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MEHANIZMI POVECANE OTPORNOSTI
BAKTERIJA U BIOFILMU NA ANTIBIOTIKE

Dubravka Milanov*!, Natasa Cubrak?, Jelena Petrovi¢!, Sava Lazi¢!
"Nau¢ni institut za veterinarstvo ,,Novi Sad”, Novi Sad
ZVeterinarska stanica “Av lave”, Kru$evac

Kratak sadrzaj

Jedna od glavnih prednosti Zivota bakterija u biofilmu je poveéana ot-
pornost na biocide, uklju¢ujudi i antibotike i dezinficijense. Dok su bioci-
di 100% efikasni u destrukciji suspendovanih ¢elija, oni nisu efektivni u
uni$tavanju bakterijskih ¢elija u biofilmu. Mehanizmi povecéane rezistencije
bakterija u biofilmu na antibiotike nisu razjasnjeni u potpunosti. Neki od
slede¢ih faktora, sami ili u kombinaciji, razmatraju se kao odgovorni: sma-
njen prodor antibiotika u biofilm; smanjena brzina (vrednost) rasta bakte-
rija u biofilmu; ekspresija moguc¢ih gena rezistencije i povecana vrednost
genetskog transfera. Standardni dilucioni test za odredivanje minimalne
baktericidne i minimalne inhibitorne koncentracije, nije aplikativan za bi-
ofilm rastuce bakterije. U novije vreme razvijene su razli¢ite aparature za
odredivanje minimalne biofilm eradikacione koncentracije (MBEC - Mi-
nimal Biofilm Eradication Concentracion). Odredivanje MBEC ima za cilj
izbor efikasnih antibiotika za le¢enje, identifikaciju meta u biofilmu za nove
antibiotike i prac¢enje moguceg buduceg razvoja rezistencije biofilma na an-
tibiotike.

Kljucne reci: biofilm, antibiotici, rezistencija.

MECHANISMS OF INCREASED RESISTANCE OF
BACTERIA TO ANTIMICROBIALS IN BIOFILM

Dubravka Milanov, Nata$a Cubrak, Jelena Petrovié, Sava Lazi¢
Abstract

The most striking advantage of bacteria residing in biofilm is enhan-
ced resistance to biocide including antibiotics and disinfectants. Biocides
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are 100% efficient in killing cells in suspension but there are not efficient
in destroying bacteria from biofilm community. Mechanisms of increa-
sed resistance of bacteria in biofilm to antibiotics is not understood. Some
factors alone or in combination are considered to be responsible such as
restricted penetration of antibiotics into a biofilm, slow growth rate of bio-
film cells, possible expression of certain resistance genes, increased rate of
genetic transfer. The standard test for estimating the minimum bactericidal
and minimum inhibitory concentration is not applicable for bacteria grown
in biofilm. Nowadays, the apparatus for determination of Minimal Bio-
film Eradication Concentration (MBEC) has been developed. Determining
MBEC helps to select appropriate antibiotics for patient treatment, to iden-
tify new antimicrobials targeting biofilm and to track the possible future
development of antibiotic resistance against biofilm drugs.

Key words: biofilm, antibiotics, resistance

Biofilm je strukturno i dinamicki kompleksan bioloski sistem koji prokari-
otski organizmi formiraju u prirodnom okruzenju. U odnosu na planktonske
ili slobodno suspendovane dvojnike, bakterije u biofilmu sti¢u niz prednosti.
U biofilmovima su dostupne hranljive materije, a time se smanjuje potreba
za pokretljivoscu, $tedi energija i produzava zivot bakterijama. Ekstracelular-
na polimeri¢na supstancija (matriks, glikokaliks) usidrava za povr$inu vezane
bakterije i kao trodimenzionalno polje okruzuje bakterijske celije, sprecava
isusivanje i obezbeduje zastitu stanovnika biofilma od pretnji kao $to su bio-
cidi, antibiotici, antitela, deterdzenti, bakteriofagi ili predatori kao $to su slo-
bodno-zivece amebe i bela krvna zrnca. Kao integralni deo Zivota prokariota,
biofilm predstavlja i strategiju prezivljavanja bakterija u organizmu ljudi i zivo-
tinja. Sa stanovista humane i veterinarske medicine, najvaznija prednost zivota
u biofilmu je povecana otpornost bakterija na biocide, ukljucujuci i antibiotike
i dezinficijense. Bakterije u biofilmu pokazuju za 10-1000 puta vecu rezisten-
ciju na efekat antibiotika. Na primer, koncentracija vankomicina od 1pg/ml
je MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) za celije S. aureus u suspenziji,
ali isti soj u biofilmu uspe$no prezivljava tretman sa 20ug/ml vankomicina
(Williams i sar., 1997). Ili, tretman biofilma P. aeruginosa sa imipenemom je
bez efekta (MIC > 1024 ug/ml) dok su celije ove bakterije u te¢noj kulturi vi-
soko osetljive na koncentraciju ovog leka od 1 pug/ml (Ceri i sar. 1999). Dok
pencilin G, cloxacillin, ceftiofur i tetraciklin, baktericidno deluju u koncen-
traciji od 2 mg/mL na suspenziju Arcanobacterium pyogenes, minimalna bio-
film eradikaciona koncentracija (MBEC) je visa od 1024 mg/mL (Olson i sar.,



Arhiv veterinarske medicine, vol. 3, br. 2, 3-11, 2010.
Milanov D. i dr.: Mehanizmi povecane otpornosti ...

2002). Pored toga, bakterije u biofilmu odlikuje izvanredna otpornost na kom-
ponente imunoloskog sistema organizma domacina, otpornost na baktericidni
efekat dezinfekcionih sredstava i jona metala kao $to su bakar i srebro (Mah i
O’Toole, 2001; Donlan i Costerton, 2002).

Rezistencija se definiSe kao sposobnost jednog mikroorganizma da raste
u prisustvu povec¢anih koncentracija antimikrobnih sredstava. Prema ovom
konvencionalnom kriterijumu, bakterijske celije u biofilmu ne pokazuju be-
zuslovno rezistenciju, tj. ne rastu bolje u odnosu na planktonske u prisustvu
$irokog spektra antimikrobnih sredstava. Vecina eksperimenata o osetljivosti
biofilma ispituje vise efekat ubijanja, nego inhibiciju rasta. Tako saopstavana
rezistencija u sustini opisuje jednu povec¢anu otpornost bakterija u biofilmu
prema ubijanju ili pove¢anu sposobnost prezivljavanja (Dunne, 2002). U ra-
dovima i revijama na temu rezistencije bakterijskih biofilmova moguce je naci
listu faktora koji se razmatraju kao odgovorni (Costerton i sar., 1999; Lewis,
2001; Mah i O’Toole, 2001; Maira-Litran i sar., 2000). Oni uklju¢uju smanjen
prodor antimikrobnih sredstava u biofilm, smanjenu brzinu (vrednost) rasta
bakterija u biofilmu, ekspresiju mogucih gena rezistencije i pove¢ane vrednosti
genetskog transfera. Sami ili u kombinaciji, ovi faktori su korisni u objasnjenju
prezivljavanja biofilma u jednom broju slucajeva.

Smanjen prodor antimikrobnih agenasa u biofilm: Ekstracelularna po-
limeri¢na supstancija (matriks, glikokaliks) koja okruzuje celije bakterija u
biofilmu, redukuje prodor antibiotika i dezinficijenasa do bakterija, fizicki us-
poravajuci njihovu difuziju ili stupajuéi u hemijsku reakciju sa njima. Matriks
tako deluje u razli¢itom stepenu kao difuziona barijera, molekularno sito ili
adsorbent i veoma je efikasan u zastiti biofilm celija od krupnih molekula kao
$to su komponente komplementa, lizocima ili ¢elija kao $to su leukociti. Me-
dutim, za male molekule antimikrobnih sredstava, barijera biofilm matriksa
moze pre da odlozi bakterijsku smrt, nego efikasno da je prevenira (Dunne,
2002). Usporena difuzija je korisna u sprezi sa drugim mehanizmima destruk-
cije antibitika koji smanjuju njihovu koncentraciju u dubljim slojevima biofil-
ma. Tako je matriks biofilma kao elektro-negativan veoma efektivan u zastiti
od pozitivno punjenih aminoglikozida, verovatno putem vezivanja. Takode,
usporena difuzija u kombinaciji sa degradacijom putem enzima, kao $to su
katalaza i B-lactamase, pruza efikasnu zastitu biofilmu Pseudomonas aerugino-
sa (Lewis, 2001). Konfokalnom skening laser mikroskopijom je dokazano da
antibiotici mogu prodreti kroz matriks biofilma, ali tesko dospevaju u prostor
biofilm ¢elija, zato $to su one zbijene u grupe i mikrokolonije (Trachoo, 2003).
Prakti¢no, letalnim koncentracijama antibiotika izloZene su samo bakterije u
povrsinskim slojevima biofilma. Takode je moguce da u dubljim slojevima bi-
ofilma deluju isti faktori koji nepovoljno uti¢u i na antimikrobnu aktivnost
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in vitro. To se odnosi na pH vrednost, koncentraciju CO2, 02, dvovalentnih
katjona, pirimidina i vode. U odnosu na slabiji prodor antibiotika, deficit ki-
seonika i slaba metabolicka aktivnost bakterija u dubljim slojevima biofilma,
u vecoj meri uti¢u na toleranciju P. aeruginosa u biofilmu na ciprofloxacin i
tobramicin (Walters i sar., 2003).

Smanjena vrednost rasta: Bakterije u biofilmu sporo rastu, slicno suspen-
dovanim bakterijama u stacionarnoj fazi. Prose¢na stopa rasta Klebsiella pneu-
moniae u biofilmu je 0.032 h-1, a u planktonskoj populaciji 0.59 h-1 (Anderl i
sar., 2003). Spor rast nesumnjivo doprinosi rezistenciji biofilma, kao $to je spor
rast planktonskih celija bakterija glavni faktor povecane otpornosti u stacio-
narnoj fazi rasta (Costerton, 1999). Visoka koncentracija ¢elija u biofilmu in-
dukuje proizvodnju rpoS proteina ili alternativno s-faktora, koji se uobicajeno
javlja samo u stacionarnoj fazi rasta celija razli¢itih mikroorganizama i koji ko-
dira rpoS gen (Trachoo, 2003). To znaci da smanjena vrednost rasta bakterija u
biofilmu nije posledica oskudice u hranljivim materijama, vec je to genetski re-
gulisan proces i mehanizam adaptacije na zivot u biofilmu. Znacaj usporenog
rasta za fiziologiju biofilma dokazan je u studijama McLean i sar. (1997). Kod
Escherichia coli, gubitak rpoS ima minimalni efekat na planktonsku populaci-
ju, ali se biofilm populacija redukuje za 50-60% i ostecuje se struktura biofil-
ma. Spor rast redukuje metabolicku aktivnost a time i osetljivost na antibioti-
ke. U sustini, sva antimikrobna sredstva su efektivnija u ubijanju brzorastucih
bakterija, a neki antibiotici (penicilin i ampicilin) imaju apsolutni zahtev da
bakterija raste da bi mogli da je ubiju. Neki od naprednijih p-laktama, cefalos-
porina, aminoglikozida i fluorokvinolona mogu ubiti i nerastuce bakterije, ali
su i oni efektivniji u ubijanju brzo-dele¢ih bakterijskih celija.

Ekspresija za biofilim-specificnih gena rezistencije: U sustini, Celije bak-
terija u biofilmu nisu otpornije na inhibiciju rasta dejstvom antibiotika, tako
da ne postoji realna potreba za dokazivanjem nekog specijalnog mehanizma
rezistencije na lekove koji deluje samo u biofilmu (Lewis, 2001). Multidrug
resistance pumps (MDR) igraju jednu ulogu u rezistenciji biofilma kod niskih
koncentracija antibiotika i postoji razlog da se veruje da nepoznate MDR
pumpe mogu da budu ispoljene u biofilmovima P. aeruginosa (Brooun i sar.,
2000). Genetska ispitivanja ukazuju da je vise gena ekspresionirano u biofilmu
u odnosu na planktonsku populaciju i da ti up-regulisani geni uklju¢uju open
reading frames nepoznate funkcije (Pace i sar. 2006).

Povecane vrednosti genetskog transfera: Bakterije mogu ste¢i rezistenciju
na antibiotike mutacijama na nivou hromozoma ili horizontalnim transferom
ekstrahromozomskih gena (plazmidi, transpozoni, integroni). Vazna prednost
zivota u biofilmu je ubrzana vrednost konjugacije koja je olaksana fizickom
blizinom celija (Hausner i Wuertz, 1999). Biofilm je perfektan milje za hori-
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zontalni transfer genetskog materijala (transdukcija, transfekcija i konjugaci-
ja). Rezistencija na tertraciklin kodirana sa Tn916-like elements se brzo pre-
nosi sa tetraciklin rezistentnih Streptococcus spp. na druge vrste Streptococcus
spp. unutar modela oralnog biofilma (Roberts i sar., 2001).

Napred navedeni faktori ne objasnjavaju rezistenciju biofilmova na jed-
nu vaznu grupu antibiotika: fluorokvinolone. Dokazano je da fluorokvinoloni
lako difunduju kroz matriks i veoma su efektivni u zaustavljanju rasta biofilma
(Anderl i sar., 2000). Istrazivanje efekta fluorokvinolona (ofloksacina i cipro-
floksacina) na biofilm P. aeruginosa u zavisnosti od doze, pokazuje da se veci-
na bakterija efikasno eliminiSe primenom uobicajenih klini¢kih koncentracija
leka (Brooun, 2000). Medutim, posle pocetnog pada za 3-4 log, dalje povecanje
koncentracije antibiotika nema cidni efekat. Povecanje koncentracije imipene-
ma ili ciprofloksacina izaziva pocetno smanjenje broja celija Escherichia coli,
ali preostala populacija je neosetljiva na dalje povecanje koncentracije. Sli¢no
je zapazeno u efektu amoksicilina na Lactobacillus acidophilus ili eritromicina
i metronidazola na Gardnerella vaginalis (Lewis, 2001). Ovi eksperimenti po-
kazuju da je jedna mala populacija perzistera ultimativno odgovorna za visok
nivo rezistencije biofilma. Bakterije koje prezive, odrzavaju se prisustvom anti-
biotika koji inhibira njihov rast, tj. paradoksalno, antibiotik pomaze perzisten-
tnim bakterijama da istraju.

Perzisteri se smatraju specijalizovanim celijama odgovornim za toleran-
ciju biofilma na antimikrobne agense i moguce je da biofilmovi omogucavaju
vise bakterija perzistera od planktonske populacije. Poznato je da planktonska
populacija bakterija u ranoj fazi rasta ne sadrzi perzistere i da se njihov broj
povecava kako populacija ulazi u stacionarnu fazu rasta. Formiranje perzistera
dakle zavisi od faze rasta, a jedan formiran, zreo biofilm, je gusto naseljena
zona u kojoj je tesko zamisliti bakterijsku deobu. U takvim uslovima prostorne
prinude, nulta populacija rasta razmatra se kao norma (Watnik i Kolter 2000).
Iako se ove bakterije ne dele, one su vijabilne i mogu se uspesno kultivisati
kada se oslobode biofilm okruzenja (matriksa). Interesantno, kada se oslobode
iz biofilma, ove bakterijske celije deobom opet produkuju populaciju bakterija
osetljivu na antibiotike, iz ¢ega je jasno da perzisteri nisu celije sa mutacijom
gena. Medutim, ove ¢injenice nisu od glavnog znacaja za prezivljavanje celija
u biofilmu in vivo. Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) leka je ona
koncentracija koja rezultira smanjenjem broja zivih bakterija £99,9% preko
no¢i u okolnostima rasta i prakti¢no je rezonovanje da je ubijanje ve¢ine pato-
gena isto tako dobro kao i ubijanje svih. Preostale perzistere treba da eliminise
imunoloski sistem. Perzistirajuce bakterije ¢e postati problem in vivo samo u
slucajevima kada imunoloski sistem nije operativan. Perzisteri su u biofilmu
potpuno zasticeni fizickom barijerom matriksa od efektora imunoloskog siste-
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ma organizma domacina, tj. ekstracelularna polimeri¢na supstanca §titi bak-
terije u biofilmu od opsonizacije i fagocitoze (Costerton i sar., 1999). Kada se
prekine terapija, perzisteri ¢e ponovo formirati biofilm koji ¢e prozvoditi nove
planktonske cCelije, a one vratiti simptome bolesti (Slika 1). Kako je za obnovu
biofilma tretiranog antibioticima dovoljno manje od 1% pocetne populacije
bakterija, ,,zilavost“ biofilmova postaje jasnija. Zbog toga se infekcije izazvane
biofilmom uporeduju sa infekcijama planktonskim celijama bakterija u odsu-
stvu imunog odgovora (Lewis, 2001).

factors @

Drop in antibiotic

Slika 1. Model rezistencije biofilma na antibiotike baziran na prezivljava-
nju perzistentnih Celija. Inicijalni tretman sa antibioticima ubija planktonske
Celije i ve¢inu bakterijskih celija u biofilmu. Imuni sistem ubija planktonske
perzistere, ali ne i perzistere u biofilmu koji su zasti¢eni ekstracelularnom po-
limeri¢nom supstancijom (matriksom). Kada se prekine tretman, perzisteri se
umnozavaju, oslobada se planktonska populacija i vracaju simptomi bolesti
(bacteriality.com/2008/05/26/biofilm/).

