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SAZETAK

Kopita ¢ine glavni oslonac na kome konji stoje i njihov kvalitet direktno utice na
zdravlje nogu, kvalitet kretnji, opstu funkcionalnost konja i njegove potencijalne performanse.
Istrazivanje je sprovedeno u julu 2021. godine na prostoru konjickog kluba ”Viking” na
Ceneju. Uzorak ispitanika od 27 konja je prema datoj saglasnosti vlasnika konja i kvalitetu
kopita podeljen na ekperimentalnu i kontrolnu grupu. Pre pocetka tretmana grla, izvrSeno je
inicijalno subjektivno ocenjivanje opsteg stanja kopita, kao i merenje gustine tj. Cvrstoce
kopita. Grla eksperimentalne grupe su tokom 60 dana, u okviru jednog obroka redovne
ishrane, dobijala i biotin u definisanoj koli¢ini - prema uputima proizvodaca od 5Smg na dan.
Jedinke kontrolne grupe primale su redovan obrok bez dodatka biotina. Po isteku trajanja
tretmana, izvrSeno je finalno ocenjivanje i merenje. Kod ocenjivanja opsteg stanja kopita
subjektivnom ocenom, utvrdene su razlike izmedu grla eksperimentalne i kontrolne grupe a u
korist kontrolne grupe. Isto stanje evidentirano je i nakon delovanja tretmana u istrazivanju.
Analizom znacajnosti razlikovanja gustine kopita konja eksperimentalne grupe, pre i nakon
delovanja tretmana biotinom, utvrdeno je da je ista statistiCki znacajna (pe =0,049). Nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu gustine kopita konja eksperimentalne i kontrolne
grupe, na inicijalnom nivou (pe = 0,38) kao ni na finalnom nivou, nakon delovanja tretmana
(pe = 0,92). Smanjeno razlikovanje gustine kopita konja eksperimentalne i kontrolne grupe
(praceno prose¢nom vrednoscu), moze se pripisati povecanju iste kod konja eksperimentalne,
a kao pozitivna posledica delovanja suplementacije biotinom. I pored svega, moguce je
prihvatiti pozitivno delovanje biotina na gustinu kopita konja kod kratkoro¢ne supementacije.
Cilj rada jeste da se nakon analize rezultata na inicijalnom i finalnom merenju, primenom
adekvatnih statistickih metoda obrade podataka, izvedu zakljucci o eventualnim promenama
kvaliteta kopita konja, nakon delovanja definisanog tretmana.

Kljucne reci: biotin, kopita, kvalitet kopita, suplementacija




ABSTRACT

Hooves are the support on which horses stand and their quality directly affects the
health of the legs, the quality of movement, the general functionality of the horse and its
potential performance. The research was conducted in July 2021 on the premises of the
equestrian club "Viking" at Cenej. The sample of 27 horses was divided into experimental and
control groups according to the consent of the horse owners and the quality of the horse
hooves. Before the beginning of the treatment, the initial assessment of the general condition
of hooves was performed, as well as the measurement of the density, that is - hoof strength.
Horses of the experimental group received biotin, within one meal, through a period of 60
days in a defined amount - according to the manufacturer's instructions of 5mg per day.
Subjects of the control group received a regular meal without the addition of biotin.With
treatment ending, the final evaluation and measurement was performed. When assessing the
general condition of the hooves by subjective assessment, differences were found between the
horses of the experimental and control groups and in favor of the control group. The same
condition was recorded after the treatment in the study. Analysis of significance of the
difference in the hoof density of horses in the experimental group, before and after the effect
of biotin treatment, found that it was statistically significant (pe = 0.049). No statistically
significant difference was found between the hoof density of the horses of the experimental
and control groups, at the initial level (pe = 0.38) or at the final level, after the effect of the
treatment (pe = 0.92). The reduced difference between the hoof density of the horses of the
experimental and control groups (followed by the average value) can be attributed to the
increase of the same in the horses of the experimental group, and as a positive consequence of
the action of biotin supplementation. Despite everything, it is possible to accept the positive
effect of biotin on the density of horses' hooves in short-term supementation. The aim of this
paper is to analyze the results of the initial and final measurement, using adequate statistical
methods of data processing, to draw conclusions about possible changes in the quality of
horses' hooves, after the defined treatment.

Key words: pathophysiology, veterinary medicine, teaching methods, didactics, syllabus.
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Kopita predstavljaju glavni oslonac tela
konja, stoga njihov kvalitet direktno uti¢e na
zdravlje nogu, kvalitet kretnji, opStu
funkcionalnost konja kao i njegove
potencijalne performanse (1). Kako bismo
osigurali zdravlje kopitnog zida i drugih
kopitnih struktura, vazno je obratiti paznju
na uslove drzanja konja, higijenu kopita,
redovno i pravilno korigovanje oblika i
uglova kopita, ali i potkivanje, ishranu i
suplementaciju konja (1, 2). Zid Kkopita,
zajedno sa svim epidermalnim strukturama,
zavisi od ishrane u osnovi dermisa. Da bi se
osiguralo adekvatno snabdevanje hranjivim
materijama, korijum je visoko

vaskularizovan (3).

Procesi Keratinizacije i rast kopitne
rozine, zahtevaju energiju kao 1 druge
keratinogene hranljive materije. Medutim,
malo je poznato koji su to ta¢no zahtevi i za
kojim hranljivim materijama. 1z studija
drugih keratinoznih sistema, poput kose i
vune, pretpostavlja se da postoje Cetiri
glavne klase keratinogenih hranljivih
materija. UopSteno  govore¢i, to su
energetska hraniva, proteini, minerali tj.
elementi u tragovima i vitamini (4).

Istrazivanjima utvrdeno je da kalorijski
unos ima direktan efekat na skoro svaki
metaboli¢ki put 1 fiziolosku funkciju u telu.
U svom istrazivanju Butler i Hinc (5) su
uocili da je rast zida kopita 50% ve¢i kod

ponija koji su hranjeni ad Iibitukod
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ponija sa ograni¢enim unosom hrane. Nivo
unosa proteina nije uticao na rast kopita, ve¢
je samo ukupan unos hrane uticao na to da
su mladi poniji, hranjeni ad libitum, postigli
veéi rast od onih na ograni¢enom unosu.
Energetski metabolizam i metabolizam
proteina usko su povezani. Energija je
potrebna za metabolizam proteina, ali je
energija dostupna i iz katabolizma proteina
(4, 5). Kada su u pitanju minerali i elementi
u tragovima, glavni elementi koji imaju
ulogu u procesu keratinizacije su bakar, cink
i kalcijum (6, 7). Medu vitaminima koji
imaju uticaj na proces Keratinizacije
izdvajaju se vitamin B, vitamin B12,
vitamin D3, vitamin K, tiamin, riboflavin,
niacin, pantotenska kiselina, holin i
askorbinska kiselina (4). Biotin, kao jedan
od suplemenata, predstavlja vitamin iz grupe
vitamina B, koji se Kkoristi u suplemetnaciji
konja, radi poboljSanja kvaliteta kopita.
Zbog svoje lake apsorpcije pri oralnoj
primeni 1 odsustva toksi¢nosti, ¢ak 1 u
velikim dozama, Ccesto se koristi u
ispitivanjima, s ciljem procene uticaja
manipulacije sastava ishrane na kvalitet
rozine kopita (6, 7)Biotin je prisutan u
mnogim biljkama, ukljucujué¢i trave 1
zitarice, medutim obi¢no je vezan za
molekule koji mogu znaCajno uticati na
njegovu bioraspolozivost pa je dostupnost
biotina u veéini Zitarica, sa izuzetkom
kukuruza, veoma niska (8, 9).Mikrobna
sinteza biotina odvija se u buragu goveda i
ovaca, koja im omoguéava dobar pristup i
usvajanje ovog vitamina. Medutim, sinteza
biotina u zadnjim partijama
gastrointestinalnog trakta monogastri¢nih
zivotinja, kao $to su konji, nije ista kao kod
prezivara. Nedostaci biotina stoga zavise od
sastava hraniva, prirodnog oblika u kojem se
biotin javlja i stepena do kojeg konj moZe
iskoristiti biotin, koji proizvode crevne
bakterije (7, 8). U danasnje vreme,
koncentrati zamenjuju znacajan deo hraniva
konja, pa je prisustvo vlakana u ishrani
smanjeno, a to takode moze dovesti do
smanjenog unosa biotina, Sto posebno
predstavlja problem kod takmicarskih konja,
koji provode manje vremena na ispasi (6, 8,
10). Normalan dnevni unos biotina iznosi od

2-3mg dnevno, a normalna koncentracija
biotina u plazmi je od 200-300ng/L (8, 9).

Prema istrazivanju, svinje hranjene
hranom deficitiranom u biotinu, pate od
gubitka tezine, loSe probave, dermatitisa i
lezija koze i1 papaka. lako se smatra da
mikrobna flora u buragu goveda proizvodi
dovoljno biotina, problemi sa papcima kod
krava mogu se smanjiti dodatnim biotinom u
ishrani (8, 11, 12). Istrazivanja o nedostatku
biotina kod konja je malo. Studije
suplementacije biotinom kod konja su
ograniene 1 uglavnom su se oslanjale na
subjektivnu procenu male populacije (10,
11, 12).Analizom rezultata dostupne
literature moZe se primetiti znacaj i doprinos
upotrebe biotina. Bufa i saradnici (10) u
svom radu, utvrtdili su postojanje brzeg rast
kopitne rozine kod konja tretiranih
biotinom, u odnosu na konja iz kontrolne
grupe. Takode navode i1 da je utvrden
statistiCki znaCajan porast u Cvrstoéi t;.
gustini kopitne rozine kod tretiranih konja.
Sa druge strane, istrazivanje Gejera i Sulca
(13) pokazala su da nema znacajne razlike u
brzini rasta kopitne rozine, usled primene
biotina, ali da postoji poboljSanje
makroskopskog izgleda kopita kod konja iz
eksperimentalne grupe. Svakako, za sigurne
i trajne rezultate, neophodna je dugotrajna i
konstantna  primena  suplementa, u
odgovarajucoj koli¢ini (11, 14, 15). Josek i
saradnici (14) navode u svom radu, na
uzorku konja lipicanerske rase primarno
primetne su meke bele linija i sklonost ka
pucanju kopitne rozine, dok je posle
tretmana biotinom, primetan vidan napredak
u makroskopskom kvalitetu kopitne rozine.
Koriste¢i  polukvantitativni  sistem  za
ocenjivanje promena u histologiji rozine
kopita, takode su utvrdili poboljSanje u
stanju rozine kopita, kao odgovor na davanje
biotina tokom perioda od 9 meseci. Gejer i
Sule (13) i Zenker i saradnici (11) istrazivali
su  medusobni odnos  mikroskopskih
karakteristika, Cvrstoce pri pucanju rozine,
kvaliteta kopita konja i efekta dodavanja
biotina, tokom odredenog vremena. Obe
studije sugeriSu mogucu povezanost iako
nije dokazana statisticka veza. Medutim,

uticaj suplementacije biotina__na odnos
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izmedu  Cvrstoce i mikroskopskih
karakteristika je tesko utvrditi. Gejer i Sulc
(13) su primetili poboljsanje &vrstocée uz
dodatak biotina nakon 8 meseci kod onih
zivotinja za koje je prvobitno identifikovano
da imaju ,promenjenu“ rozinu. Posle 15
meseci, vrednosti ¢vrstoée su se priblizile
vrednostima konja sa ,,nepromenjenom‘
rozinom. Nasuprot tome, Zenker i saradnici
(11) nisu primetili znacajne razlike u
¢vrsto¢i unutar ili izmedu grupa nakon
suplementacije od 19 meseci, uprkos
histoloSkom poboljSanju u pogledu mikro-
pucanja koje je primeceno u grupi tretiranoj
biotinom, u ovoj fazi ispitivanja. Definitivni
zaklju¢ci u vezi s uc¢inkom suplementacije
biotina na ove aspekte svojstava kopita ne
mogu se izvesti, s obzirom na ocigledne
kontradiktorne nalaze prijavljene u ove dve
studije.

Cilj ovog istrazivanja jeste da se utvrdi
uticaj suplementacije biotinom, u periodu od
60 dana, na opste stanje kopita (ocenjeno
subjektivnom ocenom istrazivaca) i ¢vrstocu
tj. gustinu kopita konja(izmerenu
adekvatnim  instrumentom).  Navodima
proizvodaca koriS¢enog suplementa, moze
se ocekivati pozitivan uticaj na kvalitet
kopita tretiranih konja. Rezultati ¢e pruziti
informacije o eventualnom doprinosu
suplementacije  biotinom na  promenu
kvaliteta kopita. Kona¢ni cilj rada jeste da se
nakon analize rezultata na inicijalnom i
finalnom merenju, primenom adekvatnih
statistickih metoda obrade podataka, izvedu
zakljuéci o eventualnim promenama
kvaliteta kopita konja, nakon delovanja
definisanog tretmana.

MATERIJAL | METOD

Uzorak ispitanika predstavljalo je 27
konja iz konjickog kluba “Viking”, Cenej —
Novi Sad. Pre zapocinjanja istraZivanja
pribavljena je saglasnost vlasnika konja i
Stale radi angaZovanja njihovih grla 1
prostora u cilju njegove realizacije.

