka apilkacija antibiotika doprinos terapiji te da neadekvatna primena ili
predoziranje moze imati i Stetne posledice. Te posledice se ogledaju kroz direktno oSteCenje parenhima
vimena dejstvom aktivnih supstanci iz preparata i ovo moZe imati za posledicu povisen broj somatskih
¢elija u mleku i nakon izlecenja. Nacin aplikacije leka moze uticati na trajanje karence, lekovi namenjeni
za intramuskularnu aplikaciju se ¢esto aplikuju intramamarno $to moze dovesti do duzeg prisustva rezidua
u mleku. Povecanje rezistencije mikroorganizama je takode posledica neadekvatne terapije. Zbog ovoga
antibiotike treba primenjivati prema uputsvu, ispoStovati nacin aplikacije i dozu leka. PoZeljno je terapiju
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odrediti na osnovu antibiograma mada kod klini¢kih mastitisa zbog akutnog stanja nema dovoljno
vremena te se lek odabira empirijski. U cilju manjeg utroska leka i postizanja terapijske koncentracije u
optimalnom roku poZzeljno je birati intramamarni nacin aplikacije. Ovo je moguce kada mastitis ne prati
poremecaj opsteg stanja zivotinje.

Na koji je nacin utvrdena potreba za obukom? Navedite pokazatelje potrebe za ponudenim programom
obuke.

U Republici Srbiji se od 2010. godine antibiotici kod domacih Zivotinja koriste iskljuc¢ivo u terapijske i
metafilakticke svrhe i zabranjena je njihova primena kao stimulatora rasta. Agencija za lekove i
medicinska sredstva Srbije (ALIMS), shodno obavezama koje su utvrdene Zakonom o lekovima i
medicinskim sredstvima, prikuplja i obraduje podatke o prometu lekova, sa ciljem da omogu¢i uvid u
obim i vrste lekova koji su kori§¢eni u Republici Srbiji. Prema podacima ALIMS-a, ukupan promet
antimikrobnih lekova u Republici Srbiji za 2014. godinu je iznosio 76475,61, za 2015. godinu 76481,06 i
za 2016. godinu 75520,41 kilograma aktivnih supstanci. | pored apela svim zdravstvenim radnicima,
ukljucujuéi i veterinare o racionalizaciji upotrebe antibitika, promet antimikrobnih lekova u nasoj zemlji
se ne menja. Edukacijom veterinara o pravilnoj i racionalnoj uptrebi antibiotika moguce je uticati na
smanjenje potrosnje antibiotika u nasoj zemlji.

Ucestalost pojave mastitisa se u mnogome razlikuje od farme do farme. Postoje neke prosecne odnosno
prihvatljive vrednosti za klinicke i subklinice mastitise. Osim ucestalosti bitno je i koji su uzrocnici u
pitanju i kakve promene na parenhimu su izazvali. Ucestalost klini¢kih mastitisa na mese¢nom nivou ne bi
trebalo prelaziti 2%. Subklinicki mastitisi su prisutni u ve¢em procentu i u datom trenutku ne bi trebalo da
prelaze 30%. Sve vrednosti preko ovih su znak za uzbunu i hitnu intervenciju. Gubici nastali zbog mastitis
su brojni, vrednosti variraju zavisno od uzrocnika, trajanja i ishoda terapije. Najveci deo gubitka, i do 70%
je zbog odbacenog mleka za vreme terapije i za vreme trajanja karence. Tu je joS troSak same terapije,
smanjene proizvodne sposobnosti plotkinje, nekad gubitak cetvrti ili celog vimena i naravno direktna
uginuca koja se mogu javiti kod nekih formi mastitisa. Neadekvatna terapija mastitisa predstavlja jos veci
gubitak jer izostaje pozitivan fekat izleCenja, produzava se karenca i povecava verovatnoca nastanka
osteCenja parenhima vimena.

Koji su opsti ciljevi programa? Koji su specifi¢ni ciljevi programa?

Opsti ciljevi programa su smanjenje upotrebe antibiotika i smanjenje antimikrobne rezistencije, kao i
mogucénost za smanjenje pojave klinickih i ucestalosti subklinickih mastitisa kroz mere kontrole i nadzora.
Specifiéni ciljevi programa su razumevanje novih saznanja o racionalnoj (mudroj) upotrebi antibiotika,
kao i razumevanje znacaja drugih terapeutika u terapiji mastitisa koji ¢e zajednickom primenom povecati
efikasnost samih antibiotika u cilju eliminacije intramamarnih infekcija u veterinarskoj praksi. Kroz
razumevanja nabrojanih problema, veterinarima ¢e biti omogucen laksi rad uz racionalniju i pravilniju
farmakoterapiju.

Zahvalnost

Radionica je rezultat Promis projekta Intramammary ethno-veterinary formulation in prevention and
treatment of bovine mastitis for optimization of antimicrobial treatment (InfoBomat) Fonda za nauku
R.Srbije.
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