Standardni dilucioni metod za ispitivanje osetljivosti bakterija na anti-
biotike bazira se na izlozenosti (ekspoziciji) planktonskih mikroorganizama
antibioticima, §to nije slucaj kod bakterija koje rastu u biofilmu (Donlan i
Costerton, 2002). Jasno je da vrednosti za MIC dobijene standardnim diluci-
onim testom (NCCL standard) nisu aplikativne za biofilm rastuce celije, zbog
Cega se koriste razli¢ite tehnologije za utvrdivanje efekta antibiotika na biofilm
rastucu populaciju bakterija, tj. odredivanje MBEC vrednosti - Minimal Bio-
film Eradication Concentracion. MBEC predstavlja koncentraciju antibiotika
ili biocida koja efikasno unistava jedan biofilm i predstavlja ekvivalent MBC
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koncentraciji za planktonsku populaciju. Odredivanje MBEC omogucava iz-
bor novih antibiotika koji efikasno deluju na biofilmove, identifikaciju meta u
biofilmu za nove antibiotike, izbor vise odgovarajucih antibiotika za lecenje i
pracenje moguceg buduceg razvoja rezistencije biofilma na antibiotike (Ceri i
sar., 2006). Do danas su razvijene mnoge aparature koje treba da pruze korisne
informacije o biofilm procesima i vise takvih sistema se koristi za odredivanje
efikasnosti razlic¢itih antimikrobnih agenasa prema biofilm-vezanim mikroor-
ganizmima (Tabela 1).

Tabela 1: Aparature koje se koriste za rast i ispitivanje osetljivosti bakterija u biofilmu

na antibiotike

Testirani Dinamika Metod za
Aparatura mikroor- tecnosti Supstrat uklanjanje i
ganizam kvantifikaciju
. . Nacin uklan-
Modifikovani ST
Robbins P. pseudo- Batch/ Silastic disk | 20ja nije dat
uredai malei mesanje brojanje vi-
) jabilnih ¢éelija
. P. aerugino- Sonikacija,
%1Easzelg§- sa; S.aureus; n]feaggg'/e Plasti¢ni klin brojanje vi-
) E.coli ) jabilnih ¢elija
Sonikacija,
vorteks, ho-
) mogenizacija,
Disk reaktor |  CrAm nega- Batch/ Kupon teflona | brojanje vi-
tivne bakterije mesanje LTl aTa
jabilnih Celija
ili direktno
brojanje
Sonikacija,
vorteks, ho-
CDCbiofilm | Gram nega- Kontinuiran/ | Nepotreban | mogenizacija,
reaktor tivne baktoriie otvoren priklju¢ak brojanje vi-
) sistem (plastika) jabilnih celija
ili direktno
brojanje
Resuspen-
Perfused Candida Kontinuiran/ Filter celu- dovanjeu
biofilm fer- : otvoren sterilnoj vodi
albicans : loza-acetat T
mentor sistem i brojanje vi-
jabilnih ¢elija
Direktno
Kontinuiran/ . . posmatranje
Model me- Gram nega- otvoren Urinarni SEM ili TEM
hura (besike) | tivne bakterije . kateter 1 .
sistem ili hemijska
analiza

Donlan i Costerton, 2002.
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Konvencionalni metod ubijanja bakterija antibioticima i dezinfekcionim

sredstvima, uobicajeno je neefektivan kod biofilm organizovanih bakterija.
Visoke doze antimikrobnih agenasa koje su potrebne za uklanjanje biofilm ve-
zanih bakterija iz okruzenja su nepozeljne i nisu u saglasnosti sa propisima o
zastiti Zivotne sredine, kao $to su i medicinski neprihvatljive, jer bi primena
doze potrebne za ubijanje bakterija u biofilmu bilo ubijanje pacijenta. Zbog
toga se nove strategije borbe protiv bakterijskih biofilmova zasnivaju na bo-
ljem razumevanju vezivanja bakterija za zZive i nezive supstrate, rasta i odvaja-
nja od suspstrata i hitno su potrebne medicini, kao i ve¢ini industrijskih grana.
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Abstract

Experiments were conducted to evaluate the immunosuppression’s
effect on the development of oral candidiasis in Wistar rats. Animals were
submitted to immunosuppression in order to facilitate the establishment
and persistence of Candida albicans infection. Treatment with drugs (dexa-
methasone and tetracycline) was initiated 7 days before C. albicans inocula-
tion and lasted until the end of the experiments, day 9 post-inoculation, but
at a higher dose for dexamethasone and at a lower dose for tetracycline. The
infection was done twice at a 24 hours difference. Establishment of C. albi-
cans infection was done by oral inoculation with 0.1 ml of saline suspension
containing 3.108 3,1 x 103 viable cells of C. albicans strain ATCC 10231.
Tissue injury was determined by the hystological quantification of organs
collected at days 3, 6 and respectively 9 of the experiment. Our results have
shown that candidiasis affected organs in male rats in the following order:
tongue, intestines, liver, spleen and kidney. There was a gradual evolution
of the histological lesions severity in the tongue starting from the third day
towards the end, but, in reverse, all the other organs affected started having
regenerative healing processes at the end of the experiment.

Key words: oral, infection, Candida albicans, rats, histo-architectonics.

INTRODUCTION

Although a known issue, the presence of Candida albicans infections is still
commonly reported and studied in animals and humans by many researchers
(Chami N et al., 2004, 2005, Takakura N et al., 2003). Candidiasis remains a
current topic, Candida albicans being structures able to show a strong and
extensive action, expressed with specific morbid conditions (mycoses) whose
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evolution are, often, train / rebellious to treatment. Our approach, related to
the development of candidiasis in animal studies was aimed as a preamble of a
future study wished to confirm or refute the effectiveness of different regimens
applied as part of the allopathic and the phytotherapeutical management of
these diseases. The objectives of the present research were to identify with cer-
tainty the effects of Candida albicans infections, on target organs, occurring in
immunosuppressed rats, consecutive oral infection and to evaluate the organs
histo-cytological changes, as a basis for assessment of the consequences regar-
ding invasive Candida albicans infections.

MATERIALS AND METHODS

The in vivo experiment was performed on young Wistar male rats, about
the same weight (average weight of 190 +10 grams). For the experiment,
immunosuppressed rats were used to highlight the Candida albicans infection
progress. The animals were maintained on premises especially for this purpo-
se, with temperature and light controlled (22 °C cycle for 12 hours starting at
8), and had free access to food and water ad libitum.

We have used a model of oral candidiasis in immunosuppressed rats
that was reported by Martinez i sar., 2001. The rats were immunosuppressed
with dexamethasone (Dex) (Corthametasone, Vetoquinol) and treated with
tetracycline 4% soluble powder (Tc) (Laprophan) for one week before the
experimental infection, rats were given drinking water with 0.5 mg / liter
dexamethasone with tetracycline (0.1%). On the day of infection, the dexa-
methasone dose was raised at 1 mg / liter, while the tetracycline concentra-
tion was reduced to 0.01% and was maintained throughout the experiment.
Rats were infected orally, twice, every 24 h (days 0 and 1) with 0.1 ml of
saline suspension containing 3.108 3,1 x 103 viable cells of C. albicans strain
ATCC 10231.

Experimental series were composed of nine groups each consisting of
three individuals: - lots IS1 - IS3- male rats, immunosuppressed, euthanized
at the same time with the treated groups. The batches of animals which were
immunosuppressed but not infected were used as negative control groups. -
lots infected with Candida albicans known as: ICA1, ICA2 ,ICA3 - established
from immunosuppressed rats that were infected on day 0 and 1 of the experi-
ment. Rats were euthanized after 3, 6 and 9 days post-infection and samples
were taken for histo-cytological investigations.

The organs harvested for samples were: tongue, respiratory tract, intestine,
liver, spleen, kidney and brain. Stain samples were collected and processed
through the histological technique HE stain or hematoxylin and eosin stain
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and microscopy was performed with the x100 and x400 objectives, and the
images were processed with an Olympus CX 41 microscope with image captu-
re and data interpretation software.

RESULTS AND DISCUSSIONS

The main histological alterations were identified in: tongue, intestine, liver,
spleen and kidney, respectively. For the trachea, lung and nervous system hi-
stological changes were not relevant for our study.

Most conspicuous changes were found in the immunosuppressed rat gro-
ups, infected with Candida albicans. Histologically, the changes regarding the
tongue were recorded only for individuals within the immunosuppressed and
infected groups; the tongue of subjects only immunosuppressed being without
any histological changes.

We observed the progressive development of histological severity of injuri-
es by the end of the third day, the main changes are: parakeratosis, acanthosis,
dystrophy of the cells in the lingual epithelium with the discontinuity of the
basement membrane . In the intestine of immunosuppressed rats main lesions
were found in the first part of the immunosuppression (third day).

The main histological changes were: destruction of large areas of intestinal
villi, discrete edema of the intestinal glands and discrete edema of villi axis,
periglandular lymphohistiocytic infiltration. The regenerative capacity of the
intestine caused the tissue architecture at the end to recover almost comple-
tely, situation which was the same also with the immunosuppressed and infec-
ted batches, specifying that the lesions in the first half of the experiment were
more serious.

In the liver, in the third and sixth day degenerative processes of hepa-
tocytes with balloon dystrophy were observed accompanied by karyolysis and
kariopicnosis phenomena which have affected the liver function and the cel-
lular integrity in immunosuppressed male (to a lesser extent) and especially in
those immunosuppressed and infected.

In the samples collected on the ninth day normal liver tissue was found
which confirms the regenerative healing, observation justified by the return to
a normal state of the cytoplasmic and nuclear structure of hepatocytes and also
the function restoration.

These observations, although not backed by laboratory tests, which are
consider later, shows that although Candida albicans infections causes a major
affect on the liver within the first six days, this organ has regenerative capacity,
which in our case appeared after the ninth day. At a spleene level in both cases
there is a dramatic reduction in the first phase of leucopoiesis areas, a pheno-
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menon that affects decisively the leukopoetic function, erythropoiesis areas re-
maining unchanged with a trend towards the recovery of the lymphoid tissue.

In the case of the infected males, splenic limphonodes are present only
in the form of lymphocyte chords, the Candida albicans infection blocking
in a first phase the development of the expected and accepted fungal disea-
ses, that of the leukocyte reactivity and proliferation, but with the restorati-
on of the lymphoid function and architecture at the end of the experimental
period. At kidney level, after three days, in infected and immunosuppressed
males, an extensive degenerative phenomena was found, manifested by gra-
nular dystrophy of the nephrocytes in the distal and proximal contort tubules,
Bowman capsule destruction and loss of the uriniferous spaces. These changes
affect seriously, in a first phase, the renal function, the phenomena stepping
towards glomerulonephritis, but, with the increase of the exposure time until
the ninth day, the new developments having a reversible tendency to restore
the function in the renal corpuscles. In the case of the immunosuppressed ma-
les, these changes were much reduced in intensity and extension.

CONCLUSIONS

1. Candidiasis affected organs in male rats in the following order: tongue,
intestines, liver, spleen and kidney in the experimental oral infection.

2. Oral candidiasis did not affect the lung’s, trachea’s and the nervous system’s
histo-architectonics, in the experimental oral infection in male rats.

3. In immunosuppressed and infected males there was a gradual evolution
of the histological lesions severity in the tongue starting from the third
day towards the end.

4. In the liver, in the third and sixth day after exposure degenerative proce-
sses of hepatocytes were observed, the analysis from the ninth day indica-
ting the regenerative healing of the cytoplasmatic structure.

5. At spleen level, in both cases, is found, in the first phase, the reduction of
the leucopoiesis areas process that affects the leukopoetic function, eryt-
hropoiesis areas remaining unchanged with tendency towards lymphoid
tissue recovery.

6. In the kidney, after three days, was found, in the case of the infected and
immunosuppressed males, the installation of degenerative phenomena,
but, with the increase of the exposure time until the ninth day the new
developments having a tendency towards restoring the renal corpuscles
function.
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Kratak sadrzaj

U nasoj zemlji odredeni broj divljih svinja se kontrolisano odgaja u
ogradenim lovistima dok je broj jedinki u slobodnim stanistima uglavnom
nepoznat. Zdravstvena kontrola populacije divljih svinja je veoma zahtevna
i kompletna dijagnosticka ispitivanja u svakom ispitivanom slucaju su teska
za realizaciju i Cesto neizvodljiva u celosti. Cilj rada je bio ispitivanje kli-
ni¢kih manifestacija i patoloskih promena u slu¢ajevima sumnje na pojavu
verminozne pneumonije divljih svinja. Materijal za ispitivanje je obuhvatao
trilovista u Vojvodini, na kojima su klini¢ki zapazeni poremecaji zdravstve-
nog statusa i uginuc¢a mladih kategorija divljih svinja. Metode ispitivanja
su obuhvatale, epizootioloska i klini¢ka ispitivanja, patomorfoloski pre-
gled uginulih divljih svinja, patohistoloski pregled uzoraka plu¢nog tkiva
i parazitoloska ispitivanja. Kod svih ispitanih uginulih divljih svinja ma-
kropatoloski su ustanovljene promene dominantno na respiratornom trak-
tu. Patohistoloskim i parazitoloskim pregledom ustanovljeno je prisustvo
pluénih vlasaca u lumenu traheje, bronhusa i u kaudoventralnom delovima
dijafragmatskih lobusa (Pneumonia verminosa). Na osnovu postignutih re-
zultata, moze se zakljuciti je da je Metastrongylus sp. ekonomski znacajna
helmintoza divljih svinja u nas$im klimatskim uslovima. Ustanovljene pa-
razitske infestacije kod ispitivanih divljih svinja imaju ekonomski znacaj
zbog zaostajanja u rastu i prirastu, i mogu biti uzrok uginu¢a ili odbacivanja
mesa zivotinja zbog kaheksije, hidremije.

Kljucne redi: divlje svinje, verminozna pneumonija, Metastrongylus sp.
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Abstract

In our country a certain number of wild boars is controlled and reared
on enclosed hunting ground, while a number of free-ranging population
is mainly unknown. The control of health status of wild boar population
is quite demanding and it is not easy to achieve. Also, often is not possible
entirely to perform a complete diagnostic examination in wild boars in each
evaluated case. The aim of this research was to evaluate the clinical signs
and pathomorphological changes in the suspicious cases on the occurrence
of the verminous pneumonia in wild boars. The material for this research
included three hunting grounds in Vojvodina, where clinical signs of he-
alth disorders and dead of young categories of wild hoags were recorded.
The following research methods were applied: epidemiological, clinical and
pathological examination of dead wild boars, hystological examination of
the lung tissue samples and parasitologial examination. In all examined
cases, macropathogical examination revealed changes dominantly in the
respiratory tract. By pathohystological and parasitological examination the
presence of lung worms in the trachea, bronchi and in posteroventral par-
ts of the diaphragmatic lung lobes were detected (Pneumonia verminosa).
In conslusion, the achieved results strongly suggest that Metastrongylus sp.
represent economically important helmintosis of wild boars in our climatic
conditions. Discovered parasitic infestations in the evaluated wild boars are
economically significant because of retardation in the growth and weigh
gain, and may be the cause of dead or discarding the meat in the case of
cachexia, hydremia.

Key words: wild swine, pneumonia verminosa, Metastrongylus sp.

UVOD

U nasoj zemlji odredeni broj divljih svinja se kontrolisano odgaja u ogra-
denim lovistima dok je broj jedinki u slobodnim stanistima uglavnom nepo-
znat (Prodanov et al., 2009). U okviru petnaest drzava ¢lanica Evropske Unije
(EU) brojnost populacije divljih svinja je procenjena izmedu 800,000 i 1 milion
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jedinki, pri ¢emu gustina populacije varira medu razli¢itim drzavama (Laddo-
mada, 2000). Smatra se da uvecanje gustine populacije divljih svinja moze biti
zabrinjavajuci faktor, sa aspekta dobrobiti zivotinja i zbog potencijalanog uti-
caja na porast prevalence infektivnih i parazitskih oboljenja (Ruiz-Fons et al.,
2008). Jedna od vaznih karakteristika domacih i divljih svinje jeste da imaju
zajednicke patogene, uzrocnike bolesti (Fritzemeier et al., 2000).