U tabeli 1. prikazane su osnovne
karakteristike 1 obelezja, po kriterijumu

pola, rase, starosne dobi i namene grla. U
narednim kolonama iste tabele, prikazana je
frekvencija pojavljivanja u okviru ukupnog
uzorka i subuzoraka (eksperimentalna i
kontrolna grupa). U okviru ukupnog uzorka,
definisane su: eksperimentalna i kontrolna
grupa, varijable za pracenje i ocenu, kao i
tretman, s obzirom da je istrazivanje bilo
longitudinalnog tipa. Po kriterijumu pola, u
okviru  ukupnog uzorka, kobile su
zastupljene sa 8, kastrati sa 15 (55,6%) i
pastuvi sa 4 jedinke. Po kriterijumu rase,
najzastupljenija je Holstajn sa 6 grla (37%),
a ostale podjednako sa po jednim ili 2 grla
(HF i Z po dva, a BWP, KWPN, WF i
HUSH po 1). Po kriterijumu starosne dobi
grla, ujednacena je frekvencija pojavljivanja
(od 4 do 7, sa definisanim rasponima starosti
od po 5 godina). Najmlade grlo, u okviru
ukupnog uzorka imalo je 4, a najstarije 24
godine. Po kriterijumu namene grla u okviru
ukupnog uzorka, najveci broj pojavljivanja
je bio kod grla namenjenih za takmicenje, 17
(63%). Mladih i onih koji su namenjeni
priplodu bilo je po tri jedinke, a konja
nemenjenih za Skolu jahanja, cetiri. Za
definisanje eksperimentalne i kontrolne
grupe u okviru ukupnog uzorka konja u
istrazivanju,  osnovni Kriterijum je bila
saglasnost vlasnika da se na njihova grla
primeni tretman suplementacije biotinom u
okviru ishrane. Tako je definisana
eksperimentalna grupa od 14, i kontrolna
grupa od 13 jedinki, sa karakteristikama i
obelezjima prikazanim u gornjoj tabeli. Od
17 takmicarskih grla u ukupnom uzorku,
tretmanom predvidenim u istrazivanju,
tretirana su samo Cetiri konja. Grla
eksperimentalne grupe su tokom 60 dana, u
okviru jednog obroka redovne ishrane,
dobijala i biotin u definisanoj koli¢ini —
prema uputima proizvodaca od 5 miligrama
na dan. Obezbedena je dovoljna koli¢ina
praska biotina kao i merica za pravilno
doziranje prilikom hranjenja. Boksovi za
smeStaj grla eksperimentalne grupe u
istrazivanju bili su posebno 1 jasno
obeleZeni, a kao pomoc¢ licu koje inace

redovno hrani sva grla. Jedinke kontrolne
grupe primale su redovan obrok bez dodatka

biotina.



Tabela 1. Karakteristike i obelezja uzorka istrazivanja (*Z - ZangerSajd (Zangersheide); H -
Holstajn (Holsteiner); HF - Haflinger (Haflinger); BWP - belgijski toplokrvni (Belgian
warmblood), WF - vestfalski (Westphalian), KWPN - holandski toplokrvni (Dutch Warmblood),
HUSH - madarski sportski (Hungarian Sport Horse)

Karakteristike i obelezja ispitanika Grupa UKUPNO
Eksperimentalna (E) Kontrolna
X)
1 kobila 6 2 8
Pol (A) 2 kastrat 5 10 15
3 pastuv 3 1 4
1 Z 2 2 4
2 H 6 4 10
3 HF 2 0 2
Rasa (B)*
4 BWP 1 2 3
5 WF 1 0 1
6 KWPN 1 3 4

Tabela 1. Karakteristike i obelezja uzorka istrazivanja (nastavak).

7 HUSH 1 2 3
1 Do 5 god. 4 3 7
2 6 do 10 god. 1 3 4
(S\t/’;‘m“ 3 | 111015ron 2 3 5
4 16 do 20 god. 2 4 6
5 Vise od 20 god. 5 0 5
1 Skolski 4 0 4
Namena 2 priplodni 3 0 3
©) 3 takmicarski 4 13 17
4 mladi 3 0 3




Dnevna koli¢ina hrane bila je podeljena
u tri obroka. Ujutro i u podne dobijali su po
1/4 od ukupne koli¢ine hrane, a uvece 1/2.
Dnevna koli¢ina formirana je u skladu sa
kategorijom i kilazom, a obrok se sastojao od
kabastog i koncentrovanog hraniva. Kabasto
hranivo sacinjeno je od livadskog suSenog
sena, dok se koncentrovano hranivo baziralo
na ovsu, je¢mu i kukuruzu. Dnevne potrebe
za vodom namirene su takode u skladu sa
kategorijom i kilazom, a u proseku 25-50 |
dnevno.

Kvalitet kopita jedinki obe grupe u
ovom istrazivanju, definisan je sa po dve
varijable, pre i nakon delovanja tretmana:
ocenom opSteg stanja kopita (OEIl; OE2;
OK1; OK2) i merom gustine — ¢vstoce kopita
(GEL; GE2; GK1; GK2). Ocenjivanje opsteg
stanja kopita vrSeno je subjektivnom ocenom
istrazivata od 1 do 5, neposrednom
inspekcijom, a na osnovu stavova nogu,
opsteg izgleda 1 oblika kopita, kao 1 prisustva
ili odsustva, oSteCenja i njihovog stepena.
Inspekcija je realizovana nakon izvodenja
svakog grla pojedina¢no iz boksa, slobodnim
izborom redosleda od strane pomagata u
merenju.

Gustina kopita merena je na tri pozicije
na kopitu prednje leve noge (lateralnoj,
medijalnoj i dorzalnoj u istoj ravni)
durometrom DE-skale, a wuz koris¢enje
njihove srednje vrednosti, za obradu. Visa
vrednost o€itana na instrumentu za merenje
ukazuje na viSi nivo gusitne — cvrstoce
kopita. Ocenjivanje 1 merenje je vrSio
istrazivac, na otvorenom prostoru uz dovoljno
svetlosti i vremena za inspekciju, ocenjivanje
i merenje. Istraziva¢ nije imao neposredan
uvid u pripadnost grla eksperimentalnoj ili
kontrolnoj grupi. Evidentiranje ocena stanja
kopita i vrednosti merenja gustine kopita,
realizovano je nakon jasnog izveStavanja od
strane istrazivaca.

Slika 3 i 4. Merenje gustine - ¢vrsto¢e kopita
durometrom DE-skale.
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Grafikon 1. i 2. Ocene opsteg stanja kopita grla ukupnog uzoraka na inicijalnom i finalnom

ocenjivanju.

Tabela 2. Deskriptivni pokazatelji ocene opsteg stanja kopita.

Grupa Ocenjivanje | Br. | SV | SD Min. | Maks. | Frekvencija ocena
112 |3 (4]5
Eksperimentalna | Inicijalno 14 | 3,070,730 | 2 4 0 [3[7 (4]0
Finalno 3,00 | 0,679 | 2 4 0 |3 |8]3]0
Kontrolna Inicijalno 13 | 3,46 | 0,776 | 2 5 01116 |51
Finalno 3,38 | 0,650 | 3 5 00|93 |1
357
3 4 N
3,31
Ocena Grupa
——eksperimentalna
3,24 —— kontrolna
i \

inicijalno

T
finalno

Grafikon 3. Prosecne ocene opsteg stanja kopita pre i nakon delovanja tretmana.
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Tabela 3. Deskriptivni pokazatelji gustine kopita.

Grafikon 4. i 5. Gustina kopita grla ukupnog uzoraka na inicijalnom i finalnom merenju.

Grafikon 6. Gustina kopita pre i nakon delovanja tretmana.
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Tabela 4. Znacajnost razlikovanja srednjih vrednosti izmedu merenja.

Razlika St. greska Znacajnost
TE - test gy | Stdev| gy df | azlikovanja
Eksperimentalna
Kontrolna
Gustlna 1-— Gustlna 2 0,10 2,473 0,686 0,146 12 0,886

Tabela 5. Znacajnost razlikovanja srednjih vrednosti izmedu grupa na inicijalnom i finalnom

merenju.
Razlika St. greska Znacajnost

TE - test SV razlika t f razlikovanja

Inicijalno merenje

Eksperimentalna — -2,68 2,98 -0,89 | 25 0,38
Kontrolna

Finalno merenje

Eksperimentalna — -0,31 -0,09 | 25 0,92
Kontrolna

DISKUSIJA
Rezultati istrazivanja prikazani su po primena tretmana biotinom, a nakon

redosledu navodenja za ukupni uzorak pre i
nakon delovanja tretmana, a potom za
eksperimentalnu i kontrolnu grupu za
pracene varijable, opsSteg stanja 1 gustine —
Cvrsto¢e kopita. Iz pokazatelja prikazanih
grafikonima (Grafikon 1. i 2.), vidi se
priblizno isti nivo prosecne vrednosti ocene
opsteg stanja kopita (3,26; 3,19) kada se
posmatra svih 27 grla u istrazivanju, pre i
nakon delovanja tretmana.

Prose¢na vrednost ocene opSteg stanja
kopita grla eksperimentalne grupe na
ocenjivanju pre zapocinjanja delovanja
tretmana (3,07) niza je od utvrdene
vrednosti kod grla koja su ¢inila kontrolnu
grupu u istrazivanju  (3,46). Osim
pribavljene saglasnosti vlasnika konja, za
ucesce u istrazivanju, interes istrazivanja je
bio i1 potencijalni doprinos boljem opStem
stanju kopita kod konja na koje je planirana

delovanja istog.

U frekvencijama pojavljivanja
pojedinacnih ocena od 1 do 5, vidi se
znacajna zastupljenost ocene 3 (7 i 6), kod
obe grupe u istrazivanju, a na inicijalnom
ocenjivanju, tj. pre delovanja tretmana
(Tabela 2.).Opste stanje kopita grla, oba
uzorka u istrazivanju, 0Cenjeno je najcesce
prosecnom ocenom (3) uz primecenu razliku
srednje vrednosti izmedu grla
eksperimentalne i kontrolne grupe.

Na ocenjivanju pre zapocinjanja
tretmana, prosecna vrednost opsteg stanja
kopita, grla eksperimantalne grupe bila je
primetno niza (3,07) od iste kod grla
kontrolne grupe (3,46). Prethodno ukazuje
na proseCnost kvaliteta kopita konja obe
grupe, (zdrava, neSto slabijeg elasticiteta,
solidnih  Zzabica ali 1  nedovoljno

izbalansiranih uglova kopita).



Definisanje opSteg stanja kopita putem
ocenjivanja inicijalno i na finalnom
ocenjivanju  pokazuje  veoma  sli¢ne
vrednosti.

Prikazane prose¢ne vrednosti (3,00;
3,38) ,zadrzale* su razlikovanje sa
inicijalnog  ocenjivanja  (Grafikon  3.)
Primetna je izrazena frekvencija
pojavljivanja prosecne ocene kod obe grupe
u istrazivanju (8 i 9 pojavljivanja). Prethodni
rezultati doprinose ucvr$¢ivanju stava
Gejera i Sulca (13) da je subjektivna ocena
opSteg stanja kopita od strane ocenjivaca
nedovoljno kvalitetan — precizan alat. Ovo
posebno u uslovima malih uzoraka u
istrazivanju, kratkom vremenu za delovanje
tretmana kao 1 izostajanju angazovanja
veceg broja ocenjivaca, Sto je u korelaciji sa
istrazivackim stavom Joseka i saradnika
(14). Distribucija rezultata druge pracene
varijable u istrazivanju, gustine kopita
konja, ukupnog uzorka, prikazana na
grafikonima (Grafikon 4. i 5.) ukazuje na
slicnost istih, pre i nakon delovanja
tretmana. Poreklo sli¢nosti ili malih razlika
moze se traziti u povecanju vrednosti
gustine kopita konja eksperimentalne grupe
nakon delovanja definisanog tretmana
biotinom, $to se dovodi u vezi sa
istazivanjem Joseka i saradnika (14).

Analizom informacija o srednjim
vrednostima  gustine kopita  konja
eksperimentalne i kontrolne grupe u
istrazivanju (SV, Tabela 3.) pre i nakon
delovanja definisanog tretmana, primecuje
se niza vrednost gustine — Cvrstoce kopita
konja eksperimentalne grupe (45, 29) u
odnosu na kontrolnu grupu (47, 96) na
merenju pre pocetka delovanja tretmana.
Prosecne vrednosti gustine kopita konja
kontrolne grupe na finalnom merenju vise su
od proseCne  vrednosti  rezulta
eksperimentalne grupe, ali ipak znacajno
blize u odnosu na inicijalno merenje (47,55;
47,86).

Graficki prikaz (Grafikon 6.) ukazuje
na razlikovanje grupa po osnovu prosecnih
vrednosti gustine kopita konja
eksperimentalne i kontrolne grupe na

inicijalnom merenju kao i na znac¢ajno manje
razlikovanje nakon delovanja primenjenog
tretmana — finalnom merenju.

Na osnovu rezultata TE — testa za male
zavisne uzorke (Tabela 4.) dobijene su
informacije koliko puta je razlika dve
srednje vrednosti ve¢a od greske (21). Za
analizu rezultata ovog istrazivanja, izabrana
je grani¢na vrednost zakljuivanja o
znacajnosti razlikovanja od pe = 0.05
(znacajnost razlikovanja p=.05). Ovo znaci
da bi se npr. u 100 ponovljenih merenja u
pracenoj varijabli, najviSe u 5 merenja,
pronasla razlika koja ne bi bila statisticki
Znacajna (t > 1,96). Iz vrednosti prikazanih u
poslednjoj koloni gornje tabele (0,049) moze
se zakljuciti statisticki znacajno razlikovanje
izmerenih vrednosti gustine kopita konja
eksperimentalne grupe, pre i nakon
delovanja tretmana. ViS§i nivo prosecne
vrednosti, nakon delovanja tretmana (47, 96)
ukazuje na njegovo pozitivno delovanje na
gustinu kopita konja eksperimentalne grupe,
Sto je u skladu sa istrazivanjem
sprovedenom od strane Bufe i saradnika
(10).

U isto vreme, prosecne vrednosti
gustine kopita konja kontrolne grupe
(Tabela 3.) na inicijalnom (47, 96) i
finalnom merenju (47, 86), ukazujuna
njihovo razlikovanje, ali ne 1 statisticki
znacajno (Tabela 4.) o Cemu govori dobijena
vrednost TE - testai (0,886).

Prikazani rezultati TE - testa za male
nezavisne uzorke (Tabela 5.) za gustinu
kopita konja eksperimentalne i kontrolne
grupe na inicijalnom (0,38) i finalnom
merenju (0,92) ukazuju na nepostojanje
statisticki znacajnog razlikovanja. U isto
vreme, uporedenjem prosecnih vrednosti
gustine kopita izmedu grupa (Tabela 3.), na
inicijalnom (45,29; 47,96), i merenju nakon
delovanja definisanog tretmana biotinom
(47,55; 47,86) primecuje se znacajno manje
razlikovanje kao posledica promene
vrednosti  finalnog merenja kod grla
eksperimentalne grupe. PostojeCe promene
se mogu pripisati delovanju definisanog

tretmana.



ZAKLJUCAK

Nakon realizovanog istrazivanja na
uzorku od 27 konja i delovanja
suplementacije biotinom, kolicinom od 5
miligrama u trajanju od 60 dana kod 14
konja, moguce je doneti sledece zakljucke:

Opste stanje kopita svih konja u
istraZivanju ocenjeno je prose¢nom ocenom
1 definisano kao kopita koja su prosecnog
kvaliteta - =zdrava, suva, neSto slabijeg
elasticiteta, solidnih ili blago oSte¢enih
zabica ali 1 nedovoljno izbalansiranih
uglova. Kod ocenjivanja opsteg stanja kopita
subjektivnom ocenom, utvrdene su razlike
izmedu grla eksperimentalne 1 kontrolne
grupe, a u korist kontrolne grupe. Isto stanje
evidentirano je i nakon delovanja tretmana u
istrazivanju. Gustina tj. ¢vrsto¢a Kkopita
konja eksperimentalne grupe (merena
durometrom), pre delovanja tretmana
biotinom, bila je na primetno nizem nivou
od iste kod konja kontrolne grupe. Nakon
delovanja  tretmana, razlika srednjih
vrednosti gustine izmedu grupa je smanjena,
a kao posledica povecanja iste kod konja
eksperimentalne grupe, Sto je u saglasnosti
sa drugim istrazivanjima.

Analizom znacajnosti  razlikovanja
gustine kopita konja eksperimentalne grupe,
pre i nakon delovanja tretmana biotinom,
utvrdeno je da je ista statisticki znacajna (pe
=0,049), s obzirom na izabrani nivo za
zakljuCivanje od pe=0,05. Nije utvrdena
statisticki znaCajna razlika izmedu gustine
kopita konja eksperimentalne i kontrolne
grupe, na inicijalnom nivou (pe = 0,38) kao
ni na finalnom nivou, nakon delovanja
tretmana (pe = 0,92). Ukupno posmatrano,
moze se prihvatiti stav o pozitivnom
doprinosu suplementacije biotinom na putu
poboljsanja gustine - Cvrstoce kopita
tretiranih konja, svakako uz naznaku znacaja
vremena delovanja.

Opravdanost za  opreznost  pri
donoSenju zakljuCaka mogu nametati 1
¢injenice o veli¢ini uzoraka u ovom
istrazivanju, vremenu trajanja tretmana |
kvalitetu koriS¢enog instrumenta za merenje.
I pored svega, moguce je prihvatiti pozitivno
delovanje biotina na gustinu kopita konja
kod kratkoro¢ne supementacije.
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SAZETAK

Kriptorhizam je jedna od najces¢ih genitalnih mana kod pasa. Nastaje kao posledica
neuspesnog spustanja jednog ili oba testisa u skrotum. U ovom prikazu slucaja opisana je
orhidektomija abdominalnog desnog testisa i skrotalnog levog testis psa. Ovaj slucaj upucuje
na to da jednostrani kriptorhizam uzrokuje morfoloske defekte testisa. Osim toga, jednostrani
kriptorhizam povecava proliferativnu aktivnost Sertolijevih ¢elija, §to moze biti
predisponirajuci faktor za karcinom testisa kriptorhida. Uopsteno, kriptorhizam je bolest koja
Cesto moze biti komplikovana drugim oboljenjima, a kao najce$¢i se mogu izdvojiti razliciti
oblici neoplazija.

Kljuéne reci: pas, kriptorhizam, testis, tumor

ABSTRACT

Cryptorchidism is one of the most common genital defects in dogs. It is caused by the
failure of the scrotum of one or both testes to descent. In this case report described
orchidectomy was performed on the abdominal left testis and the scrotal right testis in dog.
This result suggest that unilateral cryptorchidism causes morphological defects of testis. In
addition, unilateral cryptorchidism increases proliferative activity of Sertoli cells, which may
be a predisposing factor for cancer in cryptorchid testes. Overall, cryptorchidism is a disease
that can often be complicated with other diseases, the most common they can be singled out
various forms of neoplasia.

Key words: dog, cryptorchidism, testis, cancer.
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PRIKAZ SLUCAJA

Pas je doveden u fakultetsku
veterinarsku  kliniku, Departmana za
veterinarsku medicine, radi pregleda i
moguc¢ih  terapijskih  protokola  zbog
problema zaostalog desnog testisa. Pas je
bio starosti deset godina, rase Si-cu, muskog
pola, tezine 6,2kg. Trijas je bio uredan,
temperatura  38,1°C, puls  120/min.,
respiracija 32/min., dlaéni pokriva¢ bez
osobenosti, palpatorni limfni ¢vorovi nisu
odstupali u veliini. Sr€ani ritam pravilan,
auskultacijom pluéa nisu ustanovljeni
Sumovi. Adspekcijom je uoCena promena u
predelu ingvinalnog kanala sa desne strane,
palpatorno tvrda, a ultrazvuénim pregledom
potvrdeno je da se radi o patoloski
promenjenom tkivu testisa. Levi testis se
nalazio u svom anatomskom poloZzaju u
skrotumu. Pacijentu je uzorkovana krv za
hematoloski i biohemijski pregled, koji je
odraden u fakultetskoj laboratoriji za
patoloSku  fiziologiju. Hematoloski 1
biohemijski parametri bili su u fizioloSkim
granicama 1 pacijentu je zakazana hirurska
intervencija orhidektomija oba testisa.

Hirurski zahvat kod pacijenta izveden
je u opstoj inhalacionoj anesteziji, po svim
nacelima dobre veterinarske 1 hirurSke
prakse. Prvo je izvedena premedikacija
opste anestezije, koja je podrazumevala
intravensku aplikaciju sedativa. Sedacija je
izvedena pomocu ksilazina (Xylased,
Bioveta, Ceska Republika) u dozi 1mg/kg
telesne mase. Nakon izvodenja postupka
premedikacije, pristupljeno je pripremi
operacionog polja. Dlacni pokrivac je
uklonjen sa abdomena, prepucijuma i
skrotuma. KoZa je prvo oprana neutralnim
sapunom, a zatim je izvrSena dezinfekcija
koze pomocu 70% rastvora etil alkohola 1
10% rastvorom povidon joda.

Indukcija opste inhalacione anestezije
izvrSena je intravenskom aplikacijom

ketamina (Ketamidor 10%, Richter pharma
ag, Austrija) u dozi 3mg/kg telesne mase.
Odrzavanje opSte anestezije izvrSeno je
pomoc¢u sevoflurana (Sevorane 100%,
Aesica Queenborough  Limited, Velika
Britanija) sa minimalnom alveolarnom
koncentracijom od 2,3%. Zbog slucaja
unilateralnog abdominalnog kriptorhizma
rez je plasiran paramedijalno u odnosu na
belu liniju. Nakon inicijalnog reza kroz kozu
izvrSeno je preparisanje potkozja i plasiranje
incizije kroz misi¢ kako bi se pristupilo
trbusnoj duplji 1 vizuelizaciji suspektnog
testisa (Slika 1.). Nakon vizuelizacije
suspektnog testisa izvrSeno je podvezivanje
spermati¢nog snopa (Funiculus
spermaticus). U ovom slucaju uradena je
tehnika orhidektomije sa  zatvorenom
tunicom vaginalis, kako ne bi doslo do
kontaminacije okolnog tkiva sa
neoplasticnim ¢elijama.

Makroskopskim pregledom
promenjenog testisa utvrdeno je da je veci
deo testisa  zahvaden  neoplasticnim
promenama, jasno ogranic¢en, inkapsuliran,
nepravilno-ovalnog oblika, veli¢ine 4,0 x 2,7
cm, sive do Zute boje, ¢vrste konzistencije.
Promenjeni testis je bio tri puta ve¢i u
odnosu na testis bez promena, koji se
nalazio u skrotumu. Za podvezivanje
spermati¢nog snopa koriS¢en je resorptivni
multifilamentni konac PGA, USP 2/0 (Yavo,
Poljska). Nakon dvostrukog podvezivanja
izvrSeno je odstranjivanje zaostalog testisa.
Zatvaranje trbusnog zida izvrSeno je
resorptivnim  multifilamentnim  koncem
PGA, USP 2/0 (Yavo, Poljska), tekuc¢im
Savom. Nakon =zatvaranja trbusnog zida
izvrSeno je Sivenje potkoznog vezivnog
tkiva istim koncem. Sivenje koZe izvrieno je
neresorptivnim monofilamentnim koncem
NYLON, USP 2/0 (Yavo, Poljska)
pojedina¢nim c¢vorastim Savom. Testis koji
se nalazio u skrotumu uklonjen je
preskrotalnom hirurSkom metodom
orhidektomije (Slika 2.).




Slika 1. Vizuelizacija suspektnog
zaostalog testisa

Nakon odstranjivanja oba testisa,
suspektni zaostali testis fiksiran je 48h u 10%
neutralnom  formalinu i  poslat na
patohistoloSku analizu, koja je izvrSena u
fakultetskoj laboratoriji za patologiju. Nakon
fiksacije, izvrSeno je modeliranje tkiva 1
uklapanje tkiva u parafin. Tkivni isecci su
seCeni na mikrotomu, debljine Sum, bojeni
hematoksilinom i eozinom, a potom analizirani
mikroskopski na uvelicanju 100x. Na

Slika 2. Morfoloski nepromenjen (gore) i

zaostali promenjeni testis (dole)

histoloSkom preparatu uocene su tumorske
¢elije, ovalnog oblika u vidu lobusa koje
prolaze  kroz bazalnu  membranu u
intersticijum. Tumorske celije 1imale su
oskudnu citoplazmu, sa krupnim i okruglim
jedrima, bez mitotskih figura. Na osnovu
patohistoloSkog preparata postavljena je
dijagnoza Seminoma benignum canis (Slika
3).
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DISKUSIJA 1 ZAKLJUCAK

Kriptorhizam kod pasa, kao i kod
drugih  Zivotinjskih ~ vrsta,  predstavlja
zaostajanje testisa sa pripadajué¢im

anatomskim strukturama unutar abdomena ili
ingvinalnog  kanala, odnosno izostanak
spustanja ovih struktura u skrotum. Na osnovu
toga da li jedan ili oba testisa zaostaju,
kriptorhizam se deli na unilateralni i
bilateralni, dok se na osnovu lokalizacije
testisa, kriptorhizam moze podeliti na
abdominalni, ingvinalni 1 potkozni
kriptorhizam. Unilateralni kriptorhidi mogu
proizvoditi spermu, dok su bilateralni sterilni.
Kriptorhizam je jedno od najceS¢ih oboljenja
muskog reproduktivnog trakta, sa stopom
incidencije izmedu 0,8-9,7% (1). Psi sa
dijagnozom kriptorhizma imaju ve¢i rizik od
neoplazije testisa (2). NajceS¢e se javljaju
tumori intersticijuma, odnosno Leydigovih
¢elija, tumori germinativnog epitela testisa-
seminomi 1 tumori Sertolijevih ¢elija. Tumor
Sertolijevih celija je Cest kod pasa, posebno
kod pasa sa dijagnozom Kriptorhizma, ali je
zabelezen 1 kod bikova, ovnova, pastuva i
macora (3). Veca incidencija seminoma
tumora moze se pripisati ¢injenici da ovi tipovi
tumora  rezultiraju  jasnijim  klinickim
znakovima, odnosno povecanjem testisa (4,5).
Ovakav nalaz utvrden je i u naSem slucaju, $to
se jasno uocava nakon orhidektomije oba
testisa. LaloSevic 1 sar. (6) od trinaest
dijagnostikovanih ~ tumora  testisa  pasa,
detektuju dva seminoma. Kod jednog je, kao i
u naSem slucaju, utvrden unilateralnom
kriptorhid. Takode, istrazivanje koje su
sproveli Liao i sar. (7) ukazuje da je tumorom
zahvacen CesSCe desni testis, zbog toga $to on 1
ceS¢e  zaostaje u abdomenu, odnosno
ingvinalnom kanalu, kako je bilo i u ovom
sluaju. U analizi koju prikazuju Marinkovi¢ i
sar. (5) tumor seminom se najranije javio u
devetoj godini, a najkasnije u petnaestoj
godini, sa prose¢nim uzrastom pasa od 10,8
godina, $to se poklapa sa nasim nalazom, gde
je pas bio starosti deset godina. Istrazivanje
koje nam govori o incidenciji tumora kod pasa,
obavljeno je na 232 pasa koja nisu pokazivala
nikakve simptome tumora testisa (4).

Ovo istrazivanje je obuhvatalo muzjake
svih rasa, razliite starosti, a uzeta su oba
testisa za patohistolosku analizu. Utvrdeno je
da je 27% pasa imalo tumor testisa, od kojih je
50% imalo tumor Leydigovih ¢elija, 42%
seminom, a svega 8% tumor Sertolijevih
¢elija. Takode, 31% od ukupnog broja obolelih
imao je kombinacije ovih tumora. Zajedno su
se najCeSée pojavljivali tumori Laydigovih
¢elija i seminom, potom tumor Leydigovih i
tumor Sertolijevih ¢elija, dok je kombinacija
seminoma 1 tumora Sertolijevih cCelija
zabeleZena u malom broju sluc¢ajeva. Sli¢no
ovim rezultatima, studija koju su izveli Gazin i
sar. (8), ukljucila je analizu 358 pasa, sa 447
tumora testisa u periodu od jedanaest godina.
Najces¢e detektovani tumori su bili tumori
Laydigovih celija (50,8%). Nasuprot tome, u
23,9% slucajeva prijavljuju seminom tumor, u
17,9% slucajeva tumor Sertolijevih celija i
7,4% mesovitih tumora germinativnih celija.
Analizom prikazuju da se 26 (7,6%) tumora
testisa razvilo iz  testisa  kriptorhida,
ukljuéujuci 16 (61,5%) tumora Sertolijevih
celija, 10 (38,5%) seminoma, i bez tumora
Laydigovih ¢elija.

Orhidektomija je preporucena metoda
odstranjivanja  testisa koji je zahvacen
tumorom, ali  postoji  mogucénost i
metastaziranja tumora pa je hemioterapija
takode jedan od mogucih terapijskih protokola
(9,10). lako su metastaze retka pojava, mogu
se pojaviti, a prognoza zavisi o veli¢ini 1
lokalizaciji metastaza.