Kontrola populacije divljih svinja je veoma zahtevna i kompletna dijagno-
sticka ispitivanja u svakom ispitivanom slucaju kod divljih svinja su teska za
realizaciju i ¢esto neizvodljiva u celosti. U proteklom periodu 2001-2009. go-
dine patomorfoloskim pregledom uginulih divljih svinja poreklom iz lovista
u Vojvodini, ustanovljeno je da su zdravstveni problemi kod divljih svinja bili
vezani uglavnom za parazitske infestacije i pneumonije bakterijske etiologije
(Prodanov et al., 2009). Cilj rada je bio ispitivanje klinickih manifestacija i
patoloskih promena u slu¢ajevima sumnje na pojavu verminozne pneumonije
divljih svinja.

MATERIJALT METODE RADA

Materijal za ispitivanje je obuhvatao tri lovista u Vojvodini, na kojima su
klinicki zapazeni poremecaji zdravstvenog statusa i uginuc¢a mladih kategorija
divljih svinja. U okviru primenjenih metoda, obavljena su epizootioloska i kli-
nicka ispitivanja, patomorfoloski pregled uginulih divljih svinja, patohistolos-
ki pregled uzoraka plu¢nog tkiva i parazitolosko ispitivanje sadrzaja iz pluca i
uzoraka fecesa (izolacija, identifikacija i determinacija parazita).

REZULTATI I DISKUSIJA

Na osnovu anamnestickih podataka, ustanovljeno je da u dva lovista po-
stoji zdravstveni problem vezan za sitniju prasad, koja uginu sa znakovima
krajnje kaheksuje, dehidratacije i asfiksije. Klinickim pregledom su ustanovlje-
ni: otezano kretanje, brzo zamaranje, zivotinje ne mogu da beze, otezano disu,
lako se hvataju. Pored toga, ustanovljen je i proliv tamno zelene boje, iscedak
iz nosnih otvora, konzistencije poput pavlake. Patomorfoloskim pregledom
deset leSeva divljih svinja utvrdeno je postojanje patoloskih promena domi-
nantno na organima respiratornog trakta: nalaz opseznih krvarenja na plu¢-
nom parenhimu, sluzokozi dusnika i velikim bronhusima. U lumenu bronhija
i bronhiola utvrdeno je prisustvo penusavog sukrvic¢avog sadrzaja i veliki broj
pluénih vlasaca koji poput mukoidnih ¢epova ispunjavaju respiratorne puteve.
Nevedeni mukoidni ¢epovi su uzrokovali okluziju sprovodnih respiratornih
puteva, atelektazu pluca i ugusenje. Po lokalizaciji, najiintenzivnije patoloske
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promene su utvrdene na dijafragmatskim reznjevima pluca, gde je i ustanov-
ljeno prisustvo velikog broja plu¢nih vlasaca. Parazitoloskim ispitivanjem uzo-
raka sadrzaja iz respiratornih puteva, utvrdeno je prisustvo plu¢nih vlasaca
(Metastrongylus sp.). Takode, pregledom uzoraka fecesa divljih nazimadi pore-
klom iz dva ispitivana lovi$ta ustanovljena je jaka infestacija sa Metastrongylus
sp., Trichuris suis, Oesophagostomum sp. i Hyostrongylus sp.

Smatra se da helmintsku faunu kod divljih svinja ¢ini viSe od 20 vrsta,
od kojih su 5-10 vrsta parazita narocito ucestale i ¢esto koegzistiraju. Pri na-
lazu plu¢nih vlasaca Cesto se ustanovljava prisustvo nekoliko vrsta zajedno,
npr. Metastrongylus elongatus, M. pudendotectus i M. salmi (Nansen and Ro-
epstorft, 1999). Ustanovljeno je da se dominantna vrsta plu¢nih vlasaca kod
divljih svinja razlikuje i zavisno od drzave, npr. M. pudendotectus je utvrden
kao dominantna vrsta u Nemackoj dok je M. elongatus najce$ce ustanovljen
na Floridi i u Iranu. (Morita et al., 2007). Jaja parazita se nalaze u zemlji$tu,
dok je infektivna larva u ki$nim glistama i moze ostati viabilna nekoliko go-
dina (Nansen and Roepstorff, 1999). Kada je u pitanju kontrola zdravstvenog
statusa populacije divljih svinja, treba imati u vidu nekoliko faktora. Prvo, div-
lje zivotinje su po definiciji vrste koje Zive slobodno, pristup njima je otezan
u poredenju sa domacim vrstama i znaci oboljenja se ne mogu lako ouciti.
Isto tako, otezana je i procena zdravstvenog stanja populacije u celini. Pored
toga Sto klinicki znaci oboljenja kod divljih Zivotinja ¢esto nisu jasno izrazeni,
opasnost predstavlja mogucnost prenosenja infekcija na populaciju domacih
svinja (Artois et al., 2001; Nansen and Roepstorft, 1999).

Najveci broj lekova koji su dostupni za primenu kod domacih svinja mogu
da se koriste za tretman i prevenciju infekcija divljih vrsta. Medutim, pose-
ban problem predstavlja dostavljanje lekovitih substanci divljim Zivotinjama u
propisanoj dozi (Artois et al., 2001). Antihelmintike ne treba primenjivati bez
kontrole, nekriticki (ja bi ovo obrisala) ve¢ njihovu primenu treba integrisati u
skladu (usaglasiti sa) sa proizvodnim sistemom u cilju postizanja optimalnog
efekta i izbegavanja opasnosti od razvoja rezistencije na antihelmintike (Meng
et al., 2009). Dokazano je da ucestala i prekomerna primena antihelminitika
postepeno moze dovesti do se razvoja antihelmintske rezistencije (Nansen and
Roepstorft, 1999).

U trecem ispitivanom lovi$tu zdravstveni problemi su ustanovljeni kod
prasadi starih oko 3 meseca. Na osnovu anamnestickih podataka i klinickog
pregleda utrvdeno je da se oboljenje manifestuje sa simptomima otezanog di-
sanja, izrazeno pumpanje pri disanju, gnojni iscedak iz nosa, slepljeni o¢ni
kapci, brzo zamaranje i zivotinje ne mogu da beze. Patomorfoloskim pregle-
dom uginulih divljih svinja (8 komada) ustanovljene se promene na plu¢ima:
intersticijalni edem, hepatizacija kranijalnih delova apikalnih i medijalnih re-
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znjeva pluca, otok medijastinalnih limfnih ¢vorova, na dijafragmatskih reznje-
vima nalaz atelektaticnih polja. U najve¢em broju ispitivanih uzoraka pluca
ustanovljeno je postojanje marginalnog emfizema i konsolidacije. Na poprec-
nom preseku dijafragmatskih reznjeva i u respiratornim putevima (traheja,
veliki i mali bronhusi) utvrdeno je prisustvo velike koli¢ine mukoidnog sa-
drzaja pomesanog sa ¢epovima pluénih parazita. Parazitoloskim ispitivanjem
uzoraka sadrzaja iz respiratornih puteva, utvrdeno je prisustvo plu¢nih vlasaca
(Metastrongylus sp.).

Kod svih ispitanih uginulih divljih svinja makropatoloskim i patohisto-
loskim pregledom konstatovan je nalaz plu¢nih vlasaca u lumenu traheje,
bronhusa i u kaudoventralnom delovima dijafragmatskih lobusa (Prneumonia
verminosa).

Prirodne karakteristike habitata, ukljucujuci tu postojanje prelaznih do-
macina za helminte predstavljaju znacajan faktor koji uti¢e na parazitske in-
festacije divljih svinja (Jarvis et al., 2007). Sa druge strane, arteficijalni me-
nadzment populacije divljih svinja, kao $to je (ovo bih izbacila) primena
kontrolisanog uzgoja i ishrane u ogradenom podrucju, dovodi do porasta
gustine populacije i time do uvecanja rizika od prenosenja razlic¢itih uzro¢ni-
ka oboljenja (Ruiz-Fons et al., 2008). Naseljavanje tj. remont lovnih podrucja
zahteva odredene pripremne aktivnosti odnosno analizu zdravstvenog statusa
divljih svinja i obezbedenje da novo uvedene jedinke budu slobodne od para-
zita. Zadnje navedeno je od znacaja imajuci u vidu stres koji se javlja prilikom
transporta i oslobadanja jedinki u nov habitat, tako da parazitske infestacije
mogu imati negativni uticaj na prezivljavanje novo uvedenih divljih svinja.
(Fernandez-de-Mera et al., 2003). Ispitivanjem je utvrdeno da divlje svinje u
razli¢itim podruc¢jima Evrope imaju slicnu helmintofaunu. Znacajno vedi in-
tenzitet infekcije helmintima je ustanovljen kod mladih jedinki (uzrast ispod
1 godine) u poredenju sa starijim Zivotinjama (Jarvis et al., 2007). Proucavanje
prevalencije parazitskih oboljenja divljih svinja je znac¢ajno zbog njihove pro-
cene kao izvora infekcije - infestacije za domace zivotinje i ljude (Morita et al.,
2007). Kontrola zdravstvenog statusa populacije divljih svinja je kompleksna, i
zahteva primenu specifi¢cnog plana i strategije koji bi uzimao u obzir karakteri-
stike oboljenja, etologiju divljih svinja, interakciju divljih svinja sa ekstenzivno
uzgajanim domacim svinjama i interferiraju¢e dejstvo (doprinos?) ljudskog
faktora (Artois et al., 2001; Prodanov et al., 2009).

ZAKLJUCAK

Patomorfoloskim pregledom divljih svinja je ustanovljeno da su kod ugi-
nulih jedinki zdravstveni problemi vezani za parazitske infestacije respirator-
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nog trakta. U svim ispitanim sluc¢ajevima makropatoloskim, patohistoloskim i
parazitoloskim pregledom utvrden je nalaz plu¢nih vlasaca u lumenu traheje,
bronhusa i u kaudoventralnom delovima dijafragmatskih lobusa (Prneumonia
verminosa). U slucajevima kada postoji sumnja da su pluéni vlasci uzrok res-
piratornih oboljenja, pri patomorfoloskom pregledu neophodno je napraviti
poprecni rez duz kaudoventralnih ivica dijafragmatskih lobusa pluca, gde se
mogu videti i istisnuti plu¢ni vlasci.

S obzirom na ucestalost ustanovljavanja (nalaza) plu¢nih vlasaca i patolos-
kih promena u plu¢ima, moze se zakljuciti da je Metastrongylus sp. ekonomski
znacajna helmintoza divljih svinja u nasim klimatskim uslovima. Parazitske
infestacije koje su ustanovljene kod ispitivanih divljih svinja imaju ekonomski
znacaj zbog zaostajanja u rastu i prirastu, i mogu biti uzrok uginuca ili odba-
civanja mesa zivotinja zbog kaheksije, hidremije. Imajuci u vidu postignute
rezultate, svakako da bi ovakav vid kontrole u buduénosti trebalo intenzivirati
u cilju sticanja kompletnog uvida u zdravstveno stanje divljih svinja.

Rad je realizovan po projektu TR31084 koji se finansira od strane Mi-
nistarstva nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije
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Pregledni rad UDK 615:579.62:637.5

UTICAJ UPOTREBE ANTIMIKROBNIH LEKOVA
U ZIVINARSTVU NA BEZBEDNOST MESA

Jelena Petrovi¢ *, Dubravka Milanov, Milo$ Kapetanov'
"Nau¢ni institut za veterinarstvo”Novi Sad”, Rumenacki put 20, Novi Sad

Kratki sadrzaj

Sagledavanje problema vezanih za namirnice otvora pitanje uticaja pri-
marne proizvodnje na bezbednost hrane. Preterana upotreba antimikrob-
nih lekova u intenzivnom stocarstvu je realnost i samo je pitanje na koji
nacin i u kojoj meri se odrazava na ispravnost namirnica animalnog pore-
kla. Danas su u nauci o bezbednosti hrane definisane dve glavne opasnosti
koje nastaju kao direktna posledica primene anitmikrobnih lekova: rezidue
u jestivim tkivima i razvijanje rezistencije baterija. Nakon propisanog apli-
kovanja antimikrobnih lekova sadrzaj rezidua u jestivim tkivima opada do
dozvoljenih kolicina (ispod MDK) tokom propisanog perioda karence. Me-
dutim i nakon isteka karence rezidue se zadrzavaju u jestivim tkivima duzi
vremenski period. Rezidue enrofloksacina se mogu dokazati u mesu sve do
devetog dana nakon prekida terapije dok se u jetri zadrzavaju mnogo duze.
Tek 22. dana nakon prekida terapije nije potvrdeno prisustvo rezidua u je-
tri. Rezidue florfenikola tre¢eg dana karence padaju ispod MDK ali iz jetre
u potpunosti nestaju sedam dana od prekida tretmana dok se u bubrezima
jo$ uvek moze dokazati. Nakon isteka karence rezidue su jos uvek prisutne
ali u bezbednim koncentracijama. Kod nepravilne upotrebe antimikrobnih
lekova nemoguce je ispostovati period karence a samim tim povecava se
rizik od pojave zdravstveno neispravnog mesa na trzistu.

Kljucne reci: bezbednost, meso, veterinarski lekovi

* E mail: jelenap@niv.ns.ac.rs
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INFLUENCE OF ANTIMICROBIAL DRUG USE
IN POULTRY BREEDING ON MEAT SAFETY

Jelena Petrovi¢, Dubravka Milanov, Milo§ Kapetanov'
!Scientific Veterinary Institute "Novi Sad”, Rumenacki put 20 Novi Sad

Abstracts

Recognition of food safety problems brings into focus the importance
of primary production. Overuse of antimicrobial drugs in animal breeding
is reality it is only a question in what manner and extent it influences on
food safety. Use of antimicrobials can cause residues and herby influence
safety of meat originating from treated animals. Besides residues, one of the
most important and actual side effects is developing of resistance in food
borne pathogens. After correct application of antimicrobial drugs tissue re-
sidue levels descrease to permitted quantities (below MRL) in prescribed
withdrawal period. But even after expiration of withdrawal period residues
are still present in edible animal tissues. Residues of enrofloxacine can be
detected in meat nine days after the end of treatment, residues in liver are
present much longer. Residues were detected in liver until 22. post tre-
atment day. Residues of florfenicole descrease in meat below MRL on third
withdrawal day but in liver residues completely expire on seventh post tre-
atment day, while in kidneys they can be still detected. After expiration of
withdrawal period residues of florfenicole are still present in edible animal
tissues but in permitted quantities. In antimicrobial drug abuse or overuse
it is impossible to apply correct withdrawal period this leads to high risk of
appearance of dangerous meat on market.

Key words: safety, meat, veterinary drugs

UVOD

Zbog svog sastava, pre svega koli¢ine visoko vrednih proteina, meso Zivine
ima vaznu ulogu u ishrani stanovni$tva. Meso brojlera je lako svarljivo, ne uti-
¢e na povecanje telesne mase zbog male koli¢ine masti i Cesto se preporucuje
u dijetetskim nacinima ishrane. Konzumiraju ga sve kategorije stanovnistva
pocev od beba pa do starih osoba .

Upotreba veterinarskih lekova je neophodna u uzgoju Zivine. Lekovi se
koriste za prevenciju i kontrolu infektivnih i ne-infektivnih oboljenja, olaksa-
vaju stres pri promenama sredine, vakcinaciji, debikiranju itd. Upotreba an-
timikrobnih lekova povec¢ava produktivnost u zivinarstvu i time omogucuje
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dostupnost kvalitetnog mesa po povoljnim cenama, Sirokom krugu potrosaca.
Ne manje znacajno je pobolj$anje zdravstvenog stanja i dobrobit same zivine
time $to antimikrobni lekovi redukuju incidencu oboljenja (Weiss i sar., 2007).

Bezbednost je osnovni prioritet u proizvodnji hrane. Bezbedna hrana je
slobodna od rezidua, kontaminenata i patogenih mikroorganizama. Savreme-
ni potrosac je vrlo zainteresovan za bezbednost namirnica koje kupuje. Pre-
ma istrazivanjim Resurreccion i Galvez (1999) 77% potro$aca smatra da su
rezidue veterinarskih lekova u mesu veoma opasne po zdravlje naspram 23%
potrosaca koji smatraju da rezidue ne predstavljaju problem.