Kriptorhizam pasa predstavlja
predisponiraju¢i faktor za nastanak tumora
testisa kod pasa. Vazna stavka klinickog
pregleda je i pregled genitalnog trakta muzjaka
pasa i rano otkrivanje pacijenata sa
dijagnozom kriptorhizma. Tumori testisa kod
pasa javljaju se u manjem procentu u klini¢koj
praksi. Zbog mogucih razli¢itih manifestacija,
moguc¢ih metastaza, potrebna je pravovremena
dijagnostika 1 hirurska intervencija
odstranjivanja istih. Patohistoloska analiza
promenjenih testisa je sigurna metoda za
predvidanje daljeg ishoda bolesti.
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SAZETAK

Peripartalni period kod krava predstavlja stanje metabolickog stresa koje se karakterise
razli¢itim negativnim efektima. U ovom radu su opisani inflamatorni procesi kod krava u
peripartalnom periodu. Naime, opisano je delovanje citokina, kao i interakcija citokina,
metabolita 1 jetre kao centralnog metabolickog organa. Prikazana je inflamacija tkiva u
peripartalnom periodu sa posebnim osvrtom na znacaj faktora nekroze tumora alfa (TNF-a). U
tom kontekstu, ispitan je uticaj aplikacije niacina kod krava na regulisanje inflamatornog
odgovora kroz merenje vrednosti TNF-a, haptoglobina i fibrinogena i poredenje sa kontrolnom
grupom. Smanjenje koncentracije TNF-a i haptoglobina pod uticajem niacina ukazuje na njegov
antiinflamatorni efekat, Sto sugeriSe na znacaj njegove primene kod krava u peripartalnom
periodu.

Klju¢ne reci: krave, inflamacija, niacin, TNF-a.
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ABSTRACT

The peripartum period in cows represents a state of metabolic stress characterized by
various negative effects. This paper describes the inflammatory processes in cows during the
peripartum period. Namely, it describes the action of cytokines, as well as the interactions of
cytokines, metabolites and the liver as the central metabolic organ. Tissue inflammation in the
peripartum period is presented with a particular focus on the importance of tumor necrosis factor
alpha (TNF-a). Within this context, the influence of niacin application in cows on the regulation
of the inflammatory response was examined by measuring the values of the TNF-a, haptoglobin
and fibrinogen and comparing it with the control group. The decrease in the concentration of
TNF-a and haptoglobin under the influence of niacin indicates its anti-inflammatory effects,
which suggests the importance of its use in cows in the peripartum period.

Key words: cows, inflammation, niacin, TNF-a

uvoD

Najces¢i zapaljenski procesi koji mogu
nastati u periodu rane laktacije su metritis
koga wuzrokuje zadrZzavanje posteljice 1
mastitis. Bilo koji od navedenih procesa, a
neretko i oba dodatno ozbiljno komplikuju i
otezavaju ve¢ optereCene metabolicke
procese homeorezom u puerperijumu. Stetni
efekat  zapaljenski  procesi ispoljavaju
stimulacijom simpatikusa kojom se pokrece
lipoliza, pri ¢emu je ujedno izazivaju i
odsustvo apetita i smanjen unos hrane (1).
Zapaljenski procesi su wuvek praceni
oslobadanjem proinflamatornih  citokina
(TNF-a, interleukin 1 i 6) iz leukocita.
Citokini stimuliSu aktivnost imunoloSkog
sistema, podizu telesnu temperaturu, pri
¢emu troSe visok procenat energije (2).
Inflamatorni procesi nepovoljno utiu i na
dejstvo insulina remeteci njegov metabolicki
zadatak stimulacije ulaska glukoze u ¢eliju,
Sto je posebno uocljivo kod krava sa
masnom jetrom.

Niacin ispoljava antilipoliticki efekat i
dovodi do smanjenja lipolize i insulinske
rezistencije u ranoj laktaciji i uti¢e pozitivno
na funkcionalni status jetre (3).

Ono §to je do sada malo poznato jeste da li
niacin pored antilipolitickog dejstva moze
imati i antiinflamatorno dejstvo i kako se
odrazava na stanje upale celog organizma.
Cilj ovog rada je bio utvrditi uticaj niacina
na inflamatorni odgovor kroz analizu i
pracenje medijatora upale, pri ¢emu su u
ovom radu ispitani faktor nekroze tumora
alfa (TNF-a), haptoglobin i fibrinogen.

MATERIJAL | METODE

Ogled je izvrSen na 30 krava HolStajn-
frizijske rase u drugoj i trecoj laktaciji, bez
znakova poremecaja zdravlja, uz
proizvodnju mleka oko 7500 litara. Krave su
gajene u slobodnom sistemu, na dubokoj
prostirci, ali se u tranzicionom periodu bile u
porodiliSu, gde je postojao vezani sistem.
Ishrana krava je obroc¢na, dok je u
porodiliStu posle partusa bila po volji
Niacin je aplikovan putem hrane per o0s.
Koris¢en je Rovimix®Niacin u dozi koja
omogucuje dostupnost u crevima oko 6-12g
niacina/dan (60-120g krava/dan u hrani).
Krv je uzimana venepunkcijom v.coccigea




kod krava u periodu pre jutarnjeg hranjenja
kako bi se izbegao prandijaini efekat na
vrednost metabolita.

Krv je uzeta u momentu teljenja, potom
jednu i dve nedelje nakon teljenja.

Odredivanje koncentracije TNF-a je vr§eno
pomoc¢u hemilumiscentne imunotest ELISA
metode. Koncentracija  fibrinogena je
odredivana pomocu sendvi¢ ELISA metode,
pri ¢emu je mikrotitarska ploca prethodno
obloZzena sa antitelom specificnim za
fibrinogen. Sli¢no kao u slu¢aju fibrinogena,
odredivanje koncentracije haptoglobina je
vr§eno pomocu sendvic ELISA metode, a
mikrotitarska ploca je prethodno obloZena sa
antitelom specifi¢énim za haptoglobin.

REZULTATI

Iz rezultata prikazanih u tabeli se jasno
uocava znacajan uticaj niacina na vrednosti
TNF- o i haptoglobina, dok se uticaj na
vrednost fibrinogena nije ispoljio. Na
osnovu analize rezultata iz tabele, potrebno
je bilo utvrditi da li kombinovani uticaj
aplikacije niacina i izmerene koncentracije
TNF-o kod krava utiCe na vrednosti
inflamatornih parametara u krvi krava, te je
utvrden znacCajan uticaj na vrednost
haptoglobina.

Tabela 1. Uticaj aplikacije niacina na vrednost inflamatornih pokazatelja TNF-a, haptoglobina i

fibrinogena

GRUPA

KONTROLA

NIACIN

Srednja

Zavisna varijabla N
vrednost

Std.

Srednja Std. Znacajnost

devijacija

vrednost

devijacija

t-test

45| 0,4554

TNF-a (pg/mL)

0,05391

45

0,2241

0,04472

<0,01

45| 0,8233

Haptoglobin(ng/mL)

0,14843

45

0,4602

0,08209

<0,01

45| 0,9397

Fibrinogen(ng/mL)

0,10900

45

0,9193

0,12349

NS

U analizi dijagrama rasturanja jasno
se uocava razdvajanje krava (zeleno su
oznaCene krave koje su primale niacin) u
odnosu na kontrolnu grupu krava (oznaceno
plavim). Izmedu haptoglobina i TNF-a
postoji pozitivna korelacija.

Analizom dijagrama rasturanja jasno
se vidi da postoji utvrdeni smer regresije, a
pored navedenog vidi se jasna podela
izmedu vrednosti ispitivanih parametara u
oglednoj i kontrolnoj grupi, §to govori u
prilog znacajnosti upotrebe niacina kao
antiinflamatornog medijatora.
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Grafik 1. Dijagram rasturanja
Haptoglobin/ TNF-alfa




DISKUSIJA

Citokini u jetri izazivaju stvaranje
pozitivnih proteina akutne faze (+AP),
haptoglobina, serumamiloida-A i
ceruloplazmina, a smanjuju  sintezu
negativnih protein akutne faze (-AP),
odnosno albumina, transferina,
apolipoproteina i retinol-vezujuceg proteina
(4). Pomenuti proteini su poznatiji kao
proteini akutne faze, a radi se 0 akutnofaznoj
reakciji koja ima ulogu zastite domaéina. U
bilo kom proizvodnom periodu krave su
izloZzene brojnim agensima, a da bi sve
Stetne nokse bile pod kontrolom, imunoloski
sistem mle¢nih krava je veoma aktivan,
posebno u periodu puerperijuma tj. pred
teljenje 1 na pocetku laktacije. Imunoloski
sistem se sastoji od urodenog i1 steCenog
imuniteta, a Celije koje sacinjavaju urodeni
imunitet su: leukociti, citokini, eikosandini.
Upravo su ove celije odgovorne za zastitu
organizma od samog rodenja (5). Vec je
istaknuto da akutni inflamatorni odgovor
direktno pokrece metritis 1 mastitis, Sto se
ubrzo odrazi na metabolizam, najpre masti i
glukoze. Naime, akutni inflamatorni
odgovor dovodi do povetanja nivoa
glukoze, prilikom Cega ovo povecanje traje
kratko i zatim nastaje hipoglikemija (6).
Posledica pojacane lipolize 1 razgradnje
masnog tkiva je povecanje koncentracije
NEFA u krvnoj plazmi. Visok nivo NEFA
kod akutnog inflamatornog odgovora moze
da pokrene inflamatorni put nuklearnog
faktora-kB (NF-kB) i ciklooksigenazne
puteve, te se  tako oslobadaju
proinflamatorni  citokini. Kako se u
podacima iz literature navodi, inflamatorni
put NF-kB je neki vid spone izmedu
inflamacije 1 metabolickih bolesti (7). Prema
navodima drugih autora (8), NF-kB
inflamatorni put je direktno ukljucen i igra
vaznu ulogu u nastanku insulinske
rezistencije. Sa drugog aspekta, NEFA i
TNF-o  aktiviraju kinazu koja dalje
fosforilise inhibitorni protein KB-b (IKK-p),
pri ¢emu ove promene dovode do izostanka
aktivacije protein kinaze B 1 uticu na

povecéanje prisustva transportnog molekula
za glukozu (GLUT-4). Time se povecva
osetljivost na insulin i samim tim smanjuje
insulinska rezistencija (9). Haptoglobin
putem formiranja kompleksa sa
hemoglobinom  ispoljava  bakterioloski
efekat, jer spreCava gubitak gvozda |
direktan je pokazatelj akutne inflamacije,
posto mu se tokom infekcije povecava
koncentracija (10). U ovom istrazivanju je
pokazan uticaj niacina na TNF-a i
haptoglobin, s obzirom da je niacin doveo
do znacajnog smanjenja vrednosti ovih
vaznih medijatora inflamacije. Dokazano je
da koncentracija haptoglobina uvek raste u
serumu krava sa mastitisom razliite
etiologije, te tako haptoglobin moze biti
jedan od pokazatelja zapaljenske reakcije
(11). Fokus interesovanja velikog broja
istrazivaca poslednjih godina upravo je
istrazivanje proteina akutne faze kroz ceo
peripartalni period. Saznanje o0 uticaju
haptoglobina na inflamaciju je poznato jo$
sa kraja dvadesetog veka, a ustanovljeno je
da se povecanje koncentracije haptoglobina
desava pre, za vreme 1 posle teljenja,
prilikom cega moze da potraje i do dva
meseca od partusa kod krava sa
inflamatornim procesima.

Haptoglobin i fibrinogen predstavljaju
pozitivne proteine akutne faze. Pored
poznate uloge fibrinogena u procesu
zgruSavanja krvi, dokazano je 1 njegovo
ucestvovanje u regulaciji zapaljenskog
procesa (12). U procesu hemostaze,
fibrinogen indukuje intracelularnu
mobilizaciju kalcijuma, utice na
fosforilaciju, aktivira NF-Kb, adheziju i
migraciju (13). Ve¢ dugi niz godina
fibrinogen se kod krava Kkoristi za
dokazivanje upalnih procesa kod
pneumonija, mastitisa, metritisa,
perikarditisa, endokarditisa, peritonitisa i
nefritisa (14). Za razliku od TNF-a i
haptoglobina (¢ije vrednosti su dvostruko
smanjene), vrednost fibrinogena se nije
znacajno menjala.

Osim fibrinogena, i citokini su odgovorni za

zapaljenske promene i samu aktivaciju
imunog sistema. Kod svih infekcija




nezavisno da li je re¢ o bakterijskoj,
virusnoj, parazitskoj ili gljivicnoj etiologiji,
podize se koncentracija svih citokina,
izmedu ostalih i  TNF-a. Prema
istrazivanjima viSe autora, zabeleZene su
primetno vise koncentracije TNF-a kod
krava sa upalnim procesima, posebno kod
onih kod kojih je eksperimentalno izazvana
pleuropneumonija (15). TNF-o belezi vise
vrednosti ¢ak i kod krava sa mastitisom, ¢iji
je uzroénik E.colli. U ovom radu je
zabelezen porast vrednosti TNF-o u
peripartalnom periodu, a isto tako je
pokazan i uticaj niacina na smanjenje
vrednosti ovog vaznog medijatora upale.
Prema podacima iz literature, pored TNF-a i
IFN-y takode izaziva aktivaciju makrofaga
(16) 1 belezi vise vrednosti kod upalnih
procesa multipne etiologije.

Pored pomenutih TNF-a i IFN-y citokina,
belezi se poveéanje 1 IL-1p 1 IL-6
neposredno pred teljenje, prilikom cega se
vrednosti ovih citokina ve¢ nedelju dana
nakon teljenja vrac¢aju u fizioloske. U nekim
ispitivanjima  utvrdeno je da  jaci
proinflamatorni odgovor na bakterijsku
infekciju nastaje baS u prvoj nedelji posle
teljenja, kada su vrednosti opisanih citokina
visoke (17). Proinflamatorni citokini sa
povecanjem koncentracije dovode do niza
poremecaja, pa se tako ¢esto mogu dovesti u
vezu i sa plodnosti kod krava. Naime, kod
krava koje su bile neplodne, izmerena je visa
koncentracija IL-1 (IL-la i IL-1B).
Pomenuti citokini se zatim dalje dovode u
vezu Ssa metabolickim poremecajem 1
prestrojavanjem u ranoj laktaciji, te
nastankom pojacane lipidne mobilizacije 1
ketogeneze (5).

Sasvim je izvesno da period rane laktacije
karakteriSe smanjenje koncentracije
albumina, hemoglobina i holesterola i pored
povecanog nivoa proinflamatornih citokina i
proteina akutne faze (18). Ako se zna da se
albumini stvaraju u jetri, a jetra je u
peripartalnom periodu maksimalno
optereCena, namece se zakljucak da je
snizena albuminemija u direktnoj korelaciji
sa opterecenom funkcijom jetre (6). Dakle,
produkcija albumina je smanjena za vreme

trajanja  inflamatornih i infektivnih
oboljenja, a kada je re¢ o medusobnom
uticaju  inflamatornih 1 metabolickih
poremecaja, dokazano je da povecana
koncentracija NEFA u plazmi moze uticati
na smanjenje efikasnosti limfocita (19).
Povecana koncentracija NEFA u cirkulaciji
kod mle¢nih krava moze indirektno izazvati
zapaljenje i uticati na intezitet i trajanje
zapaljenja, jer NEFA se Kkoriste kao
prekursori inflamatornih eikosandina,
poznatih medijatora zapaljenja.

Kod krava sa masnom jetrom je primecena
korelacija koja se dovodi u vezu sa
medusobnim  uticajem izmedu masne
infiltracije 1 povecanjem koncentracije
indikatora zapaljenja, najpre haptoglobina i
serumamiloida A (18). TNF-a takode prati
ovaj patofizioloski proces i dovodi se u vezu
sa masnom jetrom, s obzirom da mu se
povecava aktivnost. Medusobni odnos
izmedu indikatora zapaljenja 1 masne jetre
moze biti obostran, Sto je i pokazano kada je
vrSena parenteralna primena TNF-o u
trajanju od 7 dana, kod krava. Efekat je bio
u vidu dvostruko vece koncentracije
triglicerida, dok je sa druge strane pokazano
da inflamatorne promene dovode do
metabolickih poremecaja. Najvazniju ulogu
u izazivanju inflamatornog odgovora imaju
oksidativni stres i lipidi. Dokazano je da
ubrzani procesi lipidne peroksidacije mogu
dovesti do nastanka oksidativnog stresa sa
posledicom opadanja funkcije inflamatornog
1 imunolo8kog odgovora (20).

ZAKLJUCAK

Aplikacija niacina znacajno utice na
vrednost TNF-a i haptoglobina tako §to
dovodi do opadanja vrednosti ovih
medijatora upale. Sa druge strane, aplikacija
niacina nije imala statisticki znacajan uticaj
na vrednost fibrinogena kao pokazatelja
inflamacije. Ipak, dobijeni rezultati ukazuju
na pozitivan efekat primene niacina na
metabolicku adaptaciju krava u ranoj
laktaciji u kontekstu njegovog

antiinflamatornog dejstva
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SAZETAK

Traumatska koagulopatija u pasa kao izrazito endogeno stanje razvija se rano u
postraumatskom razdoblju (< 1 sat). Neposredna i rana smrtnost uzrokovane traumom posljedica
su primarno ozljeda mozga ili znacajnog gubitka krvi (hemoragi¢nog Soka), dok su uzroci kasnijoj
smrtnosti posljedica sekundarnih ozljeda mozga te neuspjeli imunoloski odgovor organizma
pacijenta.Prve nokse (hipoksija, hipotenzija, ozljede organa i mekih tkiva, frakture), a kasnije i
sekundarne posljedice (ishemija, reperfuzijske ozljede, operativni zahvati, infekcije) poticu
obrambeni odgovor organizma na doZzivljenu traumu. Obrambeni odgovor sastoji se od lokalnog 1
sustavnog oslobadanja pro-upalnih citokina, metabolita arahidonske Kkiseline, proteina
koagulacijskog sustava, komplementa i proteina akutne faze a takoder i hormonalnih medijatora.
Prema klinickim parametrima, takav imunoloski odgovor definira se kao sistemni upalni odgovor
(SIRS). Paralelno sa pro-upalnim medijatorima oslobadaju se i protu-upalni medijatori ¢ineci
takav odgovor kompenzatorno protuupalnim sindromom (CARS). Neravnoteza izmedu dva
navedena odgovora imunoloskog sustava, smatra se uzrokom posljedi¢ne disfunkcije organa
odnosno organizma kao i1 povecanu prijemljivost infekcijama. Akutna traumatska koagulopatija
(ATC) je dinamidan proces multifaktorijalne prirode. Cini se kako su opsezne ozljede tkiva u
kombinaciji sa sistemnom hipoperfuzijom dva glavna pokretata ATC. Medutim aktivacija
neurohormonalnog odgovora, sustavne upale i diseminiranihendotelnih oStec¢enja takoder mogu
imati bitnu ulogu kao Cimbenici razvoja. OSteCenje stanica endotela, nakupljanje leukocita,
diseminirana intravaskularna koagulopatija (DIC) sa smetnjama u mikrocirkulaciji vode do
apoptoze 1 nekroze stanica parenhimskih organa sa razvojem sindrome multiple organske
disfunkcije (MODS) odnosno do zatajenja viSe organa (MOF).
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Klju¢ne reéi: akutna traumatska koagulopatija, koagulacija, sindrom sustavnog upalnog odgovora,
diseminirana intravaskularna koagulopatija, reanimacija

ABSTRACT

Traumatic coagulopathy in dogs as a highly endogenous condition develops early in the
post- traumatic period (< l1hour). Immediate and early trauma mortality is primarily due to brain
injury or significant blood loss (hemorrhagic shock), while late mortality is caused by secondary
brain injury and failure of the patients immune response. First hits (hypoxia, hypotension, organ
and soft tissue injuries as well as fractures) and later, secondary hits (ischemia, reperfusion
injuries, surgery interventions, infections) stimulate patients defence response to experienced
trauma. The defence response consists of the local and systemic release of pro-inflammatory
cytokines, arachidonic acid metabolites, protein softhe contact phase and coagulation cascade,
complement and acute-phase proteins and also hormonal mediators. According to clinical
parameters such an immune response is defined as a systemic inflammatory response syndrome
(SIRS). In parallel with the pro-inflammatory mediators, anti-inflammatory mediators are
released making such a response the compensatory anti- inflammatory syndrome (CARS). An
imbalance between the two responses of the immune system is considered to be the cause of the
consequent organ disfunction as well as the increased susceptibility to infections. Acute
traumatic coagulopathyis (ATC) a dynamic process of a multifactorial nature. Combination of
the extensive tissues injuries as well as systemic hypoperfusion appear to be two major drivers
of ATC. However activation of the neurohormonal response, systemic inflammation and
disseminated endothelial damage may also play an essential role as development factors.
Endothelial cell damage, accumulation of leukocytes, disseminated intravascular coagulopathy
with disorders of microcirculation leads to apoptosis and necrosis of parenchymal organ cells
with development of multiple organ dysfunction syndrome (MODS), or multiple organ failure
(MOF).

Key words: acute traumatic coagulopathy, coagulation, systemic inflammatory response
syndrome, disseminated intravascular coagulation, resuscitation

POPIS KARTICA

ADP- adenozindifosfat

AMP- adenozinmonofosfat

aPTT- aktivirano parcijalno protrombinsko
vrijeme

ARDS- akutni respiratorni distres sindrom
(engl.

ATC- akutna traumatska koagulopatija (engl.

Acute traumatic coagulopathy)

ATP- adenozintrifosfat

Ca- kalcij

CARS- kompenzatorni protuupalni sindrom
(engl. Compensatory Anti inflammatory

Response Syndrome)

DIC- diseminirana intravaskularna
koagulopatija (engl. Disseminated
intravascular coagulation)

DNA- deoksiribonukleinska kiselina

F (V, VI, XII)- faktori zgruSavanja

F (V, VI, X, XI, XII) a- aktivirani faktori
zgrusavanja

FDP's- sibrinskirazgradni produkti (engl.
fibrindegradationproducts)

Htc- hematokrit

IC- ijatrogena koagulopatija




IL- (1,4, 6, 8, 10, 12, 13, 18, 1p) - interleukini
ISS- engl. Injury Severity Score

MARS- sindrom mjeSanog antagonistickog
odgovora (engl. Mixed antagonistic response
syndrome)

MMPF- migracijski faktor makrofaga
MODS- sindrom visestruke organske
disfunkcije (engl. Multiple Organ
DysfunctionFailure)

MOF- sindrom multiorganskog zatajenja
(engl. multiple organ failure)

PMNL- polimorfonuklearni leukociti
pPRBCs- engl.packed red bloodcells

UvoD

Trauma je definirana kao svaka fizicka
ozljeda uzrokovana djelovanjem vanjskih
mehanickih, fizickih, kemijskih 1 toplinskih
¢imbenika nanesena covjeku ili zivotinji (1).
Fizicku ozljedu mogu wuzrokovati sve
nepenetrirajuce (tupe), odnosno
penetrirajuce traume. Tupe ozljede ukljucuju
traumu uzrokovanu naletom vozila, gnjecne
te kompresijske ozljede (2).

Postraumatsko krvarenje i dalje je
jedan od glavnih uzroka smrti. Masivno
krvarenje  ¢ini  30-56%  prehospitalnih
posttraumatskih smrti dok je koagulopatsko
krvarenje jedno od glavnih uzroka smrtnih
sluc¢ajeva koji se mogu sprijeciti u prva 24
sata nakon traume (3). Posttraumatsko
krvarenje inducira ranu smrtnost na nac¢in da
produljuje vrijeme krvarenja i smanjuje
stupanj prokrvljenosti. Smrt obi¢no nastupa
u prvih 6 sati od traume. Po dolasku na hitni
prijam, u jednog od Cetiri pacijenta, je
utvrdeno hemostatsko 1 hemodinami¢no
iscrpljivanje §to se moze okarakterizirati kao
koagulopatija izazvana traumom koja se
moze razlikovati kao akutna traumatska
koagulopatija (ATC) i/ ili ijatrogena
koagulopatija (IC) (4). Akutna traumatska
koagulopatija predstavlja endogeno stanje
hipokoaguloacije koje se javlja manje od
jednog sata nakon traume. Nastaje kao
posljedica ozljede tkiva 1 sustavne

PT- protrombinsko vrijeme

ROTEM- rotacijska tromboelastografija
SIRS- sindrom sustavnog upalnog odgovora
(engl.systemicinflammatoryresponsesyndrome)
TEG- tromboelastografija

TNF- faktor tumorske nekroze (engl. tumor
necrosisfactor)

t-PA- tkivni aktivator plazminogena

TTP- ukupni proteini u serumum

u- PA- urokinazi slican aktivator
plazminogena

VWEF- von Willebrandov faktor

hipoperfuzije, a fenotipski se manifestira
kao sustavna hipokoagulacija i
hiperfibrinoliza.

Smrtnost (10-30%) koja se javlja u
naredna 24 sata prvenstveno se pripisuje
hipoksiji 1 hipovolemiji uslijed neprekidnog
unutarnjeg krvarenja. Uzrok smrti su
koagulopatijom uzrokovan gubitak krvi
odnosno zatajenje rada srca i1 krvozilnog
sustava. Ukoliko pacijenti prezive prva 24
sata nakon pretrpljene traume naknadno
mogu dozivjeti sepsu, sindrom disfunkcije
visSe organa (MODS) a naposlijetku 1 smrt
(5).

Prepoznato je da aktiviranje kaskade
koagulacije uobicajen ishod nakon traume, a
tezina ozljede i stupanj Soka proporcionalni
su stupnju koagulopatije. Klinicko 1
laboratorijsko iskustvo pokazalo je da
odstupanja u kaskadi koagulacije imaju
glavnu ulogu u posredovanju rane (< 24
sata) odnosno kasne (> 24 sata)
postraumatske ~ smrtnosti  (6).  Kasnija
smrtnost  posljedica  je  sposobnosti
koagulacije da modulira imuno-upalni
odgovor koji naposlijetku dovodi do razvoja
akutne ozljede pluca, sepse i MODS-a. lako
nisu u potpunosti razjasnjeni mehanizmi
odgovorni za ovu traumatsku koagulopatiju,
smatra se da su multifaktorijalni i vremenski
osjetljivi u prirodi, a u interakciju su
ukljuene sve komponente hemostaze i

upalnog sustava.



Lokalna hemostaza i tromboza za cilj imaju
potaknuti fiziolosko cijeljenje rane i
imunosni odgovor. Ako se sistemna upala
nadvlada velikim oSte¢enjem tkiva 1
hipoperfuzijom tada oba procesa poticu
razvoj sistemne diseminirane
intravaskularne koagulopatije (DIC) koja je
povezana sa patoloSkom fibrinogenlizom
(5). Takoder je opisano kako je ATC
proporcionalna stupnju tezine ozljede (ISS),
te se razvija neovisno O primjeni

MATERIJAL | METODE (Pregled rezultata
dosadasnjih istrazivanja)

FIZIOLOGIJA HEMOSTAZE

Hemostaza je proces zaustavljanja
krvarenja iz oStecene krvne zile. U taj su
proces ukljuc¢eni vaskularni, trombocitni 1
plazmatski faktori, a na Kkraju nastupa
fibrinoliza.

Vaskularni faktori

Lokalnom vazokonstrikcijom smanjuje
se gubitak krvi zbog ozljede krvne zile.
OsteCena stijenka krvne zile pokrece
aktivaciju i prijanjanje trombocita te
stvaranje fibrina sa ciljem stvaranja ugruska

(9).

Trombocitni faktori

Trombociti su krvne plocCice, bez
jezgre, koje nastaju u koStanoj srzi iz
prekurzorskih stanica megakariocita.
Njihovu tvorbu iz megakariocita potice
trombopoetin. U cirkulaciji su slobodni i
zivotni vijek im je 7-10 dana, dok se 1/3
trombocita nalazi sekvestrirana u slezeni.
Trombociti u sebi imaju granule: o granule
koje sadrze vWF (von Willebrandov fakor) 1
faktor V (aktivirani faktor V postaje
kofaktorXa u kompleksu koji aktivira
protrombin) te zbijene granule koje sadrze
serotonin i adenozindifosfat (ADP) koji je
vazan za aktivaciju okolnih trombocita a
takoder potiCe stvaranje tromboksana Az (9).
Kako je prije navedeno, po oStecenju

prehospitalne tekuéine sa posljedi¢nim

razvojem hemodilucije a povezuje se sa
pove¢anim rizikom za ranu smrt (7).
Prisutnost akutne traumatske koagulopatije
ometa reanimativne napore, pogorsava
gubitke  krvi, poveéava potrebu za
transfuzijom te produljuje hipoperfuziju
odnosno povecava rizik od razvoja trajnog
hipovolemijskog Soka ¢ime izravno utjeCe
na ishod traume (8).

endotela trombociti prianjaju na oSte¢enu
intimu (VWF) 1 usidre se na Zilnu stijenku. U
dodiru sa VWF endotel mijenja
konformaciju 1 veze se sa trombocitima 1
aktivira 1h. Trombociti pocinju bubriti,
poprimaju nepravilne oblike sa izdancima,
postaju ljepljivi te otpuStaju medijatore
pohranjene u zrncima. Na taj nacin
trombociti tvore povrSinu za slaganje 1
aktiviranje koagulacijskin kompleksa sa
stvaranjem trombina. Trombocite povezuje
fibrinogen koji se veze na glikoproteinske
receptore na trombocitima.  Trombin
pretvara fibrinogen u fibrin, a fibrinske niti
vezu agregirane trombocite ¢ime se
ucvrséuje trombocitno- fibrinski hemostatski
¢ep. Nekoliko sati kasnije dolazi do
retrakcije ugruska (10).