Sagledavanje problema vezanih za namirnice otvora pitanje uticaja pri-
marne proizvodnje na bezbednost hrane. Preterana upotreba antimikrobnih
lekova u intenzivnom stocarstvu je realnost i samo je pitanje na koji na¢in i u
kojoj meri se odrazava na ispravnost namirnica animalnog porekla. Danas su
u nauci o bezbednosti hrane definisane dve glavne opasnosti koje nastaju kao
direktna posledica primene anitmikrobnih lekova: rezidue u jestivim tkivima i
razvijanje rezistencije kod zoonotskih patogena.

Rezidue

Stalna i masivna upotreba veterinarskih lekova u intenzivnom uzgoju zivi-
ne predstavlja rizik za direktnu kontaminaciju mesa (Endtz i sar., 1991, Kabir
i sar, 2004 and Mitema i sar., 2001), upravo zbog mogucnosti nepotpunog
pracenja propisanog perioda karence. U mesu lecenih Zivotinja se mogu naci
ostaci lekova koji namirnicu ¢ine higijenski neispravnom, jer mogu $tetno de-
lovati na zdravlje potrosaca. Rezidue penicilina u pile¢em mesu su dovele do
anafilaktickih reakcija kod potrosaca (Teh and Rigg, 1992). Kod ljudi osetljivih
prema sulfonamidima nastale su alergijske promene na kozi posle konzumira-
nja jaja sa reziduama sulfonamida (WHO, 1989). Upravo zato se meso sa osta-
cima antibiotika u vec¢ini zemalja u svetu proglasava higijenski neispravnim,
odnosno neupotrebljivim za ishranu ljudi.

Zbog rizika od pojave rezidua lekova u tkivima, u svetu su danas propisa-
ne vrednosti za maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK-eng. maximum
residue limit - MRL) rezidua u jestivim tkivima Zivotinja. Procena bezbednosti
mesa se vr$i na osnovu kolic¢ine rezidua u tkivima i MDK vrednosti. MDK
vrednost za fluorohinolone I florfenikol nisu propisane u nasoj zemlji, zato se
za procenu koriste MDK vrednosti propisane u Evropskoj Uniji.

Za lecenje zivine u nasoj zemlji se najvise koriste antimikrobni lekovi iz
grupe fluorohinolona (Enrocin, Flumekvin), florfenikol (Floron), oksitetraci-
klini i beta laktami (penicilini).
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Fluorohinoloni

Fluorohinoloni su potpuno sinteticki antimikrobni lekovi, poseduju sirok
spektar antimikrobne aktivnosti, nisku toksi¢nost i odli¢ne klinicke farmako-
kineticke osobine, sto predstavlja znacajnu prednost u odnosu na ostale grupe
antimikrobnih lekova. (Appelbaum i Hunter, 2000).

Fluorohinoloni se posle oralne primene brzo apsorbuju iz digestivnog
trakta zivine. Maksimalnu koncentraciju u plazmi dostizu posle tri sata, u zavi-
snosti od vrste i doze hinolona. Jedna oralna doza hinolona daje koncentraciju
u plazmi od 1pg/ml, $to je dovoljan MIK za ve¢inu osetljivih mikroorganizama
(Anadon i sar., 1990; Prescott i sar., 2000). Posle apsorbcije, fluorohinoloni
se brzo i intenzivno distribuiraju u tkiva. Generalno, koncentracija hinolona
u crevnom sadrzaju, kozi i kostima iznosti 35-100% koncentracije u serumu,
dok je koncentracija u bronhijalnom sekretu ¢ak dva do tri puta vec¢a od kon-
centracije u plazmi. U cerebrospinalnoj tecnosti se obi¢no nalazi oko 25%
koncetracije u serumu. Odredene varijacije postoje zavisno od vrste fluoro-
hinolona. Dobra penetracija leka i visoka koncentracija leka u plazmi, u visini
MIK (minimalna inhibitorna koncentracija) za ve¢inu bakterijskih patogena,
preporucuju upotrebu hinolona u lecenju bakterijskih infekcija u Zivinarstvu
(Anadon i sar., 1990; Soliman, 2000 ;Prescott i sar., 2000).

Fluorohinoloni se eliminiSu hepati¢nim metabolizmom i/ili renalnom ek-
skrecijom (enrofloksacin) ili putem oba ova mehanizma (Less i Aliabadi, 2002;
Martinez i sar., 2005). Enrofloksacin se metaboli$e u jetri i transformise u glav-
ni metabolit ciprofloksacin uz nekoliko manje vaznih metabolita oksocipro-
flokacin, enrofloksacin amid, desetilen ciprofloksacin, dioksociprofloksacin,
desetilen enrofloksacin, N-formil ciprofloksacin, oksoenrofloksacin i hidrok-
sienrofloksacin. Radiometrijskim studijama je ustanovljeno da se vise od po-
lovine rezidua u tkivima zivine nalazi u vidu enrofloksacina: 61-66% (bubreg),

Promene u CNS-u i gastrointestinalnom traktu, fototoksi¢nost, hondro-
toksi¢nost, zapaljenje i pucanje tetiva, disbalans u humanoj digestivnoj mi-
kroflori, alergije su nezeljeni efekti vezani za fluorohinolone (Domagala, 1994;
Klecak i sar.,1997; Tokura i sar., 1995; Kashida i Kato, 1997; Stahlman i sar.,,
2000; Stahlmann, 2002; Nagai i sar., 2002., Ho i Song, 2003).

Nasim ispitivanjima (Petrovi¢ i sar. 2006) je ustanovljeno da su nakon pra-
vilne terapijske upotrebe enrofloksacina rezidue prisutne u mesu i jetri Zivine
u nedozvoljenim koli¢inama do ¢etvrtog dana karence (grafikon 1.). Nedozvo-
ljenje koli¢ine su koncentracije rezidua iznad MDK. MDK vrednosti su pro-
pisane za zbir enrofloksacina i ciprofloksacina i iznose 100 ng/g za meso i 200
ng/g za jetru (Consleg, 2002).
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Tokom pet dana aplikovanja leka, koncentracija enrofloksacina u mesu i
jetri je bila visoko iznad MRL vrednosti. Koncentracija je rasla u tkivima sve
do prvog dana karence, a zatim je naglo pocela da opada. Zbog intenzivnog
metabolizma sadrzaj rezidua je uvek visi u jetri nego u mesu (2-4 puta). Nakon
isteka karence, enrofloksacin je bio prisutan u vrlo niskim koncentracijama. U
mesu se mogao dokazati sve do devetog dana nakon prekida terapije dok se u
jetri zadrzao mnogo duze. Tek 22. dana nakon prekida terapije nije potvrdeno
prisustvo u jetri (Petrovi¢ i sar. 2006).

Grafikon 1. Koli¢ina rezidua (ng/g) u mesu ijetri pilica tretiranih propisanim dozama
enrofloksacina (rezidue su izrazene kao suma enrofloksacina i ciprofloksacina)
(Petrovic¢ i sar. 2006)
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FLORFENIKOL

Florfenikol je sinteticki antibakterijski lek sirokog spektra koji je struktur-
no slican sa D(-)treo hloramfenikolom ali se od njega razlikuje zbog prsiustva
p-metil sulfonil grupe umesto p-nitro grupe i prema prsustvu atoma fluora
umesto hodroksi grupe. Florfenikol inhibira aktivnost peptidil transferaze po-
sebno na 70 S ribozoma. Sojevi bakterija koji su visoko rezistentni prema hlo-
ramfenikolu i tiamfenikolu zbog produkcije acetiltransferaze su visoko senzi-
tivni prema florfenikolu. (EMEA, 1999).

Toksi¢ni efekti florfenikola su vezani za hematoloske parametre, atrofiju
testisa, hepatomegaliju, poremecaje osifikacije takode on moze dovesti do na-
glog pada unosa vode i hrane, gubitka tezine i razmeksavanja fecesa. Florfe-
nikol nije geno-, embrio- i fetotoksi¢an. Obzirom da je florfenikol po svojoj
strukturi slican hloramfenikolu razmatrana je mogucnost pojave aplasticne
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anemije uzrokovane ovim lekom. Na osnovu epidemioloskih podataka nije se
moglo sa sigurnoscu da se utvrdi da li je ovaj lek u potpunosti bezbedan i zato
nije odobren za upotrebu u humanoj medicini. Ipak smatra se da je vrlo mala
verovatnoca da ¢e rezidue ovog leka nastale posle primene u veterini dovesti
do ozbiljnih promena u kostanoj srzi kod potrosaca. (EMEA,1999.

Florfenikol se brzo absorbuje posle oralne aplikacije kod Zivine, dobro se
distribuira u tkivima i najvie ga ima u jetri zatim bubrezima, kozi i masnom
tkivu, dok ga u mesu ima oko deset puta manje nego u jetri. Metaboliti flor-
fenikola, florfenikol-amin i florfenikol-alkohol su sukcesivno 90 odnosno 30
puta manje mikrobioloski aktivni od florfenikola dok florfenikol-oksamidna
kiselina nije u opste aktivana. Glavni nacin eliminacije je urin. Florfenikol se iz
organizma Zivine brzo izluc¢uje i 24 h od prekida terapije nestaje iz mesa, koze
i masnog tkiva. Posle uobicejenog nac¢ina doziranja, treceg dana karence pada
ispod MDK. Iz jetre u potpunosti nestaje sedam dana od prekida tretmana dok
se u bubrezima jo$ uvek moze dokazati (EMEA,1999).

MDK vrednosti se izrazavaju za sumu florfenikola i njegovih metabolita
izmerenih kao florfenikol-amin. MDK za Zivinsko mesu je 100 ng/g a za jetru
2500 ng/g dok je njegova upotreba zabranjena kod koka nosilja (EMEA, 1999).

U nasoj zemlji upotreba antimikrobnih lekova je vrlo liberalna i zato se
javljaju razli¢iti vidovi nepravilne upotrebe:upotreba od strane nestrucnih lica,
kod oboljenja ili Zivotinjskih vrsta za koje nisu namenjeni, a narocito subdo-
ziranje, neadekvatna duzina aplikovanja leka, upotreba antimikrobnih lekova
kao precice za reSavanje uzgojnih problema. Tokom karence rezidue antmi-
krobnih lekova su prisutne u jestivim tkivima u nedozvoljenim koli¢inama.
Nakon isteka ovog perioda rezidue su jo$ uvek prisutne ali u bezbednim kon-
centracijama. Kod nepravilne upotrebe antimikrobnih lekova nemoguce je
ispostovati period karence a samim tim javlja se rizik od plasmana higijenski
neispravnog mesa na trzistu.

ZAKLJUCAK

Postovanje profilaktickih mera u objektima za drzanje zivine smanjuje
pojavu oboljenja kod Zivine i potrebu za le¢enjem. Ukoliko je terapija neop-
hodna postovanjem propisanog nacina tretiranja zivine moze se kontrolisati
rizik - rezidue antimikrobnih lekova u jestivim tkivima. Dobra proizvodna
praksa ima primenu u svakom koraku, od proizvodnje Zivotinja do konzu-
miranja hrane. Pravilna primena ovih mera moze zna¢ajno umanjiti rizik. Na
ovaj nacin istice se veliki znacaj primarne proizvodnje u lancu hrane. Uprav-
ljanje rizikom pocinje jo$ na farmi, gde se primenjuje pravilno drzanje zivoti-
nja i rukovanje antimikrobnim lekovima i time se obezbeduje, ne samo dobro
zdravlje Zivotinja, ve¢ se i smanjuje rizik od pojave rezidua.
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Kratak sadrzaj

Poznavanje karakteristika starenja i promena kardiovaskularnog siste-
ma pasa, izazvanih starenjem, pomazu klini¢arima u postavljanju dijagno-
ze, ali i odgajivacima u definisanju prioriteta za preduzimanje profilaktickih
mera. Proucavanje starenja pasa predstavlja paradigmu u biomedicinskim
istrazivanjima. Starenje dovodi do brojnih promena kardiovaskularnog si-
stema koje mogu da se sagledaju morfoloski, funkcionalno, sa endokrinog,
genetskog aspekta i kao biohemijske promene. Kompleksnost aspekata pro-
cesa starenja otvara brojne dijagnosticke moguénosti njihovog registrova-
nja, terapeutskih procedura, ali i preventivnih postupaka. U ovom radu je
poseban akcenat stavljen na promene kardiovaskilarnog sistema izazvane
starenjem koje se klini¢ki mogu registrovati ili na koje se moze uticati tera-
pijom ili profilaksom.

Kljucne reci: starenje, kardiovaskularni sistem, psi

CHANGES UN CARDIOVASCULAR
SYSTEM OF DOGS DUE TO AGEING
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“Faculty of veterinary medicine, Beograd

Abstract

The characteristics of aging and the changes of cardiovascular system
with aging are important in clinical decision making and in designing pre-
ventive measures. Studies of aging in dogs represent paradigm in biomedi-
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cal researches. Aging leads to numerous changes of cardiovascular system,
which could be looked from morphological, functional, endocrinological,
genetic and biochemical points of view. These aspects of aging enable many
diagnostic procedures, therapeutic procedures and preventive measures as
well. In this paper special emphasis was put on changes of cardiovascular
system, caused by aging, which are clinically free to registered or may be
affected by therapy or prophylaxis.
Key words: aging, cardiovascular system, dogs

UVOD

Era poznavanja genoma pasa namece populacionu statistiku zdravstvenog
stanja i oboljenja kao krucijalni deo strategije gajenja i programa unaprede-
nja zdravstvenog stanja rasa (Egenvall i sar., 2005; Bonnett i sar., 2005). Bez
sumnje, gajenje odredenih rasa pasa ima uticaj na opste zdravlje celokupne
populacije pasa i pracenje njihovih naslednih oboljenja (Ott, 1996). Sa dru-
ge strane, poboljsanje ukupnog zdravlja i dobrobiti u populaciji pasa zahteva
da kvantifikujemo i pratimo bolesti i uzroke smrti medu razli¢itim rasama.
Informacije koje se odnose na ocekivanu duzinu Zivota i postojanje rizika za
odredena oboljenja pojedinih rasa treba da su dostupna buduc¢im vlasnicima.
Donosenje odluka, koje se odnose na uvodenje i kori$¢enje visoko invazivnih i
skupih veterinarskih procedura kod starijih pasa, treba da obuhvati razmatra-
nje i verovatne duzine i kvaliteta Zivota koji se mogu ocekivati kod pojedinih
rasa.

Osim toga, pas (Canis familiaris) je jedna od primarnih vrsta sisara koje se
koriste za komparativna biomedicinska istrazivanja (Patronek i sar., 1997). U
tom smislu su psi kuéni ljubimci narocito pogodni kao model za proucavanje
starenja kod ljudi iz nekoliko razloga. Psi — ku¢ni ljubimci Zive u istoj Zivotnoj
sredini kao i ljudi. Obzirom na visi nivo veterinarskih usluga, koje se koriste
kod pasa, na raspolaganju stoji obimna medicinska dokumentacija (klini¢ka,
biohemijska i patoloska ispitivanja, imidzing dijagnostika). Na kraju, niz fe-
notipskih domena se moze ta¢no proceniti kod pasa, od funkcije odredenih
organa, preko kvaliteta Zivota i interakcije sa ljudima (Waters, 2011).

Starenje pasa
Znatan napredak u medicini i hirurgiji, ishrani i preventivnoj zdravstvenoj
nezi tokom poslednjih nekoliko decenija produzio je Zivotni vek kod pasa. Ra-

zlicite rase stare razli¢itom brzinom, iako kod mnogih rasa mortalitet pocinje
da raste oko Seste, sedme godine Zivota (Egenvall i sar., 2000; 2005). Ne postoji
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prihvacen nivo starosti prema kome psa svrstavamo u odraslu ili gerijatrijsku
kategoriju. Nije pogodno smatrati da psi razlicitih rasa imaju istu biolosku sta-
rost ili sli¢an rizik za bolesti uslovljene staro$¢u, zbog neslaganja medu razlici-
tim rasama u procentu mortaliteta u odredenom Zivotnom dobu.

Za razliku od drugih vrsta sisara, veli¢ina tela kod pasa je obrnuto sraz-
merna njihovoj duzini zivota. U okviru kategorije pasa iste telesne mase, duzi-
na zivota je ve¢a kod pasa Cistih rasa nego kod me$anaca. Medu psima kao vr-
stom, mali psi imaju brzi metabolizam i kraci period metabolickog sazrevanja
nego veliki psi. Predvida se da bi laboratorijska istrazivanja mogla da ispitaju
biolosku osnovu razlike u duzini zivota medu psima u vezi sa rasom i telesnom
masom (Patronek i sar., 1997).

Uz postojanje razlike izmedu rasa, smrtnost usled razlicitih uzroka varirira
sa staro$¢u i polom kod pasa (Egenvall i sar., 2005; Bonnett i sar., 2005). Ne-
koliko studija (Bonnett i sar., 1997; Bronzon, 1982; Michell, 1999) je pokazalo
da su tumori najces¢i uzrok smrti kod pasa. Prema studiji koja je izvedena na
9248 pasa (Eichelberg, Seine, 1996), sr¢ana i cirkulatorna oboljenja su na dru-
gom mestu kao uzrok smrti kod pasa, sa zastupljenos¢u od 16,3%. Sto se tice
rizika od smrtnog ishoda ¢iji je uzrok izvesno sr¢ano oboljenje, irski vucji hrt i
nemacka doga imaju najveci rizik od 20 rasa koje su obuhvacene ispitivanjem.
Sréana oboljenja kod King Carls $panijela u preko 50% slucajeva predstavljaju
uzrok smrti za pse ispod 10 godina starosti, $to ¢ini preko 1/4 smrtnog ishoda
zbog sré¢anih problema u celokupnoj ispitivanoj populaciji od preko 350000
pasa (Egenvall i sar., 2005; Bonnett i sar., 2005). Rasa, starost i pol pasa uticu
na mortalitet nastao zbog sré¢anog oboljenja. Oboljenje srca kao uzrok smrti
kod pasa mladih od 10 godina je najces¢i prisutno kod pomenute tri rase: irski
vugji hrt, King Carls $panijel, nemacka doga (Egenvall i sar., 2006). Drugo ve-
liko ispitivanje, sprovedeno na 80306 pasa pripadnika 82 rase, je pokazalo da
su oboljenja kardiovaskularnog sistema vodeci uzrok smrti kod bernskog pla-
ninskog psa, ¢ivave, dobermana, foksterijera, malteskog i njufaundlandskog
psa (Fleming i sar., 2011).

Strukturne i funkcionalne promene kardiovaskularnog sistema
uslovljene staro$cu

Generalno uzevsi, proces starenja je povezan sa strukturnim i funkcional-
nim promenama kardiovaskularnog sistema, koje su lokalizovane na sr¢anom
misicu, valvulama, sprovodnom sistemu srca i velikim arterijama. Ovakve pro-
mene imaju za posledicu razli¢ite manifestacije bolesti kod gerijatrijskih paci-
jenata u odnosu na mlade pacijente. Da bi se postavila dijagnoza "ostarelog
srca” kod starih pacijenata, suoceni smo sa tesko¢ama zbog atipi¢nih simpto-
ma ili prihvatanja simptoma kao manifestacije starog zivotnog doba. Starenje
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je, Stavise, Cesto prac¢eno padom fizicke aktivnosti, $to moze da ima za posledicu
"gubitak kondicije" kardiovaskularnog sistema (Cafagna, Ponte, 1997).

Starenje kod pasa se karakteriSe promenama kardiovaskularne funkcije
koje obuhvataju smanjenje krvotoka i brzine protoka krvi, smanjenje arterij-
ske elasti¢nosti (komlijanse) i rastegljivosti (Miller i sar., 1976; Haidet, 1993a;
Haidet i sar., 1996), kao i povecanje sistemskog vaskularnog otpora i smanjenje
minutnog volumena srca (Haidet i sar., 1996). Smanjenje kontraktilnosti mi-
okarda, povecanje sistolne i dijastolne krutosti leve komore i produzeno tra-
janje kontrakcije zapazeno je kod biglova kao posledica starosti (Templeton i
sar., 1976; 1979). Progresivni gubitak rezerve i adaptibilnosti organa, verovat-
no zbog funkcionalnih promena adrenergickog nervnog sistema predstavlja,
najverovatnije, pocetni mehanizam za nastanak kardiovaskularnih oboljenja
kod starijih pasa (Strasser i sar., 1997). Smanjeni odgovor kardiovaskularnog
sistema na stimulaciju a i p (alfa i beta) adrenergickih receptora takode je do-
kazana kod starih pasa (Yin i sar., 1979; Haidet 1993b). Starenje dovodi do
smanjenja maksimuma frekvencije srca tokom fizickog optere¢enja. Smanje-
nje hronotropnog odgovora sa staro$¢u nastaje zbog smanjene osetljivosti kar-
diovaskularnog sistema na stimulaciju B adrenergickih receptora, a ne zbog
smanjenog odgovora pejsmejker Celija na direktnu elektri¢nu stimulaciju (Yin
isar., 1979).

Ta¢nu vezu izmedu pomenutih negativnih modifikacija kardiovaskular-
ne funkcije, koje se desavaju sa staros¢u i razvoja specificnih kardiovasku-
larnih oboljenja je tesko potvrditi (Guglielmini, 2003). Sa staro§¢u povezane
promene u strukturi i funkciji srca mogu da smanje prag za pojavu klinickih
simptoma bolesti. Kod ljudi postoji kontinuiranost u ispoljavanju strukturnih
i funkcionalnih promena na srcu, $to se manifestuje pove¢anom ucestalos¢u
hipertrofije leve komore, sr¢ane insuficijencije i atrijalne fibrilacije sa stare-
njem (Lakatta i Levy D., 2003).

Iako je postojanje funkcionalnih modifikacija kardiovaskularnog sistema
sa starenjem pokazano kod anestetisanih i neanestetisanih pasa pod ekspe-
rimentalnim uslovima (Miller i sar., 1976; Haidet i sar., 1993a; Haidet i sar.,
1996; Templeton i sar., 1976; Templeton i sar.,1979; Strasser i sar., 1997), obi-
mna klinicka ispitivanja kod pasa nisu obavljena. Predispozicija pojedinih rasa
za odredena stecena sr¢ana oboljenja namece potrebu da se klinicka ispitivanja
sprovedu kod pasa koji pripadaju istoj rasi. Ispitivanje sprovedeno na zdra-
vim nemackim ovcarima razlicite starosti je pokazalo povecanje debljine zida
leve komore koje je moglo da se registruje ehokardiografski (Spasojevi¢-Kosic,
2008).

Nedavno sprovedeno ispitivanje ukupnog preovladavanja patoloskih pore-
mecaja na srcu kod biglova je pokazalo da je valvularna endokardioza najcesce
primecena src¢ana lezija, a slede je razlicite alteracije koje se desavaju sa nizom
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frekvencijom, kao $to su endokarditis, degeneraciju miokarda, hipertrofiju mio-
karda, dilataciju komora (sréanih $upljina), kalcifikaciju miokarda, fibrozu mi-
okarda, nekrozu miokarda, primarne i sekundarne neoplazije (Van Vleet, 2001).

Kardiovaskularna oboljenja koja preovladuju kod starijih pasa su hroni¢no
degenerativno oboljenje valvula (CDVD) ili valvularna endokardioza, sekun-
darna hipertrofija miokarda, dilataciona kardiomiopatija (DCM), neoplazije
srca, amilodosis, valvularni endokarditis, lipofuscinosis, sindrom bolesnog
sinusa i druge miokardijalne i vaskularne lezije (Guglielmini, 2003). Pored
toga, kardiopulmonalne manifestacije ¢esto prate sistemske bolesti (Miller i
sar., 1989).

Endokrini aspekt starenja

Hipertenzija i starenje imaju sli¢ne efekte na strukturu i funkciju krvnih
sudova i srca. Oba procesa dovode do smanjenja vaskularne elasti¢nosti (kom-
plijanse), disfunkcije endotela, hipertrofije i krutosti leve komore. Zbog toga
se javila ideja da oba procesa mogu da imaju iste ili zajednicke uzroke (Booz,
2005). Ideja da je angiotenzin II (AII) veza izmedu starenja i hipertenzije, su-
gerisana je kao posledica dokaza da inhibitori reninangiotenzin sistema (RAS),
pored toga $to su znacajni u tretmanu kardiovaskularnih i renalnih oboljenja,
stite kardiovaskularni sistem, bubrege i mozak od $tetnih efekata starenja (Ba-
sso i sar., 2005). Prekomerna aktivacija RAS ubrzava starenje srca, proces koji
se sastoji od hipertrofije ¢elija miokarda, kapilarne rarefakcije, fibroze i ventri-
kularnog remodeliranja (Kim, Iwao, 2000).

Kao odgovor na povecanje pritiska i istezanje sr¢anih $upljina dolazi do
sinteze natrijumureti¢nih peptida (atrijalni - ANP, mozdani - BNP). Atrijal-
ni natrijumureti¢ni peptid (ANP) se sintetiSe u pretkomorama zdravih pasa.
Natrijumureti¢ni peptid A se u obliku prepro-ANP forme pojavljuje kod fe-
talnih komornih miocita, ali ne i kod odraslih, osim kada postoji hipertrofija
i ostecenje srca. Kod pasa sa hipertrofijom srca i kardiomiopatijom, koli¢ina
ANP i ANP-specificne mRNA je redukovana u pretkomorama, a povecana u
komorama (Colbatzky i sar., 1993). Pod normalnim okolnostima, kod zdravih
pasa sr¢ani BNP, iRNK i BNP tkiva srca je atrijalnog porekla. U ranoj disfunk-
ciji leve komore, BNP iRNK i tkivni BNP su znac¢ajno povecani u levoj pretko-
mori zajedno sa povecanjem cirkulirajuc¢eg BNP, ali ostaje ispod granica ili pri
granici detekcije u levoj komori. Kod manifestne sréane insuficijencije, BNP
iRNK se dalje povecava u levoj pretkomori i u levoj komori zajedno sa poveca-
njem tkivnog BNP leve komore i daljeg povecanja cirkuliraju¢eg BNP (Luch-
ner i sar., 1998). Natrijumureti¢ni peptidi A i B deluju kao sr¢ani hormon sa
raznovrsnim fizioloskim dejstvima ukljucujuéi natrijumurezu, diurezu, vazo-
relaksaciju i inhibiciju sekrecije renina i aldosterona (Nakao i sar., 1992).
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Ispitivanje na zdravim psima rase King Carls $§panijel, rase sa predispozici-
jom za mitralnu regurgitaciju, je pokazalo da starenje ima jak pozitivan uticaj
na koncentraciju NT-ANP, dok povecanje telesne mase prouzrokuje umereno
smanjenje NT-ANP. Promene u koncentraciji BNP plazme nisu u korelaciji sa
staro$¢u pasa (Eriksson i sar., 2001). Ispitivanje sprovedeno na zdravim ne-
mackim ovcarima je takode pokazalo da ne postoji korelacija izmedu starosti
i koncentracije BNP (Spasojevi¢ Kosi¢, 2008). Kod ljudi se, medutim, koncen-
tracija BNP u plazmi povecava sa staro$¢u (Sayama i sar., 1999), $to se pri-
pisuje smanjenoj funkciji bubrega i sr¢anoj hipertrofiji bez ispoljene sr¢ane
insuficijencije.

Genetski aspekt starenja

Vaskularne glatkomisi¢ne celije koje su stimulisane angiotenzinom II is-
poljavaju povecanu ekspresiju proteina p66Shc (Yoshizumi i sar., 2001). Ovaj
protein postoji u 3 izoforme sa odnosnom molekularnom masom od 46, 52,
i 66 kDa (P46Shc, P52SHC, P66Shc) i zasebnim fizioloskim ulogama. Dok
P46Shc i P52Shc unapreduju proliferaciju i diferencijaciju ¢elija, P66Shc je
klju¢ni faktor u kontroli procesa u vezi sa starenjem. MiSevi bez ovog protei-
na (p66Shc-/-) pokazuju povecanu Celijsku rezistentnost na oksidativni stres i
produzenje zivota za 30% (Migliaccio i sar., 1997; Migliaccio i sar., 1999). Ko-
risteci genetski modifikovane miseve (misevi kojima nedostaje gen za protein
P66Shc), postavljena je hipoteza da p66Shc ucestvuje u kaskadnim reakcijama
dovodeci do ventrikularnog remodeliranja indukovanog AII. Rezultati su po-
kazali da se prekidanje P66Shc suprotstavlja All-indukovanoj hipertrofiji mi-
okarda i da $titi sr¢ane i endotelijalne celije od apoptoze (Graiani i sar., 2005).

Celije miokarda normalno ispoljavaju malo p66Shc, ali njegov nivo se po-
vecava kod dilatacione miopatije srca pasa indukovane stimulacijom komora
(ventrikularni pejsing) (Cesselli i sar., 2001). Interesantno je, takode, da su sve
tri Shc izoforme aktivirane u humanom fetalnom srcu, u periodu koji karakte-
riSu apoptoza i proliferativni procesi (Fiorina i sar., 2004). Apoptoza participi-
ra u intrauterinom i ranom postgestacionom razvoju srca (Kajstura i sar., 1995;
Fiorina i sar., 2004), a sve komponente RAS su izrazene od strane fetalnog srca
i ucestvuju u njegovom normalnom razvoju (Lamparter i sar., 1999; Price i
sar., 1997).

Postavlja se pitanje razloga postojanja ekspresije proteina p66Shc, ako je
on Stetan za srce? Objasnjenje koje su ponudili Graiani i saradnici (Graiani i
sar., 2005) je da p66Shc moze da igra ulogu u normalnoj apoptozi u srcu to-
kom njegovog razvoja. U ovom kontekstu, povecana p66Shc ekspresija moze
da bude protumacena kao jo$ jedna manifestacija parcijalnog i uzaludnog po-
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vratka na fetalni fenotip, koji je primecen u celijama miokarda kao odgovor
na stres. Reaktivacija lokalnog sré¢anog RAS ili ekspresije angiotenzinogena,
izgleda da je takode deo ovakvog neuspelog fetalnog reprogamiranja. U toku
razvoja srca, p66Shc i lokalni RAS mogu zajedno da pomazu u kontroli celu-
larne proliferacije delimi¢no preko apoptoze; medutim, re-ekspresija p66Shc
i lokalnog RAS nema takvu prednost kod zrelog srca, koji se sastoji uglavnom
od terminalno diferenciranih ¢elija miokarda nesposobnih za ponovni ulazak
u Celijski ciklus, ali podloznih apoptozi (Booz, 2005).

Biohemijske promene na srcu uslovljene starenjem

Sré¢ane performanse su usko povezane sa koris¢enjem kiseonika od stra-
ne mitohondrija, zato §to mitohondrije ¢ine preko 1/3 zapremine Celija srca i
skoro u potpunosti podrzavaju energetske zahteve za srcanom kontrakcijom.
Sinteza ATP i homeostaza Ca®*, procesi tako znacajni za prezivljavanje Celi-
je, zavise od mitohondrija, transportnih sistema u membrani mitohondrija i
membranskog potencijala preko unutrasnje membrane mitohondrija (Gunter,
Pfteifer, 1990).

Sadrzaj fosfolipida membrane mitohondrija menja se ishranom i sta-
renjem. Povecanje vremena dijastolne relaksacije kod starijih jedinki u od-
nosu na mlade moze da bude delimi¢no vezano za redukovanu sposobnost
Ca’**- pumpe sarkoplazmatkog retikuluma i Na* - Ca®* izmene starijeg srca
da ekstrahuje Ca** iz citosola (Narayanan, 1981; Heylinger i sar., 1988, 1989;
Josephson i sar., 1991). Akumulacija kalcijuma u citosolu ¢elija miokarda ima
glavnu ulogu u genezi malignih aritmija (Billman i sar., 1991; Billman, 1992;
Lee i Allen, 1991; Opie i du Troit., 1992).

Dokazano je smanjenje odnosa ®-3/®-6 nezasi¢enih masnih kiselina mi-
tohondrijalne membrane, kao i smanjenje mitohondrijalnog fosfolipida u srcu
starijih pacova (McLennan i sar., 1989; Pepe i sar., 1999). U izolovanim celija-
ma miokarda komora srca, akutno dodavanje ®-3 nezasi¢enih masnih kiselina
u medijum $titi od prepunjenosti Ca** (Halaq i sar., 1992). Mehanizam ova-
kvog delovanja u vezi je sa direktnim efektima -3 nezasi¢enih masnih kiseli-
na na svojstva L-tipa kalcijumovih kanala (Pepe i sar., 1994; Bogdanov i sar.,
1998). Osim toga, infuzija ®-3 nezasi¢enih masnih kiselina znacajno povecava
PR interval elektrokardiograma, koji odrazava provodljivost impulsa kroz atri-
oventrikularni (AV) ¢vor, a koji zavisi od ulaska Ca** u ¢eliju (Billman, 1992).
Zapazeno je da ®-3 nezasi¢ene masne kiseline redukuju sréanu frekvencu,
¢ime indirektno Stite od ishemic¢nih aritmija preko smanjenja srcanog meta-
bolizma i obezbedivanja vremena da se visok nivo kalcijuma iz citosola ukloni.
Na modelu infarkta kod neanestetisanih pasa, eksperimentalno indukovana
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akutna ventrikularna fibrilacija moze da se spreci prethodnom intravenskom
infuzijom emulzije ®-3 nezasi¢enih masnih kiselina (Billman i sar., 1994).