Aktivacija plazmatskog kaskadnog sustava

Pro-upalni  medijatori, citokini te
metaboliti arahidonske kiseline kao i toksini
aktiviraju plazmatski kaskadni sustav koji se
sastoji od:  kaskade  komplemenata,
kalikrein-kinin sustava i kaskade
zgruSavanja krvi. Klasicni put aktivacije
komplementa poti¢e kompleks antigen-
protutijelo (Ag-Pt) (imunoglobulini razreda
M ili G) ili aktivirani faktor zgruSavanja
FXlla, dok bakterijski produkti aktiviraju
alternativni put. Opsonini su vazni za proces
opsonizacije =~ vezanjem na  povrSinu
patogena, odnosno potrebni su za fagocitozu
stanicnog detritusa 1 bakterija. Sa druge
strane anafilatoksini (C3a 1 C5a) poticu
kemotaksiju (ameboideno kretanje prema
kemoatraktantu) aktiviranjem fagocitnih




stanica  (polimorfnonuklearnih  leukocita,
monocita, makrofaga), pojacavaju jetreni
odgovor na akutnu fazu. Osim navedenog
takoder potiCu degranulaciju masnih stanica
i bazofila sa posljedi¢nim oslobadanjem
vazoaktivnih  medijatora (histamina) te
poticu adheziju leukocita na endotelne
stanice krvnih zila Sto poveéava njihovu
propusnost sa nastankom edema (9).
Plazmatski proteini FXII, prekalikrein,
kininogen i faktor Xl predstavljaju dio
kontaktne faze. FXII i prekalikrein se
medusobno aktiviraju pa nastaje FXlIla 1
kalikrein. Aktivirani FXIla potice kaskadu
komplementa klasicnim putem. Kalikrein
poti¢e fibrinolizu na dva nacina, prvo
poticanjem pretvaranja plazminogena u
plazmin, odnosno aktivacijom urokinazi
slicnom aktivatoru plazminogena (u-PA) uz
kofaktor tkivnog aktivatora plazminogena (t-
PA). Aktivirani vanjski odnosno unutarnji
put zgruSavanja pokrece =zajednicki put
zgruSavanja koji dovodi do stvaranja
fibrinskog ugruska kao zavrSnog koraka u
hemostazi. Stvaranje fibrinskog ugruska
odvija se u tri faze.

Fibrinoliza

Fibrinoliza predstavlja otapanje
ugruska a bitna je da se sprijeci Sirenje
ugruska. Nakon uspostavljene hemostaze,
oslobadanjem faktora rasta iz aktiviranih
trombocita popravlja se osteCena stijenka
krvne zile. Formirani tromb u sebi ima
ugraden plazminogen (protein plazme) koji
se razgraduje pod utjecajem enzima
plazmina i tkivnog aktivatora plazminogena
(t-PA). Tkivni aktivator plazminogena (t-
PA) oslobada se iz okolnih endotelnih
stanica kao odgovor na stazu krvi odnosno
na prisutnost trombina. Plazminogen se
posredovanjem t-PA pretvara u plazmin koji
se veze na fibrin kojeg razgraduje na
fibrinske razgradne produkte (FDP's, engl.
Fibrin degradation products) $to dovodi do
otapanja ugruska. Razgradne produkte
fibrina, trombocite i preostali stani¢ni debris
fagocitira monocitno-makrofagni  sustav.
Postoji vise aktivatora plazminogena. Tkivni
aktivator plazminogena (t-PA) podrijetlom

iz endotelnih stanica, je vrlo ucinkovit kada
se veze sa plazminogenom na fibrinski
ugrusak. Drugi oblik je jednolancana
odnosno dvolan¢ana urokinaza (u-PA).
Jednolan¢ana urokinaza ne moze aktivirati
slobodni plazminogen, ali slicno kao t-PA,
brzo ga aktivira vezana na fibrin. Urokinazu
lu¢e epitelne stanice izvodnih puteva
(bubrega, ili mlije¢ne zlijezde) gdje
predstavlja fizioloSku kontrolu fibrinolize

(9).

ETIOLOGIJA NASTANKA
TRAUMATSKE KOAGULOPATIJE

PrijaSnje teorije u vezi traumatske
koagulopatije zagovarale su da njen uzrok
lezi u gubitku 1 disfunkciji odnosno
razrjedenju faktora zgrusavanja i trombocita.
Uzrok gubitka pripisivao se obilnim
krvarenjima te potros$nji faktora koagulacije
i trombocita. Hemodilucija kao posljedica
obilne tekucinske terapije zajedno sa
inhibitornim ucincima konkurentne
metabolicke acidoze i1 hipotermije takoder
doprinose  navedenim  gubitcima  (11).
Trenutno shvacanje, stvoreno na temelju
viSegodiSnjih istraZzivanja i1 meta analiza,
akutnu traumatsku koagulopatiju tumaci kao
endogenu koagulopatiju koja je u direktnoj
vezi sa nastalim Sokom kao posljedica
traume, a razvija se unutar 30 minuta nakon
traume (12). Utvrdeno je da nastaje prije
pokusaja ozivljavanja odnosno prije utjecaja
popratne metabolicke acidoze i hipotermije,
te da je neovisna o gubitku, potrosnji i1
razrjedenju faktora zgruSavanja i trombocita
(13). U novije vrijeme ovaj fenomen navodi
se kao "ATC” rana koagulopatija traume,
odnosno “akutna koagulopatija traume
Soka”, a u preostalom dijelu ovog rada
oznacit ¢emo je kao ATC odnosno akutna
traumatska koagulopatija. Traumom
posredovana  koagulopatija moZe @ se
definirati i kao nemoguénost koagulacijskog
sustava u odrZavanju homeostaze nakon
traume. Poremecaji u zgruSavanju mogu se
uoCiti ve¢ u hiperakutnoj postraumatskoj
fazi (12). Traumatska koagulopatija nastaje
kao posljedica ozljede tkiva i sustavne
hipoperfuzije, a karakterizira ju sustavna




antikoagulacija 1 hiperfibrinoliza (12).
Trenutno se navode 3 hipoteze kojima se
pokuSava objasniti mehanizam nastanka
ATC kao stanja hipokoagulacije i
hiperfibrinolize a ukljucuju DIC
fibrinolitickog fenotipa, trombomodulin-
trombin sustav aktiviran putem proteina C
kao i1 znacajan simpati¢ki odgovor preko
nadububreznih zlijezda koji za posljedicu
ima ostecenje endotela izazvano
katekolaminima (14).

Hipoteze nastanka traumatske
koagulopatije

Prema danaSnjim saznanjima
prevladavaju 3 hipoteze kojima se pokuSava
objasniti osnovni patofizioloski mehanizam
razvoja akutne traumatske koagulopatije sa
klinickom manifestacijom razvoja sustavnog
stanja smanjenog zgruSavanja krvi sa
hiperfibrinolizom.

1. Prva hipoteza tvrdi kako je ATC
fenotipska varijacija klasi¢cnog DIC-a.

DIC se u pocetku manifestira viSe kao
protromboti¢ko 1 hiperkoagubilno stanje
koje, ukoliko osnovni uzrok potraje,
napreduje u hipokoagubilni i hemoragicni
poremecaj. MiSljenici ove teorije zagovaraju
kako u prvih 24-48 sati nakon traume
pacijenti dozivljavaju DIC fibrinolitickog
fenotipa. Nakon isteka navedenog vremena
osnovni koagulopatski uzrok napreduje u
DIC tromboti¢kog fenotipa (14).

2. Suprotno  prvoj hipotezi, druga
hipoteza tvrdi kako ATC u pocetku nije
potrosna koagulopatija, ve¢ je posljedica
smanjene razgradnje trombina i povecane
aktivnosti trombomodulina Sto uzrokuje
povecanu aktivaciju trombin-
trombomodulin protein C antikoagulantnog
puta (12). Primarni stimulatori nastanka
ATC-a u ovoj hipotezi, smatraju se, teske
ozljede tkiva i hipoperfuzija.

3. Neurohormonalna hipoteza objasnjava
ulogu posttraumatskog simpato-adrenalnog
odgovora sa posljedi¢nim katekolaminima
induciranog ostecenja endotela kao sastavnu

komponentu fenotipskog izrazavanja akutne
traumatske  koagulopatije. Trauma sa
oSte¢enjem  tkiva pobuduje  simpato-
adrenalni  odgovor sa  posljedi¢nim
otpustanjem katekolamina u cirkulaciju.
Cirkulirajuéi katekolamini direktnim
oStecenjem glikokaliksa endotela,
omogucavaju lokalnoj hemostazi djelovanje
na mjestu ozljede. Kako bi se sprijecilo
sistemno zgrusavanje 1 ocuvala lokalna
perfuzija, organizam pokuSava uravnoteZiti
uc¢inke  protrombotickog endotela  sa
antikoagulobilnim 1 fibrinolitickim
odgovorom u tekucoj fazi (puna krv) (15).

Pokretaci traumatske koagulopatije

Utvrdeno je Sest kljucnih faktora koji
utjecu na razvoj ATC: tkivna ozljeda,
hipoperfuzija, sistemni upalni odgovor,
metabolicka  acidoza, hipotermija, te
hemodilucija. Unato¢ navedenim
¢imbenicima, u svijetu su kao dva glavna
pokretaca nastanka ATC-a prihvaceni Sok
(kao posljedica tkivne hipoperfuzije) te
stupanj ostecenja tkiva (16).
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AKUTNA TRAUMATSKA KOAGULOPATIJA

stanje sustavne hipokoagulacije i hiperfibrinolize

Slika 1. Pokretac¢i akutne traumatske
koagulopatije (8).




PATOFIZIOLOGIJA

Teorija dva udarca (two hit-theory)

Odgovor organizma na ozljedu, kao
kompleksne kaskadne reakcije, stimuliran je
primarnim i sekundarnim inzultima (teorija
dva udarca). Trauma, ozljeda ili fraktura,
zahva¢a primarni organ sa posljedi¢nim
lokalnim oSteenjem i sustavnim upalnim
odgovorom (prvi udarac, opterecenje traume).
Na pokretanje 1 jainu post traumatskih
komplikacija  presudnu ulogu imaju i
sekundarni endogeni te egzogeni faktori. U
tipicne  endogene  faktore  (antigensko
opterecenje) ubrajamo respiratorni distres sa
posljedicnom hipoksijom, kardiovaskularni
kolaps, metabolicku acidozu, ishemiju
odnosno reperfuzijske ozljede te odumrlo
tkivo, kontaminirane  katetere  odnosno
kontaminirane tubuse kao i infekcije (17).
Kirur§ke intervencije rana sa  teSkim
oStecenjem tkiva, pothladenost odnosno
krvarenje sa gubitkom krvi, neadekvatna i
zakaSnjela kirurSka odnosno intenzivna njega
zapustenih ozljeda, kao 1 obilna transfuzija
predstavljaju egzogene sekundarne udarce
(intervencijsko odnosno kirurSsko opterecenje)
(18). Raznovrsnost jatine ozljeda (kontuzije,
laceracije, lomovi) u kombinaciji sa
posljedicnom perfuzijom organa utjecu na post
traumatski sustavni upalni odgovor. Najveca
stopa razvoja SIRS-a zabiljezena je u
pacijenata sa izoliranim ili kombiniranim
teskim ozljedama glave (19).

Sindrom sistemne upalne reakcije (SIRS)
Ostecenje tkiva razvija se
proporcionalno tezini ozljede (eng. Trauma
load), genetskim faktorima (genski
polimorfizam), dispoziciji organizma, kao i
lokalno te sustavno proizvedenim proupalnim i
protuupalnim citokinima te fosfolipidima Sto
takoder ovisi 1 o vrsti antigena (eng. Antigenic
load). U  kompleksnom  imunoloskom
odgovoru, lokalno i sustavno,  sudjeluju
proupalni  citokini, sustav komplementa,
proteini kontaktne faze i koagulacijske
kaskade, neuroendokrini medijatori kao i
lokalno  nakupljanje  imunokompetentnih
stanica. Citokini su polipeptidi pleiotropnog
afiniteta koji djeluju parakrino i autokrino.

Hiperakutni citokini (TNFa i IL-1B) djeluju
nakon 1-2 sata, a postoje i subakutni
(sekundarni) citokini: IL-6, IL-8 (NAF- peptid
koji aktivira neutrofile), MMF-migracijski
faktor makrofaga, 1L-12 i IL-18.

Povisene serumske razine TNFa, IL-13
ili IL-8 uoCene su u pacijenata sa sistemnom
upalom, zatim u tekucini  dobivenoj
bronhoalveolarnomlavazom u pacijenata sa
traumom prsnog kosa ili u slucajevima
akutnog respiratornog distres  sindroma
(ARDS). Osim navedenih  parametara,
serumske vrijednosti IL-6 koreliraju sa 1SS
(injury severity score) te sa ucestalo$¢u
razvoja MODS-a, ARDS-a, sepse i njihovih
nepovoljnin  ishoda (20). T-pomo¢nicki
limfociti se pod utjecajem  antigena
diferenciraju u Twl i Tw2 limfocite. THl
limfociti podrzavaju proupalnu kaskadu tako
Sto poticu sekreciju IL-1, interferona-y i TNF-
B. Za razliku od njih, T2 limfociti su vazni za
stvaranje protu-upalnih medijatora. Monociti /
makrofagi su preko sekrecije IL-12 uklju¢eni u
diferencijaciju ~ Twl limfocita. Potisnuta
proizvodnja IL-12, nakon traume, ukazuje na
pomak u omjeru Thl/ Tw2 u Korist Tn2
limfocita Sto ima nepovoljan klinicki ishod
(21). Proupalni citokini aktiviraju privlacenje i
fagocitnu  aktivnost  polimorfonuklearnih
leukocita (PMNL) u prvih nekoliko sati, a
takoder ih stimuliraju na oslobadanje proteaza
i slobodnih kisikovih radikala (oksidativni
stres) (22). PMNL sa jedne strane poticu
monocitno-, granulocitnu poezu, dok sa druge
strane smanjuju apoptozu PMNL u tijeku
sepse i SIRS-a. Na smanjenje apoptoze
neutrofila djeluju i neki drugi proupalni
medijatori na nacin da poticu nakupljanje
polimorfonuklearnih  leukocita na mjestu
lokalnog tkivnog ostecenja.
Mehani¢ko oStecenje stanica kao i oStecenje
nastalo kao posljedica hipoksije utjecu na
unutarstaniénu  koncentraciju kalcija (Ca?*).
Uslijed povecanja koncentracije
intracelularnog  kalcija (Ca?*) dolazi do
aktivacije fosfolipaze A> (PLA:) i fosfolipaze
C (PLC) (23). Navedeni enzimi kataliziraju
oslobadanje arahidonske kiseline iz
fosfolipidne membrane, a aktivacijom enzima
ciklooksigenaze proizvode se prostangladini
(PGE>), leukotrieni B4 (LTB4) i tromboksani




Az. Vaznost navedenih metabolita sastoji se u
tome Sto su ukljuceni u privlaenje upalnih
stanica, regulaciju permeabilnosti krvnih zila
kao 1 nakupljanje i aktivaciju trombocita te
makrofagnu aktivnost. Intenzivna  upalna
reakcija dovodi do klinicke manifestacije
SIRS-a sa posljedi¢nim razvojem MODS-a i
MOF-a (24).

Kompenzatorni protuupalni odgovor (CARS)
Ovisno o tezini ozljede 1 posljedicnom
postraumatskom tijeku oslobadaju se i
protuupalni  medijatori. Tnx2 limoficiti i
monociti / makrofagi oslobadaju IL-4, IL-10,
IL-13 ili TGF-P (transformirajuc¢i faktor rasta-
B). Serumska razina IL-10 korelira sa ISS i
razvojem postraumatskih komplikacija
(MODS, ARDS ili razvojem sepse) (25). U
ranoj fazi postraumatskog tijeka uocena je
limfocitopenija  koja se  povezuje sa
morbiditetom i ishodom traume. Navedena
limfocitopenija moZe biti povezana 1 sa
porastom apoptoze potaknute  stresnim
hormonima (steroidima) 1 smréu stanica
proteina (26). U ranoj fazi postraumatskog
tijeka uoCena je limfocitopenija koja se
povezuje sa morbiditetom i ishodom traume.
Navedena limfocitopenija moze biti povezana
i sa porastom apoptoze potaknute stresnim
hormonima (steroidima) 1 smréu stanica
proteina (26). Imunoloski odgovor domacina
pokusava uspostaviti ravnotezu izmedu SIRS-a
i CARS-a, sa jedne strane izazivajuci
mehanizme reparacije 1 onemogucéavanjem
ulaska odnosno preopterecenje
mikroorganizmima, a sa druge strane
izbjegavaju¢i  auto-agresivnu  upalu  sa
sekundarnim oSte¢enjem tkiva i1 posljedicnom
prijemljivos¢u na infekciju (27). Ovakvi
mjeSoviti upalni mehanizmi nazivaju se
sindromom mijeSanog antagonistickog
odgovora (engl. MARS- mixed antagonistic
response syndrome) (28).

Ishemija i reperfuzijska ozljeda

Sistemna hipoksemija i hipotenzija, lokalna
hipoperfuzija uzrokovana kontuzijama,
laceracijama, te ozljedama krvozilja, vode u
nedostatak kisika u endotelu, parenhimu te
stanicama imunoloSkog sustava koji takve
promjene pokusavaju kompenzirati

intracelularnom degradacijom APT-a
(adenozintrifosfat) u AMP
(adenozinmonofosfat). Posljedi¢no stani¢noj
potrosnji ~ ATP-a  dolazi do  porasta
unutarstaniénog  natrija  (Na®"), bubrenja
stanice ali i do promjene u permeabilnosti
stanicne membrane uslijed promjena u
»energiji ovisnoj* Na/K ATP-aznoj pumpi.
Nadalje, deficit ATP-a utjeCe na povecéanje
citosolnog Ca?* sa metaboli¢kim utjecajem na
razinu  glukoze, proteina, oslobadanje
neurotransmitera i hormona, sa aktivacijom
enzima kao S§to su fosfolipaze, proteaze i
endonukleaze. Opisani  slijed dogadaja
uzrokuje dezintegraciju stanicne membrane sa
oStecenjem DNA. Navedena ireverzibilna
stani¢na oStecenja (apoptoza i nekroza) nastala
kao posljedica manjka energije, uocavaju se u
produljenih, dugotrajnih  krvarenja i u
slu¢ajevima nedetektiranih ozljeda krvnih Zila.
Reperfuzijska  ozljeda, kao posljedica
sekundarnih oStecenja organa 1 tkiva, javlja se
uslijed nakupljanja hipoksantina koji se u nizu
metabolickih reakcija razgradi u mokra¢nu
kiselinu koja reagira sa slobodnim kisikom u
stanici. Produkti ovakvog metabolizma su
vodikov peroksid (H20>) i hidroksilni ion (OH
). Navedeni spojevi utjecu na homeostazu
stanice i unutarstani¢ne koncentracije Ca?®*.
Poticu peroksidaciju lipida stanicne membrane
1 dezintegraciju DNA sa posljedicnom
apoptozom odnosno nekrozom zahvacenih
stanica (enotelnih, parenhimskim, i stanica
imunoloSkog sustava) (29).

Diseminirana intravaskularna koagulopatija
(DIC)

Prema definiciji diseminirana intravaskularna
kagulopatija je steCeni sindrom razli¢itih
uzroka kojeg Kkarakterizira intravaskularna
aktivacija koagulacije sa gubitkom
lokalizacije. Navedeni sindrom moZe nastati
podrijetlom oSte¢enja mikrocirkulacije koje
ukoliko je znatno moZe uzrokovati zatajenje
organa (30). DIC je klinicki sindrom koji
uzrokuje hipokoagulaciju preko upale i
hemostaze. Aktiviranjem koagulacije
akumuliraju se trombin i fibrin §to rezultira
trombozom malih 1 srednjih krvnih Zila.
Spomenuti slijed dogadaja moze biti uzrokom
multiorganske disfunkcije organa.




Diseminirano  stvaranje  trombina  troSi
trombocite, faktore zgrusavanja te regulatorne
faktore (antitrombin). Opisani sindrom javlja
se u nekoliko faza: subklinickoj fazi, fazi
zatajenja organa te u ,,otvorenoj fazi odnosno
krvarenju (31).

Sindrom viSestruke disfunkcije organa
(MODS)

Razvoj fizioloske i sistemne upale nakon
traume sa zatajenjem obrambenog sustava
domac¢ina povezan je sa nepovratnim
oSteCenjem organa 1 visokom stopom
smrtnosti. Takva upala moze se opisati kao
preopterecenje primarnih i sekundarnih inzulta
sa neravnotezom izmedu pro-upalnih i protu-
upalnih medijatora (32). Ostecenje endotela
stanica, disfunkcija vaskularne permeabilnosti
sa kapilarnim curenjem, poremetnje u
mikrocirkulaciji sa stani¢nom hipoksijom te
naposljetku apoptozom i1 nekrozom zahvacéenih
stanica, tkiva i parenhima, sudjeluje u
viSestrukom zakazivanju funkcije organa
(MODS) odnosno zatajenju viSe organa
(MOF- multiple organ failure).

KLINICKA SLIKA
Sok kao posljedica krvarenja cCesta je
komplikacija traumatskih ozljeda.

Hipovolemijski odnosno hemoragijski Sok
nastaje zbog smanjenja ukupnog volumena
krvi. Podrazumijeva stanje hipoperfuzije
organa uslijed kojeg dolazi do oStecenja
stanica 1 njihove smrti. Opisana su tri klinicka
stadija Soka: kompenzacijski stadij, rani
dekompenzacijski i dekompenzacijski stadij
(10). Klini¢ki znakovi kompenzacijskog Soka
su: tahikardija, tahipneja, zazarene sluznice,
ubrzano vrijeme ponovnog punjenja kapilara,
normalni ili poviSeni krvni tlak, a periferni
puls je oslabljen 1 brz. Ekstremiteti i uSke su
hladni i znojni (33). Klinicki znakovi rane
dekompenzacijske faze Soka su: tahikardija,
hipotenzija,  blijede  vidljive  sluznice,
produZzeno vrijeme ponovnog punjenja
kapilara, normalni ili smanjeni pulsni tlak te
hipotermija. Klini¢ki znakovi
dekomopenzacijskog Soka su: bradikardija,
blijede odnosno cijanoticne sluznice, slab ili
odsutan puls, jaka hipotermija, anurija te

koma. Ovisno o tipu krvarenja (unutarnje ili
vanjsko), stupnju i akutnosti istoga, pacijenti
mogu iskazivati prethodno navedene simptome
Soka. Takoder se mogu javiti sistemni znakovi
anemije 1 hipoproteinemije. Takoder Cesta
komplikacija koja se javlja je i DIC. U
stanjima u kojima se sistemna upala nadvlada
velikim oSte¢enjem tkiva i hipoperfuzijom,
dolazi do razvoja DIC-a. U krvarenju se
aktivira kaskada koagulacije koju karakterizira
koagulopatija potrosnje, dolazi do nedostatne
kontrole zgrusavanja te povecane
fibrinogenolize. Uslijed pojaanog stvaranje i
aktivacije krvnih ugrusaka ostec¢uje se endotel
mikrocirkulacije. U stanju DIC-a krv se moze
pojacano gruSati 1 stvarati mikro trombe
(hiperkoagulacija) odnosno uslijed potrosne
koagulopatije = mogucnost zgruSavanja je
smanjena (hipokoagulacija) (30). Klinicki
znaci DIC-a ukljucuju: krvarenje iz nosa, krv u
oku, petehije, ekhimoze, ubrzani srcani
otkucaji, otezano disanje, ubrzano disanje te
abnormalno krvarenje iz tjelesnih otvora (33).

DIJAGNOSTICKA PROCJENA AKUTNE
TRAUMATSKE KOAGULOPATIJE
Podatci dobiveni iz humane medicine,
pokazuju da 10-25% bolesnika sa traumom
dozivi ATC koja se ocituje u produljenom
krvarenju, odnosno produzivanju napora
zaustavljanja krvarenja, promicanju sepse te
poveéava smrtnost za 4 puta. Cinjenica da je
akutna traumatska koagulopatija dinami¢ne
prirode 1 progresivnog karaktera kroz razlicite
faze koagulopatije, predstavlja izazov za brzo i
u¢inkovito otkrivanje ATC-e. Osim toga mora
se razmotriti kako svaka faza ove dinamicne
koaguloaptije moze =zahtijevati svojstveno
razli¢ite krvne proizvode sa ciljem smanjenja
trenutne koagulopatije (14).

Da bi se suzbili u¢inci ATC 1 povecala stopa
prezivljavanja, neophodno je biti u
moguénosti:

Identificirati akutnu traumatsku koagulopatiju
u prvom satu od trijaZe pacijenta

Uspostaviti ciljanu terapiju odgovarajuim
sredstvima koja sadrze krv te sprjeCavaju
daljnje aktualno krvarenje (34)




Kako postaviti dijagnozu ATC u
veterinarskog pacijenta?

Nazalost nema standardnog, odobrenog testa
odnosno indeksa predvidanja, niti u
humanoj niti u veterinarskoj medicini, za
pouzdano i/ili to¢no prepoznavanje akutne
traumatske koagulopatije. Viskoelasti¢ni
testovi (TEG i ROTEM) osjetljivi su za rano
otkrivanje ATC, no vecina veterinarskih
klinika 1 stanica trenutno nema na
raspolaganju pristup navedenim testovima.
Zbog toga je postavljanje dijagnoze akutne
traumatske  koagulopatije = u  naSih,
veterinarskih, pacijenata poprili¢no
izazovno. MoZe se temeljiti na klinickoj
prosudbi i intuiciji uzimaju¢i u obzir
pacijentovu povijest bolesti, stanja po
dolasku u ambulantu kao 1 prema pocetnim
laboratorijskim podatcima (BD,
koncentraciji laktata, krvni tlak, aPTT/PT).

REANIMACIJSKE STRATEGIJE

Kontrola hemostaze

Rani i brzi pristup zaustavljanju krvarenja,
jedan je od glavnih prioriteta prilikom
sanacije hemoragijskog Soka. Medutim,
navedeni pristup cesto je kompliciran i
otezan zbog nepristupacnosti samom mjestu
krvarenja. Krvarenja koja se nalaze na
ekstremitetima, s druge stane, jednostavno
su dostupna te se mogu provesti zahvati
“rane hemostaze”, kao Sto su kompresija,
postavljanje hemostatskih povoja, sredstava
ili ¢ak podveza na proksimalnim arterijama
(35). U pasa 1 macaka, pod kompresijske
rane spadaju rane koje se nalaze na usima,

ekstremitetima te na repu. PovrSinske rane
na prsima, vratu, ledima, gornjim djelovima
ekstremiteta i perineumu, takoder spadaju u
kompresibilnu  hemoragijsku  kategoriju,
medutim, ovisno o veli¢ini rane, rane na
takvim mjestima cesto podlijezu samo
djelomi¢noj kompresiji (36). Glavni cilj, u
pacijenata sa nekontroliranim krvarenjima
koja nisu podlozna kompresiji  jest
identifikacija lokalizacije krvarenja sa
brzom intervencijom kako bi se umanjio
gubitak krvi. Takoder je potrebno
istovremeno odrzavati efektivni cirkulatorni
volumen 1 hemodinamicku stabilnost. To se
postize ranom kirurSkom intervencijom 1
sanacijom Kkrvarenja, posebno u pacijenata u
kojih krvarenje nije zaustavljeno
kompresijskom metodom (37). Na srecu,
nisu sva nekompresibilna krvarenja opasha
za 7Zivot te 1h je moguce sanirati
medikamentoznom terapijom. Hoce 1i se
pristupiti  kirurS§koj ili medikamentoznoj
sanaciji ovisi 0 hemodinamskoj stabilnosti
pacijenta, obimu krvarenja, dostupnosti
osoblja te se osobito u veterinarskoj medicni
ne smije izostaviti 1 financijski troSak.
Medutim, CROCE 1 sur., su u svojoj studiji
pokazali da je neoperativni pristup u
pacijenata sa jetrenim Kkrvarenjima, kao
posljedica djelovanja tupe sile, siguran
ukoliko se radilo o hemodinamicki stabilnim
pacijentima, a takoder se pokazalo da se
javljalo manje komplikacija nego u
pacijenata koji su podvrgnuti kirurSkom
tretmanu  (38). Kako zZivotinje nisu
hemodinamicki stabilne, te zbog prisutnosti
opseznih krvarenja 1 potencijalno oStec¢enja
vitalnih organa  nije preopruceno
primjenjivati terapiju nesteroidnim
protuupalnim lijekovima (39).