Smanjenje koli¢ine ®-3 nezasi¢enih masnih kiselina u ¢elijskim membra-
nama miokarda sa starenjem moze da dovede do povecane vulnerabilnosti
¢elija prema prepunjenosti jonima kalcijuma. Osetljivost miokarda narocito
moze da bude izrazena u stanjima kao Sto su tezak rad, ishemija i reperfuzi-
ja ili oksidativni stres. Dijeta bogata u ®-3 nezasi¢enim masnim kiselinama
direktno modulira odnos ®-3 / -6 nezasi¢enih masnih kiselina membrane
mitohondrija i sadrzaj kardiolipina, slabi promene koje se javljaju u celijskoj
membrani sa starenjem i utice na procese u Celijama zavisne od jona kalciju-
ma. Na taj nacin, dijeta bogata u -3 nezasi¢enim masnim kiselinama menja
uticaj ishemije i reperfuzije na cCelije "ostarelog" srca (Pepe, 2000).
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MIKOLOSKA FLORA KOZE PASA KAO
PROBLEM EKOLOGIJE GRADA®
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Kratak sadrzaj

Ku¢ni ljubimci nose veliki broj razli¢itih mikroorganizama. Neki od
njih mogu biti patogeni za ljude jer se radi o patogenima koji su infektivni
i za ljude i za Zivotinje, dok drugi predstavljaju posrednu opasnost. Koza je
veliki organ sa znacajnim funkcija za organizam. Obzirom na svoj nepo-
sredni kontakt sa okolinom moze biti povrsina sa koje se u Zivotnu sredinu
u gradovima prenose razli¢iti mikroorganizmi medu kojima i saprofitne
gljivice. Predmet naseg rada su mikoloska ispitivanja krzna, odnosno dla¢-
nog pokrivaca pasa sa i bez klini¢kih simptoma oboljenja koze. Cilj nam
je da utvrdimo koje se vrste saprofitnih gljivica nalaze na kozi psa i kakav
moze biti njihov znacaj za ljude. U toku godinu dana na prisustvo gljivica
analizirano je 72 uzoraka koZe pasa sa promenama i 32 uzorka pasa bez
promena na kozi. Za mikoloska ispitivanja uzeti uzorci su zasejavani na Sa-
buro dekstrozni agar i inkubirani na 250C, 10 - 21 dana. Izrasle kolonije su
identifikovane na osnovu njihovog izgleda i boje, a mlkroskopski u odnosu
na gradu njihovih konidija, makrokonidija i konidijofora. Prisustvo pojedi-
nih gljivica iz spoljne sredine na krznu pasa kod grupe koja je imala prome-
ne na kozi kretao se izmedu 26,38% do 66,66% dok je u grupi pasa koji su
bili bez promena na kozi zastupljenost gljivica iz spoljne sredine kretala se
0d 22,00% do 65,62%. Izolovan je ve¢i broj razlicitih gljivica: Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Alternaria sp., Mucor sp. i Fusarium sp.

Kljucne reci: kuéni ljubimci, psi, gljivice, grad
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MYCOLOGICAL FLORA OF DOG’S SKIN
- APROBLEM OF CITY ECOLOGY

Igor Stojanov, Dragica Stojanovi¢, Ivan Pusi¢, Jasna Prodanov-Radulovi¢
Scientific Veterinary Institute *Novi Sad?, Rumenacki put 20, Novi Sad, Serbia

Abstract

On the surface and inside the body of pets there is a large number of
different microorganisms. Some of them are pathogens of humans, and in-
fect both humans and animals, while the others present only an indirect
threat for humans. Skin is a large organ that plays an important role. It is in
a direct contact with the environment and presents a mean of transmission
for the microorganisms that may be transferred to human beings living in
the cities. The objective of this paper was to carry out mycological examina-
tion of hair from dogs with clinical symptoms of skin diseases. The aim was
to determine saprophytic fungi on dog skin and determine how they influ-
ence humans. In a one-year period the presence of fungi was analyzed in
72 samples from dogs with skin changes and 32 samples from dogs without
lesions. The samples were inoculated on Saburo dextrose agar and incuba-
ted at 250C for 10-21 days. The grown colonies were characterized based on
their shape and color, and under a light microcope conidia, macroconidium
and conidiophore were identified. On the dogs with lesions, the presence of
fungi ranged from 26.38% to 66.66%, but in the group of dogs without lesi-
ons fungi were present in 22% to 65.62%. The isolated fungi were identified
as: Aspergillus sp., Penicillium sp., Alternaria sp., Mucor sp. i Fusarium sp.

Key words: pets, dogs, fungi, city

UVOD

Gajenje zivotinja u zatvorenoj sredini, u stanovima i ku¢ama, poznato je
jo$ od vremena starog Egipta, kada su se u ku¢ama mogle na¢i razlicite vrste
"ku¢nih ljubimaca”. Prisustvo pojedinih vrsta velikih macaka (gepard, tigar,
lav) bilo je ¢esto samo izraz socijalnog prestiza u okviru drustvenih staleza,
dok su psi i macke imali i neposrednu ulogu ¢uvara kuca ili zastite od prisustva
nezeljenih glodara. Medutim da li se tokom razvoja civilizacije menjao, pored
samog odnosa ljudi prema "ku¢nim ljubimcima” i uslovi, odnosno ambijent, u
kom su se te Zivotinje i nalazile. Poseban aspekt potrebe za drzanjem Zzivotinja
u uslovima gradske sredine ¢ini se nije doprineo razvoju svesti o moguéem
njihovom uticaju na zdravlje ljudi. Grad i stanovnici, koji su inace, zbog struk-
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ture urbane sredine i velike koncetracije ljudi na malom prostoru, izloZeni po-
vecanoj ekspoziciji razlicitih agensa, nisu obratili paznju na zdravstveni znacaj
ku¢nih ljubimaca. Zapravo ku¢ni ljubimci su proglaseni za svojevrsnu formu
alternativnog lekovitog entiteta za ljude pod stresom u gradskoj sredini, dok
sli¢no dejstvo, ocigledno je, nije im pripisano u sredinama koje se nazivaju
seoskim.

Zivi organizmi kuénih ljubimaca na svojoj povriini i unutar sebe nose
veliki broj razlic¢itih mikroorganizama (Barbara Blyskal, 2006). Neki od njih
mogu biti patogeni za ljude jer se radi o patogenima koji su infektivni i za ljude
i za zivotinje, dok drugi predstavljaju posrednu opasnost. Koza je veliki organ
(Aiello Susan, 1998; Popovi¢ N., Lazarevi¢ M. 1999) sa znacajnim funkcija za
organizam. Obzirom na svoj neposredni kontakt sa okolinom moze biti povr-
$ina sa koje se u zivotnu sredinu ljudi u gradovima unose razli¢iti mikroorga-
nizmi medu kojima i saprofitne gljivice.

Sa obzirom na iznesene ¢injenice predmet naseg rada su mikoloska ispi-
tivanja krzna, odnosno dla¢nog pokrivaca pasa sa i bez klini¢ckih simptoma
bolesti koze. Cilj nam je da utvrdimo koje se vrste saprofitnih gljivica nalaze na
kozi psa i kakav moze biti njihov znacaj za ljude.

MATERIJAL I METODE

Ispitani materijal je bio poreklom od pasa koji su imali razli¢ite forme pro-
mena na kozi i postojala je potreba laboratorijske analize koja bi ukazala na
etiologiju bolesti, kao i od pasa sa intaktnim integrumom koze. Mikoloski je
ispitano 72 uzoraka briseva i skarifikata koze (Cabanes i sar., 1996) pasa sa
promenama i 32 uzorka pas bez promena na kozi. Za mikoloska ispitivanja
uzeti uzorci su zasejavani na Saburo dekstrozni agar i inkubirani na 25°C, 3-7
dana. Izrasle kolonije su identifikovane na osnovu njihovog izgleda i boje, a
mikroskopski u odnosu na gradu njihovih konidija, makrokonidija i konidij-
ofora (Quinn et al. 2002).

REZULTATI RADA 1 DISKUSIJA

Nase ispitivanje obuhvatilo je materijale poreklom od pasa sa i bez prome-
na na kozi. Uzorci pasa koji su dosli na laboratorijsko ispitivanje zbog promena
na kozi analizirani su i na moguce prisustvo drugih uzro¢nika dermatitisa, dok
su uzorci pasa sa nepromenjenom kozom ispitani samo na prisustvo gljivica
spoljne sredine kako bi se uporednom analizom utvrdilo da li postoji razlika
u mikoloskoj flori zdravih i bolesnih Zivotinja. Nijedna ispitana zivotinja nije
pripadala psima lutalicama ve¢ Zivotinjama koje su bile pod kontrolom svojih
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vlasnika. U tabeli 1. se nalaze podaci o prisustvo gljivica u obradenim materi-
jalima.

Tabela 1. Broj i vrsta izolovanih gljivica u ispitanim uzorcima koze psa.

Psi sa promenama na kozi Psi bez promena na kozi

Vrsta izolata | broj uzoraka E{fl’ljl %Al)') broj uzoraka erz(r)lj1 %/(1)')
gﬁ;%e:é. 72 46 (62,50%) 32 21 (65,62%)
Pfllrgcsill)l.i' 72 44 (61,11%) 32 15 (46,87%)
A}f:rsga 72 48 (66,66%) 32 19 (59,37%)
Mucor sp. 72 42 (58,33%) 32 20 (62, 50%)
Fusarium sp. 72 19 (26,38%) 32 8 (22,00%)

Prisustvo pojedinih gljivica iz spoljne sredine na krznu pasa kod grupe
koja je imala promene na kozi kretao se izmedu 26,38% do 66,66% sa tim $to
se moze uociti da prakticno ni jedan uzorak nije bio slobodan od ove vrste
mikroorganizama. U grupi pasa koji su bili bez promena na kozi zastupljenost
gljivica iz spoljne sredine kretala se od 22,00% do 65,62% sa istim nalazima
kao i kod prethodne grupe koja nije imala ni jedan uzorak bez prisustva gljivi-
ca. Rezultati nasih ispitivanja su veoma visoki jer se u radovima drugih autora
(Jand, Gupta, 1989) moze videti da se nalaz gljivica iz spoljne sredine na kozi
pasa kretao u visini od 10,8%. Kada je rec¢ o vrsti izolovanih gljivica (Alternaria
sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Mucor sp., Cladosporium sp., Fusarium sp.)
moze se uociti da je gotovo identi¢an nasem nalazu.

Rezultati ispitivanja koZze pasa u radu Cabanes i sar., (1996) pokazuju da
je prisustvo pojedinih vrsta gljivica izuzetno visoka i da se za Penicillium vrste
krece u visini od 90%.

Koji su razlozi za bolje poznavanja znacaja prisustva gljivica na kozi ku¢-
nih ljubimaca? Prisustvo, u visokom procentu, gljivica na kozi pasa obezbe-
duje njihova koncasta grada (micelijum) $to im omogucava da se lako vezuju
za razli¢ite povrsine u prirodi. Sa druge strane vazdu$ni micelijum sluzi za
razmnoZavanje i lako prenosenje spora gljivica u okolnu sredinu (Skrinjar i
Tesanovi¢, 2007). Iz spora moze nastati novi organizam ako dospe u sredinu
koja ima povoljne uslove za njihovo klijanje. Pored ove ¢injenice vazno je znati
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da se nove gljivice mogu formirati od bilo kog vegetativnog dela $to omogu-
¢ava njihovo brzo razmnozavanje i opstanak u razli¢itim sredinama. Gljivice
su veoma otporne i mogu se razmnozavati u nepovoljnim uslovima kao sto
su namernice sa izrazitom kiselom sredinom (voéni sokovi na bazi citrusa),
niskim sadrzajem slobodne vode (¢ajevi, zacini, Zitarice, brasno) kao i suse-
nim, smrznutim i pasterizovanim namirnicama (Skrinjar 1 TeSanovié¢, 2007;
Marriott i Gravani, 2006).

Veliki deo gljivica ne predstavlja opasnost za zdravlje ljudi, ali neke proi-
zvode miktoksine koji su toksi¢ni, kancerogeni, mutageni ili teratogeni za zi-
votinje i ljude. Gljivice se brzo $ire zato sto mogu da se prenose vazduhom i
mogu da izazovu vidljive promene i raspadanje namernica (poseduju fermen-
tativne, lipoliticke i proteoliticke enzime) (Skrinjar i Tesanovi¢ 2007; Marriott
i Gravani, 2006).

Ispitivanje znacaja prisustva gljivica u stanovima u radu (Portnoy i sar.
2004) utvrdena su tri glavna problema koja ugrozavaju ljude. U zavisnosti od
nacina gradnje kuca ili stanova gljivice mogu da dovedu do ostecenja objekata,
zatim mogu da dovedu do promena izgleda i mirisa prostora i mogu da dove-
du razli¢itih zdravstvenih problema u zavisnosti od individualne osetljivosti.

Nalaz i $irenja gljivica u zatvorenim prostorima stanovanja u velikoj meri
zavisi od njihovog broja u spoljasnjoj sredini. Posledice povecanja broja glji-
vica u stanovima analizirano je u radu (O’Connor i sar., 2004) kada je saop-
$teno da je pojavi astme kod osetljive dece prethodilo povecanje broja gljivica
u stanu koje je nastalo kao posledica razlic¢itih agenasa u ku¢i medu kojim i
prisustvom macaka.

Rezultati do kojih smo dosli ukazuju da se na povrsini koze pasa nalazi
znacajan broj razlicitih gljivica. Drzanje pasa u stanovima povecava izlozenost
kako ljudi tako i hrane i predmeta gljivicama i u zavisnosti od individualne
osetljivosti ugrozava zdravlje ukucana. Najznacajniji metabolicki produk-
ti gljivica su mikotoksini. Unosenjem ovih metabolita gljivica mogu dovesti
do ostecenja jetre, bubrega, imunog sistema i hematopoeznih organa i pojava
kancerogenih promena na organima (Kakraksevi¢ B. 1989.).

ZAKLJUCAK

Ispitivanje je pokazalo da se na povrsini koze pasa nalazi veliki broj razlici-
tih vrsta gljivica. Ova ¢injenica vazna je za vlasnike ku¢nih ljubimaca jer bi bilo
vazno upoznati ih sa posledicama koje se mogu javiti zbog pove¢anog broja
spora i micelijuma u prostorijama za stanovanje.

Razlike u nalazu koje su uocene izmedu uzoraka pasa sa obolelom kozom
i pasa bez promena na kozi moglobi se re¢i da nisu od veceg znacaja, jer mi
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nismo ni zeleli da prikazemo znacaj pojedinih gljivica u mikroflori koze pasa.
Cinjenica je da su gljivice zastupljene i kod zdravih i kod bolesnih pasa, ukazu-
je da bez obzira na to da li pas izgleda zdrav ili je bolestan nosi na sebi gljivice
i moze neprekidno biti u poziciji da kontaminira prostor stanovanja.

Nase ispitivanje bi trebalo da skrene paznju da bolesti kao $to su besnilo,

toksoplazmoza, leptospiroza, tularemija, psitakoza, ehinokokoza, bolest ugriza
macke nisu jedina opasnost koja moze biti preneta sa ku¢nih ljubimaca i da
pritajene infekcije, kao $to su infekcije gljivicama, takode mogu predstavaljati
problem za zdravlje ljudi.
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PRACENJE POJAVE DIROFILARIOZE KOD
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Kratak sadrzaj

Dirofilarioza pasa je parazitsko oboljenje, a uzro¢nik je Dirofilaria
immitis ili Dirofilaria repens. Moze se javiti kao kozni ili kao sr¢ani oblik
bolesti kod pasa. Za $irenje ovog oboljenja neophodno je prisustvo koma-
raca kao vektora, u kojima se odvija deo Zivotnog ciklusa dirofilarija. Diro-
filarioza se javlja kod pasa, macaka i rede kod ljudi. Iako je prvobitno bila
prepoznata kao oboljenje koje se javlja u mediteranskim zemljama, tokom
godina, doslo je do $irenja dirofilarioze prema severu i zapadu Evrope, tako
da sada klinicke slu¢ajeve kod pasa nalazimo $irom srednje Evrope, uklju-
¢ujudi i Srbiju. Prvi podaci o dirofilariozi u Srbiji su objavljeni 1999. godine
i od tada se ovo oboljenje prati na vie regiona u zemlji. Tokom perioda od
6 godina (2004. do 2010.) je pracena pojava dirofilarioze kod pasa u sluzbi
vojske Srbije, nakon pronalazenja vise slucajeva odraslih oblika dirofilarija
u srcu pasa na obdukciji. Pregledan je 71 uzorak krvi pasa razlicitih starosti
tokom posmatranog perioda i ustanovljena ukupna prevalenca od 14% na
dirofilariozu u populaciji pasa u sluzbi vojske.

Kljucne reci: dirofilarioza, dijagnostika, psi, seroprevalenca

" Rad je saopsten na: Prvi internacionalni epizootiologki dani, 6-9. april 2011. godine,
Sijarinska banja, Lebane
" E mail: sara@niv.ns.ac.rs
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STUDY ON DIROFILARIOSIS IN MILITARY
DOGS WITHIN THE ARMY OF SERBIA

Pajkovi¢ Dusan', Sara Savi¢?, Predrag Veljkovi¢?, Zivoslav Grgi¢?
'Army of Serbia, Novi Sad
* Scientific veterinary institute ,Novi Sad®, Novi Sad
*Army of Serbia, Ni§

Abstract

Dirofilariasis is a parasitic disease, caused with Dirofilaria immitis and
Dirofilaria repens. Dirofilariasis can appear as a heart form and as a cuta-
neus form. For the spreading of dirofilariasis, the presence of mosquitoes is
nessessary, because they serve as vectors Also a part of dirofilaria life cycle
is developed with in the vector. Dirofilariasis can be found in dogs and cats
and sometimes in humans. Even though dirofilariasis was primeraly known
as a disease found in mediteranian countries, through the years it has spre-
ad out to the north and west of Europe, so now clinical cases of dirofilariasis
can be found in middle Europe, including Srbija. First data on dirofilariasis
in Serbia were published in 1999. and since that time there is a follow up on
dirofilariasis in several regions of Serbia. During a six year period (2004. to
2010.) a study on dirofilariasis in millitary dogs within the army of Serbia
was done. A few cases of adult dirofilaria were found in dogs hearts at au-
topsy. The study was done on 71 serum samples, from dogs of diferent age,
during the study period and a total seroprevelance of 14% was found.

Key words: dirofilariosis, dogs, diagnostic methods, seroprevalence

UVOD

Dirofilarioza pasa je parazitsko oboljenje, a uzro¢nik je Dirofilaria immitis
ili Dirofilaria repens. Moze se javiti kao kozni ili kao sré¢ani oblik bolesti kod
pasa. Sr¢ana forma oboljenja se Cesto naziva i bolest »sréanog crvag, jer se
odrasli oblici dirofilarija nalaze u srcu. Za Sirenje ovog oboljenja neophodno
je prisustvo komaraca kao vektora, u kojima se odvija deo zivotnog ciklusa
dirofilarija. Dirofilarioza se javlja kod pasa, macaka i rede kod ljudi. Simptomi
dirofilarioze kod sréane forme oboljenja pasa su nespecifi¢ni - kasalj, gubitak
apetita, gubitak glasa, mrsavljenje, brzo umaranje, otezan rad srca, hematurija
i sl. odnosno lice na simptome kod oboljenja srca pasa. Kod kozne forme diro-
filarioze promene su na kozi u vidu ranica, ¢vorica, gubitka dlake na o$te¢enim
mestima uz pojavu konstantnog svraba koji nije lokalizovan.
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Dirofilarioza se prethodnih decenija smatrala oboljenjem koje se javlja u
mediteranskim zemljama Evrope (Genchi et all, 2004). Medutim, zahvaljuju-
¢i klimatskim promenama, kao i povec¢anjem broja pasa i macaka koji putu-
ju $irom Evrope, doslo je do Sirenja oboljenja prema severu i zapadu Evrope
(Genchi et all 2009). Tako da sada klinicke slucajeve kod pasa nalazimo $irom
srednje Evrope — u Madarskoj, Ceskoj Republici, uklju¢ujuci i Srbiju (Pampi-
glione et all 1999, Dimitrijevi¢ 1999, Svobodova 2006.)

Terapija kod dirofilarioze pasa postoji i primenjuje se u praksi, protiv mi-
krofilarija u cirkulaciji i protiv odraslih oblika u srcu. Terapija je finansijski pri-
licno zahtevna, a kod terapije protiv odraslih oblika postoji i odredeni rizik po
zivot psa koji prima terapiju. Takode, aplikacija samog leka nije jednostavna (u
ledni misi¢), a nakon terapije, obavezno je apsolutno mirovanje psa u trajanju
od 4-6 nedelja (Hoch i Strickland, 2008).

O prisustvu dirofilarioze u Srbiji prvi put je objavljeno 1999. Godine (Di-
mitrijevi¢ S, 1999.), a nakon 2000. godine, viSe autora prati i belezi raspro-
stranjenost ovog oboljenja na razli¢itim regionima Srbije, odnosno Vojvodine.
(Tasi¢ A. et all 2003; Savi¢-Jevdenié S, i saradnici, 2004, 2006.). Kod sluzbenih
pasa je prvi slucaj dirofilarioze otkriveni kao slu¢ajan nalaz tokom obdukcije.
U narednom periodu je bilo vise ovakvih slucajeva i zbog toga je uradena se-
roloska dijagnostika kod veceg broja zivih sluzbenih pasa drzanih u vojnim
objektima u regionu Novog Sada, Fruske Gore i okoline Panceva. U ovim regi-
onima su prethodnih godina potvrdeni slucajevi dirofilarioze kod pasa ku¢nih
ljubimaca (Savi¢-Jevdenic et all 2006).

MATERIJAL I METODE

Materijal za rad predstavljali su uzorci krvi sluzbena psa pasa, iz regiona
okoline Novog Sada, Fruske Gore i okoline Panceva. Psi su ¢uvani u objekti-
ma vojske Srbije (10 objekata na razli¢itim lokacijama) i radena je konstantna
godisnja preventiva u smislu davanja antiendoparazitika, antiektoparazitika i
programa vakcinacije tokom poslednjih 10 godina. Uzorci krvi su uzimani sa
heparinom kao antikoagulansom, a analize krvi na dirofilariozu su radene u
Naucnom institutu ,,Novi Sad®. Analiza uzoraka krvi pasa je radena primenom
modifikovanog Knottov-og testa i metodom ELISA-e (Canine Heartworm
Antigen test kit, IDEXX Laboratories, SAD). Uzorci krvi su uzeti u slede¢em
broju: 30 uzoraka 2004. godine, 26 uzoraka 2006. godine i 15 uzoraka 2010.
godine.
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Slika 1-Dirofilaria u srcu Slika 2-Diofilaria modifikovanim
psa na obdukciji Knott-ovim testom
REZULTATI I DISKUSIJA

Tokom perioda od 6 godina (2004.-2006.) pracena je pojava dirofilarioze
kod sluzbenih pasa vojske Srbije u odredenim delovima Vojvodine. Prvi slu-
¢ajevi dirofilarioze su otkriveni na obdukciji kao sluc¢ajan nalaz i takvih je bilo
ukupno 7 sluc¢ajeva uginulih pasa tokom posmatranog perioda kod kojih je
pronadeno prisustvo odraslih oblika dirofilarija u srcu. Tokom 2004. godine,
od 30 uzoraka krvi pasa, 5 uzoraka su bili pozitivni na prisustvo mikrofilarija
i dali pozitivan nalaz modifikovanim Knott-ovim testom i ELISA metodom
(16%) i svi pozitivni uzorci su poticali od pasa sa Fruske Gore i okoline. Tokom
2006. godine ponovo je radena analiza na dirofilariozu kod sluzbenih pasa voj-
ske Srbije i utvrdena seroprevalenca od 19,2% (5 pozitivnih od 26 pregledanih
pasa), takode samo u regionu Fruske Gore i okoline. Tokom 2010. godine ura-
dena je analiza na dirofilariozu kod 15 sluzbena psa vojske Srbije, mladih od
5 godina iz istih kasarni i nije utvrdeno prisustvo dirofilarioze ni kod jednog
psa. Ukupno gledano, od pregledanih 71 uzoraka krvi sluzbenih pasa u vojsci
Srbije na regionu Novog Sada i okoline, Fruske Gore i okoline Panceva, tokom
perioda od 6 godina, 14% uzoraka je bilo pozitivho na dirofilariozu, s tim da
poslednje godine ni jedan pas nije imao pozitivan seroloski nalaz.
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Tabela 1 — Prikaz serolo$kih nalaza na dirofilario-
zu kod pasa vojske Srbije u periodu 2004.-2010.

. Broj pasa sa po- % pasa sa pozi-
Godina Ukile%zrrll;b}fma};;e- zitivnim nalazom | tivnim nalazom
& P na dirofilariozu na dirofilariozu
2004. 30 5 16%
2006. 26 5 19,2%
2010. 15 0 0
Ukupno 71 10 14%
ZAKLJUCAK

U populaciji pasa koji se koriste u svrhe vojske Srbije je prisutna dirofila-
rioza tokom poslednjih 6 godina. Oboljenje perzistira tokom posmatranog pe-
rioda i na obdukciji su vi$e puta nadeni odrasli oblici parazita u srcu, kod sta-
rijih pasa. Terapija protiv odraslih oblika dirofilarija nije preduzimana, radila
se samo ustaljena preventiva, tokom posmatranog perioda. U poslednje dve
godine sve vise je slucajeva dijagnostike dirofilarioze kod zivih pasa ku¢nih
ljubimaca na istom regionu Novog Sada i okoline, dok je prema ovom istrazi-
vanju kod sluzbenih pasa istog regiona manji broj pasa infestiran dirofilarijom
u odnosu na prethodni period. Ovo se moze objasniti pre svega manjim bro-
jem uzoraka koji su uzeti tokom 2010. godine, kao i ¢injenicom da su tokom
2010. godine pregledani mladi psi u odnosu na preglede izvrSene prethodnih
godina. S obzirom na sada ve¢ $iroku rasprostranjenost dirofilarioze u regionu
Novog Sada, pracenje pojave ovog oboljenja kod pasa u sluzbi vojske Srbije ¢e
biti nastavljeno.
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ENZIM FITAZA U ISHRANI ZIVINE
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Hrana za Zivinu (gotove smese) proizvodi se, skoro iskljucivo, od biljnih
komponenata i to uglavnom iz domace proizvodnje. Hranljive materije iz
biljnih hraniva, posebno mineralne materije, za zivinu najée$¢e nisu dovolj-
no iskoristiva zbog prisustva antinutritivnih faktora ili nedostatka enzima po-
trebnih za varenje i iskori$¢avanje hranljivih materija. Hraniva biljnog porekla,
sadrze razlic¢ite koli¢ine mineralnih materija, a njihov sadrzaj zavisi od biljne
vrste, faze vegetacije, dela biljke i nacina pripreme hraniva. Zbog razlicitog i
promenljivog sadrzaja mineralnih materija u biljnim hranivima, kao i zbog
njihove niske dostupnosti, u smese za ishranu Zivine dodaju se neorganski
izvori minerala. Ovo se narocito odnosi na fosfor.

Fosfor je vrlo vazan elemenat u ishrani Zivine. Vazan je zato $to je posle
kalcijuma, najzastupljeniji mineral u organizmu Zivotinja (oko 80% fosfora je
u sastavu kostiju). Ovaj mineral ucestvuje u mnogobrojnim procesima u orga-
nizmu. Sastavni je deo visokoenergetskh jedinjenja, te je vazan i za sve ener-
getske procese u organizmu. S obzirom na znacajne uloge fosfora u organizmu,
neophodno ga je obezbediti u hrani u dovoljnoj koli¢ini i adekvatnom obliku.
Sadrzaj fosfora u hrani, visok ili nizak, moze negativno da uti¢e na proizvodne
rezultate Zivine. U uslovima blagog deficita ili kod kraceg trajanja ozbiljnijih
deficita fosfora, prvi klinicki simptom je smanjen apetit pracen slabijom isko-
ristivo$¢u hranljivih materija, $to je praceno slabijim rastom, gubitkom telesne
mase i padom proizvodnje. Izrazeniji dugotrajni nedostatak izaziva nepravilno
okostavanje, deformitete kostiju i pojavu mekih i krtih kostiju kod mladih (ra-
hitis) i odraslih Zivotinja (osteomalacija), posebno u intenzivnoj proizvodnji.

" E mail: milica@niv.ns.ac.rs
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Pile hranjeno smesom sa adekvatnim sadrzajem fosfora u hrani (levo).
Desno - akutni nedostatak fosfora u hrani.

Optimalna koli¢ina fosfora u smesama za tov brojlera uslovljena je eko-
nomskim pitanjem i pitanjem zagadenja Zivotne sredine. Tako, viSak fosfora u
hrani, osim direktnog uticaja na zdravstveno stanje i proizvodne rezultate zi-
vine, indirektno utice na iskoristivost drugih hranljivih materija, prvenstveno
minerala. Visak fosfora u hrani dovodi do povecanja koli¢ine fosfora rastvor-
ljivog u vodi u stajnjaku, a ovaj lako moze biti transportovan putem vode, po
povrsini zemljista, a odatle do povrsinskih voda.

Visoko iskoristivi izvori fosfora su fosfatna mineralna hraniva (dikalcijum
fosfat, monokalcijum fosfat, monoamonijum fosfat i dr.). Vazna prednost mi-
neralnih izvora fosfora je da je fosfor u njima 80-90% iskoristiv, te relativno
mali procenat ucesc¢a u hrani moze da zadovolji potrebe Zivine u fosforu. Ne-
dostaci fosfata su promenljiv i vrlo razli¢it kvalitet, posebno sadrzaj fosfora.
Sa druge strane, fosfati vrlo Cesto sadrze toksi¢ne elemente u velikim koli¢ina-
ma. Hraniva Zivotinjskog porekla (riblje, mesno. mesno-kostano brasno i dr.
) su takode, odli¢an izvor fosfora. Medutim, pojava bolesti ludih krava je pred
proizvodace zivinskog mesa postavlja zahteve da se smanji, odnosno obustavi
upotreba hraniva zivotinjskog porekla. Insistira se na uporebi hraniva biljnog
porekla, prvenstveno zitarica, odnosno da se efikasnije koriste nisko kvalitetna
hraniva.

Zrnasta hraniva i sporedni proizvodi dobijeni preradom zrna, posebno
mekinje, su relativno dobri izvori fosfora. Ova biljna hraniva ¢ine i do 60%
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obroka zivine, tako da se u kompletnim sme$ama za zivinu vise od 60-80%
fosfora nalazi u slabo iskoristivom obliku. Fosfor je u biljnim hranivima veza
za fitinsku kislinu, koja je sastojak semena biljaka, a koja u digestivnom traktu
zivotinja reaguje sa sastojcima crevnog sadrzaja stvarajuci nerastvorljiva jedi-
njenja. Ova kiselina stvara komplekse i sa drugim mineralima, amino kiseli-
nama, proteinima, skrobom i lipidima ¢ine¢i ih slabo iskoristivim za Zivinu,
naroc¢ito mlade kategorije (tovni pilic¢i).

Deficit fosfora kao posledicu ima smanjen porast

Iz hraniva mineralnog i Zivotinjskog porekla fosfor se iskoristi i do 90%,
dok je njegova iskoristivost iz fitinske forme, u kojoj je prisutan u biljkama, do
40%. Niska dostupnost hranljivih materija vezanih u formi fitata dovodi do
dva najznacajnija problema u proizvodnji:

- potreba dodavanja neorganskih izvora mineralnih materija (pre svega fos-
fora), i ostalih hranljivih materija u obroke da bi se obezbedile potrebe
Zivotinja;

- izluc¢ivanje velikih koli¢ina fosfora i drugih hranljivih materija u okolinu
putem fecesa.

Stajnjak poreklom od Zivine je poseban problem zbog znac¢ajno povisenog
sadrzaja neiskoris¢enog fosfora poreklom iz biljnih hraniva.

U cilju resavanja postojecih problema u ishrani zivine, enzimi sve vise pri-
vla¢i paznju nutricionista. Izmedu brojnih enzima, u ishrani Zivine po svom
dejstvu i efikasnosti istice se fitaza. Iako su dejstvo i efekti fitaze, dokumen-
tovani i dobro poznati jo§ od kasnih $ezdestih godina proslog veka, bilo je
potrebno 20 godina dok se nije pocelo sa njenom komercijalnom upotrebom.
Ova vremenska distanca moze objasniti ¢injenicom, da problemi zastite zivot-
ne sredine nisu bili znacajni u meri u kojoj danas jesu. Pokretacka snaga za
upotrebu fitaze su dobri rezultati u iskoristivosti hranljivih materija i bolji pro-

61



Arhiv veterinarske medicine, vol. 3, br. 2, 59-63, 2010.
Zivkov-Balo$ M.: Enzim fitaza u ishrani ...

izvodni rezultati Zivotinja. Zahvaljujuci brzom progresu biotehnologije, enzi-

mi se danas proizvode komercijalno ¢ime se omogucava njihova $ira upotreba.
Aktivnost fitaze ustanovljena je kod velikog broja biljnih vrsta (semena)

kao $to su pirinac, pSenica, jecam, kukuruz, raz, soja i semena uljarica. Tako-

de, je poznato da odredene vrste mikroorganizama (bakterije, plesni i glivice)

proizvode ovaj enzim. Dodavanje enzima hrani za Zivotinje ima za cilj da: do-

puni aktivnost endogenih (telesnih) enzima, otkloni i ublazi dejstvo fitinske

kiseline, pojedine hranljive materije ucini dostupnijim za resorpciju, poveca

energetsku i hranljivu vrednost sirovina nizeg kvaliteta i smanji izlu¢ivanje

hranljivih materija u spoljasnju sredinu. Efikasnost fitaze u ishrani Zivine zavi-

si od vise faktora, a najznacajniji su:

- Nivo primenjene fitaze;

- Sadrzaj ukupnog fosfora u obroku;

- Koli¢ina fitinskog fosfora u obroku;

- Sadrzaj kalcijuma i odnos kalcijuma i fosfora u obroku;

- Aktivnost i nivo biljne fitaze koris¢enih hraniva;

- Tehnoloski proces proizvodnje hrane.

Upotreba fitaze i smanjenje kori$¢enja neorganskih izvora fosfora ima
nutritivno, medicinsko, ekolosko i ekonomsko opravdanje u ishrani brojlera.
Ukljucivanje fitaze u obrok podrazumeva da ¢e koli¢ina upotrebljenog mine-
ralnog izvora fosfora (MKP, DKP i dr.), kao i ribljeg brasna, biti smanjena.
Moguce je da se zameni oko 30% ukupnog fosfora, odnosno 50% iskoristivog
fosfora u smesama za ishranu brojlera koris¢enjem fitaze. Moze da se preporu-
¢i da korisc¢enje mikrobijalne fitaze uz istovremenu redukciju sadrzaja fosfora
u sme$ama za brojlere bude praceno i izvesnom redukcijom kalcijuma (sto¢ne
krede) u obroku.

Upotreba fitaze i smanjenje koris¢enja neorganskih izvora fosfora ima nutri-
tivno, medicinsko, ekolosko i ekonomsko opravdanije u ishrani brojlera.
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Savremena proizvodnja hrane za zivotinje podrazumeva obaveznu prime-
nu enzima u razli¢itim formama. Novi trendovi u stocarstvu, osim razvoja teh-
nologijai procesa koji vode ka $to boljim proizvodnim rezultatima, usmereni
su sve vise zastiti covekove okoline. U zemljama sa snaznom poljoprivredom
i sa znacajnim ulaganjima u zastitu okoline, postoji niz zakonskih propisa iz
oblasti ekologije. Stajnjak poreklom od Zivine je poseban problem, zbog zna-
¢ajno povisenog sadrzaja fosfora, kao posledice visoke koncentracije fitata u
biljnim hranivima koja su prisustni u znacajnim koli¢inama u smesama za
ishranu zivine. Smatra se da su zivinarske i svinjogojske farme veliki zagadiva-
¢i okoline, narocito reka i obradivih povrsina i to pre svega fosforom i azotom.
Zakonskim propisima propisano je da se hrana za neprezivare mora dopuniti
aditivima koji redukuju nivo fosfora u stajnjaku do nivoa koji je ekoloski i
bioloski prihvatljiv.

Primljeno: 15.04.2011.
Odobreno: 20.04.2011.
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RUKOPISA

ARHIV VETERINARSKE MEDICINE je ¢asopis Nauc¢nog instituta za
veterinarstvo’Novi Sad” u Novom Sadu. Casopis objavljuje originalne, stru¢ne
i pregledne radove, priloge iz prakse, izvestaje sa kongresa i stru¢nih sastana-
ka, prikaze knjiga, radove iz istorije veterinarske medicine

Sve primljene rukopise Uredivacki odbor $alje recenzentima radi strucne
procene. Ukoliko recenzenti predloze izmene i dopune, tada se kopija recen-
ziranog rukopisa dostavlja prvom autoru s molbom da traZene izmene unesu
u tekst ili pak u protivnom da argumentovano izraze svoje neslaganje sa datim
primedbama recenzenta. Kona¢nu odluku o prihvatanju rada za stampu dono-
si glavni i odgovorni urednik zajedno sa uredivackim odborom.

Casopis se $tampa na srpskom jeziku, a kratak sadrzaj se prevodi na engle-
ski. Radovi stranih autora se Stampaju na engleskom jeziku sa kratkim sadrza-
jem na srpskom.

Molimo saradnike da svoje radove piSu u skladu sa slede¢im uputstvima.

Opsta uputstva

Tekst rada se kuca u programu za obradu teksta Word, latinicom, fontom
Times New Roman, veli¢ina slova 12 tacaka (12 pt), dupli proredom. Levu i
desnu marginu podesiti na 20 mm, a gornju i donju na 30 mm, na A4 strani.
Ukoliko se u tekstu koriste specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol.
Rukopis rada dostaviti odstampan jednostrano papiru, ali i u elektronskoj for-
mi. Paginacija na desnoj strani lista, pocevsi od naslovne strane. Reference u
tekstu treba da navedu ime autora, iza kojeg se stavlja zarez i godina. Ukoliko
ima vie od dva autora, tada se u zagradi piSe samo prezime prvog autora uz
dodatak «i sar.,» pa godina (Vidi¢ i sar., 2004).

Ukoliko je rad iz programa nekog projekta na kraju rada navesti finansijera
projekta i evidencioni broj.

Naslovna strana

Na prvoj stranici treba napisati sledece:

- naziv ¢lanka, odnosno rada treba pisati velikim slovima bez podvlacenja i
bez skracenica

- imena autora pisati ispod naslova punim imenom i prezimenom, razdvo-
jena samo zarezom.

Iznad prezimena se brojem oznacava ustanova u kojoj radi autor (autori):

- navesti punu adresu ustanova u kojima autori rade; navoditi onim redosle-
dom koji odgovara redosledu autora u radu;

- nadnu stranice treba navesti ime e-mail jednog od autora, radi korespon-
dencije.
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Kratak sadrzaj

Na posebnoj stranici uz rad treba priloziti i kratak sadrzaj rada, obima 300
re¢i. Pored naslova i imena autora i ustanova, kratak sadrzaj treba da sadrzi
najvaznije ¢injenice iz rada. Takode, ispod kratkog sadrzaja treba navesti 3-8
klju¢nih reci.

Pisanje teksta

Svi podnaslovi se pisu velikim boldiranim slovima. U radu koristiti krat-
ke i jasne recenice. Tekst treba da bude u duhu srpskog jezika, a sve strane
izraze za koje postoje odgovarajuce reci u nasem jeziku ne treba koristiti. Za
nazive lekova koristiti isklju¢ivo njihova internacionalna nezasticena imena
(tj. genericka imena) i pisati ih onako kako se izgovaraju (ne na latinskom ili
engleskom jeziku). Ukoliko se, pak, zeli ipak ista¢i ime nekog preparata, onda
se njegovo ime (zajedno sa imenom proizvodaca) stavlja u zagradu iza naziva
aktivne supstancije. Uredaji ili aparati se takode oznacavaju njihovim trgovac-
kim nazivima, s tim $to se i ovde u zagradi mora navesti ime i mesto proizvo-
daca. Za svaku skracenicu, koja se prvi put javlja u tekstu treba navesti i pun
naziv. Skrac¢enice nikako ne koristiti u naslovu, a u kratkom sadrzaju ih takode
treba izbegavati. Decimalne brojeve pisati sa zarezom i bar jo$ jednom nulom.
Obim rukopisa bez priloga, ne treba da bude veci od 8 stranica kucanog teksta.
Izbegavati veliki broj priloga.

Tabele se oznacavaju arapskim brojevima (iznad tabela) po redosledu na-
vodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times New Ro-
man, veli¢ina slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja. Ukoliko
se u tabeli koriste skracenice treba ih objasniti u legendi ispod tabele.

Grafikoni se takode oznacavaju arapskim brojevima (ispod grafikona) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Ti-
mes New Roman i veli¢inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlace-
nja. Ukoliko se koriste skracenice, treba ih objasniti u legendi ispod grafikona.

Sheme (crtezi) se oznacavaju arapskim brojevima (ispod shema) po redo-
sledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times
New Roman i veli¢inu slova 10 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja.
Ukoliko se koriste skracenice, treba ih objasniti u legendi ispod sheme.

Fotografije se oznacavaju arapskim brojevima (ispod fotografije) po redo-
sledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Primaju se isklju¢ivo
originalne fotografije (crno-bele ili u boji) na sjajnom (glatkom, a ne mat) pa-
piru. Na poledini svake fotografije treba napisati redni broj i strelicom oznaciti
gornji deo slike. Za svaki primerak rukopisa dostaviti po jednu sliku.
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Poglavlja rada

Poglavlja rada su: Uvod, Materijal i metode rada, Rezultati, Diskusija (ili
Rezultati i diskusija zajedno), Zakljucak i Literatura.

U uvodu treba ukazati na najvaznije, odnosno najnovije ¢injenice i pogle-
de vezane za temu rada, sa kratkim obrazlozenjem cilja sopstvenih ispitivanja.

Materijal i metode rada. U ovom poglavlju treba opisati uslove pod koji-
ma su ogledi izvedeni, navesti pun naziv metoda koje su kori$¢ene u ispitiva-
njima, materijal i Zivotinje na kojima su izvedena ispitivanja.

Rezultati. Rezultate prikazati pregledno uz pomo¢ tabela ili grafikona.
Svuda treba da stoji redni broj i tekst, koji opisuje sta odredena slika, tabela,
grafikon prikazuje. Redni broj sa tekstom se stavlja iznad tabela, a kod svih
ostalih prezentacija ispod.

Diskusija. U ovom poglavlju se prikazuju uporedna analiza dobijenih re-
zultata sa rezultatima i misljenjima drugih autora sa isticanjem znacaja ispiti-
vanja ali bez donosenja zakljucaka.

Zakljucak. U ovom poglavlju autor iznosi svoja zaklju¢na razmatranja.

Literatura. U ovom poglavlju autor treba da iznese literaturne podatke,
odnosno radove, koje je koristio u toku izrade svog rada. Pozeljno je da ko-
riScena literatura bude $to novija. Reference treba pisati jednu ispod druge
(numerisati ih arapskim brojevima) i abecednim redom prema prvom slovu
prezimena prvog autora. Broj referenci nije u principu ogranicen ali se prepo-
rucuje da ne bude veci od 15. Reference ¢lanaka koji su prihvaceni za $tampu
treba oznaciti kao «u Stampi» i priloziti dokaz o prihvatanju rada.

Primeri navodenja referenci:

1. Clanak u ¢asopisu:
Stojanovi¢ D., Mali¢evi¢ Z., ASanin R.: The use a new model for the inve-
stigation of sepsis. Acta Veterinaria, 52, 2/3, 125-131, 2002

2. Knjige i druge monografije:
Qinn P:: Clinical Veterinary Microbiology. London, Mosby, 1998

3. Poglavlje u knjizi:

Vidi¢ B., Bobos S., Lako B., Loncarevi¢ A.: Dijagnostika bruceloze. U:
Aleksandar Loncarevi¢, Bruceloza svinja, Beograd: Poljoprivredni fakultet,
2000, str. 47-49.
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4. Clanak u zborniku radova sa nauéno-stru¢nog skupa:

Val¢i¢ M., Lazi¢ S., Rasi¢ Z.: Mesto i uloga terenskog veterinara u epizoo-
tioloskom radu.

U: Dragisa R.Trailovi¢, urednik, Zbornik radova, X regionalno savetovanje
iz klinicke patologije i terapije Zivotinja, 1-5. septembar, Kragujevac, Beograd:
Fakultet veterinarske medicine, 2008, 75-82.

Napomena

Rad koji ne ispunjava sve gore navedene uslove nece biti poslat na recenzi-
ju i bic¢e vracen autorima da ga dopune i isprave.

Adresa casopisa
Naucni institut za veterinarstvo ,,Novi Sad”, Novi Sad
Rumenacki put 20, tel. 021/ 4895392, e-mail: arhiv@niv.ns.ac.rs
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NOTE FOR CONTRIBUTORS

ARHIVE OF VETERINARY MEDICINE is a journal of the Scientific
Veterinary Institute “Novi Sad” in Novi Sad. The journal publishes original,
expert and review papers, case reports, reports from symposia and other mee-
tings, book reviews, cases from history of veterinary medicine.

All manuscripts are sent for a review and evaluation. In the case the re-
viewer suggests additional changes, the manuscript will be sent to the first
author with a kind request to change the manuscript. In the case the author
does not want to change, appropriate argumentation should be given. Final
decision on accepting the manuscript is given by the editor in chief, together
with editorial committee.

The journal is published in the Serbian language, followed by an abstract
in English. The papers of foreign authors are published in English followed by
an abstract in Serbian.

The manuscript should be written according to the following instructions:

General notes

The paper should be in Word program, Latin characters, size 12 pt, Times
New Roman, double spaced. Left and right margins 20 mm, top and foot mar-
gins 30 mm, paper size A4. If special symbols are used, use font Symbol. The
manuscript should be submitted on paper size A4, but also in electronic form.
Pagination on the right side, starting from the title page. References and notes
are cited in the text by authors’ names, followed by the year of publication. If
there are more than two authors, only the name of the first author is written
followed by the abbreviation “i sar” (Vidi¢ i sar., 2004).

If the paper is part of a project, name the financier and the project number at
the end.

Title page
On the title page the following should be written:

- the title of the paper in capital letters, without underlining and abbrevia-
tions
- the names of the authors (first and second name, followed by a comma).
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Above the second name place a number that denotes the institution where the
author works:

- full name of the institutions should be given.
- at the bottom of the page write E-mail address of one author, for corres-
pondence.

Summary

Every paper should be followed by a summary (300 words). Beside the ti-
tle, name of the authors and institutions, it should contain the most important
facts from the paper and three to eight key words.

Text

All the subtitles write in bold capital letters. Use short and concise senten-
ces. Name the drugs as their International Nonproprietary Names (so called
generic names). If the name of a specific drug is to be stressed, name it together
with the producer (in brackets). The names of devices write as used in trade
(name of the producer in brackets). When using an abbreviation for the first
time, write the words that stand for. Abbreviations cannot be used in the title
and summary. Text should not be longer than 8 pages. Avoid long enclosures.

Tables number with the Arabic numerals (above the table). Use Times New
Roman, 12 pt, single space, without indentation. If abbreviations are used, give
an explanation bellow the table.

Graphs number with the Arabic numerals (below the graph). Use Times
New Roman, 12 pt, single space, without indentation. If abbreviations are
used, give an explanation bellow the graph..

Scheme number with the Arabic numerals (bellow the scheme). Use Ti-
mes New Roman, 10 pt, single space, without indentation. If abbreviations are
used, give an explanation bellow the graph.

Photographs number with the Arabic numerals (bellow the photo). Only

original photographs can be used (black and white). On the back side write
ordinal number of the photo and mark the top of the photo.
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Headings

Headings in the paper are: Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion (or Results and Discussion), Conclusion and Literature.

Introduction points on the most important, i.e. most recent data regar-
ding the topic with a short presentation of the aims of this research.

Material and Methods. Here describe the conditions in the experiment,
name the used methods, material and animals.

Results. The results are displayed through tables or graphs, numbered
with ordinal numbers and with an explanation what the photo, table or graph
shows.

Discussion. Here give analyses of the obtained results comparing to the
results and opinions of other authors, pointing the importance of this research,
without giving a conclusion.

Conclusion. Here the authors gives his final conclusions.

Literature. The author should list the references, preferably the most re-
cent one. References should be numbered with Arabic numerals, one under
the other, written in alphabetical order according to the surname of the first
author. In general, the number of references is not limited, but it is advisable
to write 15 references.

Examples of references:

1. Articles in journals:

Stojanovi¢ D., Malicevi¢ 7., Asanin R.: The use a new model for the inve-
stigation of sepsis. Acta Veterinaria, 52, 2/3, 125-131, 2002

2. Books:

Qinn P: Clinical Veterinary Microbiology. London, Mosby, 1998

3. Chapters in books:

Vidi¢ B., Bobos$ S., Lako B., Loncarevi¢ A.: Dijagnostika bruceloze. U:
Aleksandar Loncarevi¢, Bruceloza svinja, Beograd: Poljoprivredni fakultet,
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