Tablica 2. Glavne tocke u lije¢enju terapije pacijenta sa akutnom traumatskom koagulopatijom (8).

GLAVNE TOCKE U LIJECENJU PACIJENTA SA ATC

Primarni cilj je zaustavljanje krvarenja

Ultrazvuéni pregled abdominalne Supljine, retroperitonealnog i pleuralnog prostora, probavnog
sustava, te fascija oko lomova kostiju sa ciljem identifikacije ,,skrivenog® krvarenja

Serijsko odredivanje hematokrita (Htc) i ukupnih proteina (TTP), kako bi se procijenio stupanj
aktualnog krvarenja

Upotreba viskoelasti¢nih testova sa ciljem identifikacije koagulopatije, zatim da bi se mogla
predvidjeti potreba za transfuzijom, te za procjenu pracenja odgovora na terapiju.

Ukoliko viskoelasti¢ni testovi nisu dostupni, transfuzija krvnih produkata odrzava PT i aPTT
<1.5x srednjih fizioloskih vrijednosti

Rezultate serijskih mjerenja BE i laktata, interpretirati u vezi sa sréanim otkucajima,
kvalitetama pulsa, vremenu ponovnog kapilarnog punjenja, boji i vlaznosti sluznica, tjelesnom
temperaturom, i arterijskim krvnim tlakom

U pacijenata sa nekontroliranim krvarenjem pogledati Tablicu 4 do postizanja hemostaze

Razmotriti upotrebu antifibrinolitika (traneksamske i aminokapri¢ne kiseline) u sluc¢ajevima
nekontroliranih, nekompresivnihkravarenja kada rezultati viskoelasti¢nih testova upuéuju na
hiperfibrinolizu. Preporuka za humanu medicinu govori da se antifirbinolitici apliciraju
humanim traumatoloSkim pacijentima ¢im prije nakon traume, ali ne kasnije od 3h nakon
traume.

Pacijentima koji primaju masivnu transfuziju, treba pratiti serumske vrijednosti ioniziranog

kalcija i magnezija.

DISKUSIJA

Trauma (tupa ili penetriraju¢a) moze
imati dva ishoda. MozZe biti uzrokom smrti
uslijed golemih ostecenja odnosno kao
posljedica komplikacija (krvarenja,
disfunkcije viSe organa, infekcije ili sepse).
Ishod  traume  takoder = moZe  biti
prezivljavanje 1 ozdravljenje. Inicijalni
odgovor na traumu ima zastitnu ulogu, no
ukoliko  odgovor  bude  obilan i
rasprostranjen po ¢itavom organizmu razviti
¢e se sustavni  upalni  odgovor.
PretraZivanjem racunalne baze podataka, u
veterinarskoj  bolnici  SveuciliSta  u
Pennsylvaniji u razdoblju od 01. sije¢nja
1997 do 31. prosinca 2003, utvrdeno je 305
slu¢ajeva pasa koji su pretrpjeli traumu a
koji su bili pod stalnom intenzivnhom njegom
nakon pocetne stabilizacije (2). Vecina pasa
u analiziranim skupinama, koji su doZivjeli
tupu traumu, bili su mladi psi, srednjih
pasmina 1 zrtve naleta motornih vozila.
Najcesce zahvaceno pojedina¢no mjesto bila
su prsa. U pacijenata koji dozive jaku tupu
traumu mogu se, kao posljedica pretrpljene

traume, ocCekivati viSestruke ozljede. U vezi
sa navedenim, u 72.3% ispitivane populacije
je utvrdena politrauma, pri ¢emu su najcesce
pogodena podrucja trbuh 1 prsa. UobiCajeni
nalaz fizikalnog pregleda su tahikardija i
tahipneja. Kod prijema najces¢e su uocene
blaga hiperglikemija, blaga hiperlaktatemija,
blaga nekompenzirana metabolicka acidoza,
blaga hipoalbuminemija, blaga
trombocitopenija te umjereno povecanje
serumske alaninaminotransferaze (2).

Takoder uzrok traume moZe biti 1
prostrijel psa koji moze uzrokovati teska
oSteenja grudne i1 abdominalne Supljine
(40).

Opsezna baza podataka omogudila je
generiranje 67 opisa traume za razne ozljede
1 steCena stanja. Ozljede prsnog kosa
ukljucivale su pluéne kontuzije (58% svih
pacijenata), pneumotoraks (47%),
hemotoraks (18%), prijelome rebara (14%),
pneumomedijastinum (8%), dijafragmatsku
herniju (6%), pluéne bullae (2%), te
otkazivanje plu¢a (2%). Klinicka dijagnoza
traume glave postavljena je u 25% svih

pacijenata.



Klini¢ki dokazi epistakse i lomova kosti
lubanje, bili su prisutni u 11% svih
pacijenata.  Najucestalija ~ abdominalna
ozljeda bio je hemoperitoneum (23%),
slijede ga trbusne kile (5%), pa ruptura
mokraénih puteva (3% svih slucajeva).
Ozljede mekih tkiva u svih pacijenata
uklju¢uju povrSinske ogrebotine (56%),
laceracije (26%), subkutani emfizem (10%),
veéi oguljene dijelovi (8%) te ostale manje
uobicajene ozljede u 7% svih slucajeva.
Ortopedske ozljede prednjih ekstremiteta
ukljucuju frakturu lopatice (7%), luksaciju
lakta (3%) te prijelom radijusa u 2% svih
slucajeva. Ortopedske ozljede straznjih
ekstremiteta uklju¢uju lomove zdjelice (kod
28% pacijenata), prijelome bedrene Kkosti
(16%), luksacije kuka (12%) lomove
distalnin  dijelova ekstremiteta u 8%
pacijenata. Aksijalne ortopedske ozljede
ukljuuju prijelome kraljeznice (10%),
sakralne luksacije (9%), te sakralne
prijelome u 3% unesrecenih. Steceni uvijeti
za sve pacijente ukljuCuju lezanje pri
prijemu (41%), aritmije (22%), hematuriju
(12%), razvoj kaslja u 7% unesrecenih,
regurgitaciju  (6%), hematoceziju (5%),
MODS (4%), razvoj upale pluca (4%),
hemoptizu (4%), potreba za mehani¢kom
ventilacijom (4%), razvoj ARDS-a u 2%
pacijenata, respiratorni zastoj u 2%,
kardiopulmonalni zastoj (2%), melena (2%)
1 DIC u 2% unesre¢enth (2). Rezultati
pretrazivanja pocetnog Htc (hematokrit) /
UPP (ukupni proteini plazme) i Htc / TPP
nakon tekuc¢inske nadoknade, te plin u
venskoj krvi, CBC (engl. complete blood
count) i biokemija seruma analizirani su za
sve pacijente. Testovi zgrusavanja, ispitivani
u klinickom laboratoriju, koji su obuhvacali
protrombinsko vrijeme (PT) i aktivirano
parcijalno protrombinsko vrijeme (aPTT)
ispitivani su na 53 pacijenta. Vrijednosti PT
i aPTT testova bili su u referentnom
intervalu u 79.2% i 52.8% pacijenata. Blago
produljenje (25-50% vise od kontrolne
vrijednosti) PT i aPTT-a zabiljezeno je u
13.2% 1 30.2% sluc¢ajeva. Umjereno
produzenje (50-100% od kontrole) PT-a i
aPTT-a zabiljezeno je u 7.5% odnosno
13.2% unesrecenih. Vrijednost aPTT-a je

bila >100% u odnosu na kontrolu u smo 2
pacijenta  (3.8%). Medijan i srednje
vrijednosti za Htc / UPP nakon teku¢inske
reanimacije, glukozu u krvi, bazni viSak
(BE), laktati, ukupni WBC (engl. white
blood cell count), broj trombocita,
aspartataminotransferaza i
alaninaminotransferaza u  svih 235
pacijenata su bile izvan referentnog
intervala. Pedeset i pet posto pasa (113 / 206
prezivjelih 1 16 / 29 ne-prezivjelih) upuceni
su u bolnicu Sveucilista u Pennsylvaniju od
drugog veterinara, sa preostalin 45% pasa
koji su nakon traumatske ozljede izravno
dosli na prijam u bolnicu. Svim pacijentima
postavljen je intravenski kateter, a u 114
bolesnika primijenjen je pocetni tekucinski
bolus. Kao jedino sredstvo tekuéinske
reanimacije  upotrebljena je izotonina
kristaloidna otopina u 55 od 114 pacijenata.
Kombinacija koloida i 7.5% hipertonske
fizioloSke otopine aplicirana je u 14
pacijenata. Pocetna tekucinska reanimacija
ukljucivala je takoder upotrebu Manitola (u
18 pacijenata), svjeze smrznutu plazmu (12
pacijenata) te pRBC (kod 13 unesrecenih).
U 39 pacijenata aplicirana je kombinacija
viSe od jedne vrste tekucine. Volumen
tekucinskog bolusa bio je promjenjiv buduci
je ovisio o pacijentovoj tjelesnoj masi i vrsti
tekucine. Ukupno je 57 pacijenata, tijekom
hospitalizacije, primilo pRBC transfuziju
(prosjecno 1.1U pRBC, a 1U predstavlja
eritrocite dobivene od 450mL krvi). Infuziju
FFP primilo je ukupno 66% pacijenata
(prosjek 1.8U, a 1U je 120mL). Inicijalna
analgezija aplicirana je u 199 pacijenata, od
kojih je 162 pacijenata primilo opioidnu
analgeziju.  Terapija  kisikom tijekom
hospitalizacije (nosna sonda ili primjenom
Kisika u kavezu) provedena je u 119
pacijenata. Pneumotoraks je u 34 pacijenata
bio indikacija za intubiranje. Mehanicka
ventilacija provedena je u 9 od 235
pacijenata, a razlozi ventilacije obuhvacali
su upalu plu¢a, ARDS ili pluénu kontuziju.
Kompresijski omot oko trbuha postavljen je
tijekom inicijalne stabilizacije u 12 od 53
bolesnika. Troje pacijenta sa teskim
hemoperitoneumom zahtijevalo je kirurSku
obradu (dvije totalne splenektomije i 1




lobektomija  jetre). Vrsta  kirursSke
intervencije zavisila je od nanesenih ozljeda,
medutim 63.5% zahvata je bilo ortopetskih,
dok je 36.5% zahvata obuhvacalo meko
tkivo. Prosje¢ni broj dana od prijema do
operativnog zahvata je 2.2. Ukupno
prosje¢no vrijeme kirurskih zahvata svim
kirurskim pacijentima je 2.97 sati. Prosje¢no
trajanje hospitalizacije bilo je 5.32 dana (
3.07 dana) sa prosjecno 2.98 dana (+ 2.12
dana) provedenih na intenzivnom odjelu
(ICU). Srcane aritmije najvjerojatnije su
multifaktorijalnih  uzroka  osobito u
politraumatskih pacijenata koji pate od
raznih stanja kao Sto su torakalna trauma,
hipoksemija 1 hipoperfuzija. Ucestalost
mogucih tupih sréanih ozljeda 1 posljedi¢nih
sr€anih aritmija, u istraZivanju Simpson 1
sur., bila je 21.3% u prva 24 sata.
Zanimljivo je da je u samo 3 od 53 tesko
ozlijedenih pasa bio indiciran kirurski
zahvat. U istraZzivanju Boysen 1 sur., niti
jedan pas nije zahtijevao operaciju,
pokazujuéi da se hemoperitoneumom,
razvijenom sekundarno od tupe ozljede,
moze upravljati medicinski (40). Unatoc
svojim ograni¢enjima, laktat i bazni deficit
(BE) se i dalje koriste kao parametri
pracenja skrbi te se koriste za usmjeravanje
reanimacije. Moguce je dobivanje podataka
o prognozi odredivanjem laktata. U
istrazivanju Simpson 1 sur., pacijenti sa
tupom traumom koji su zahtijevali
intenzivnu skrb, imali su pocetnu srednju
razinu laktata od 3.5 mmol/ L. Navedeni
nalaz je u skladu sa deficitom perfuzije i
vjerojatno je povecan uslijed ozbiljnosti
ozljede. Literatura humanih trauma sugerira
kasnjenje u klirensu laktata koja se povezuje
sa ve¢im rizikom od infekcije 1 smrtnoScéu
(42). Trauma je Cesta pojava u veterinarskih
pacijenata. Nazalost ne postoji nacionalna
baza podataka za veterinarske pacijente, a
sustavi bodovanja traume su ograniceni, za
razliku od vrlo razvijenih sustava bodovanja
boli (43). Upotreba veterinarske baze
podataka za akutnu traumu omogudila bi
razvoj tocnog sustava bodovanja koji bi se
mogao implementirati u identifikaciji
pacijenta sa tupom traumom kod kojih

postoji rizik za ranu smrtnost tijekom
hospitalizacije. Za veterinarske pacijente,
klini¢ki sustav bodovanja traume omogucio
bi identifikaciju zivotinja sa veéim rizikom
za smrt 1 komplikacije, usredotocenije
lijecenje 1 njegu kao i mogucnost pruzanja
prognostickih  informacija za  naSeg
pacijenta. Uz navedeno, takvi sustavi
bodovanja implementirani u ispitivanja
bolesnika sa traumom pomazu rasvijetliti
odnose oboljenje i smrtnosti odnosno
omogucavaju ulinkovitije lijeCenje kao 1
pristup pacijentu.

ZAKLJUCAK

Akutna traumatska koagulopatija javlja
se neposredno nakon traume (<lh) te
predstavlja endogeno stanje smanjenog
zgruSavanja krvi. Fenotipski se ATC
manifestira  kao  stanje  smanjenog
zgruSavanja  krvi  (hipokoagulacije) 1
hiperfibrinolize. Oste¢enje endotela stanica,
nakupljanje leukocita, te diseminirana
intravaskularna  koagulopatija vode do
apoptoze i nekroze parenhimskih organa sa
razvojem sindroma multiple organske
disfunkcije (MODS) odnosno do zatajenja
visSe organa (MOF). Psi koji su prezivjeli
inicijalnu traumu i zahtijevaju intenzivnu
skrb, mogu imati dobru prognozu za potpuni
oporavak nakon otpusta. Mogucéi uzroci
smrtnosti nakon tupe traume psa su razvoj
MODS-a, ARDS-a, DIC-a i infekcije. Psi sa
detektiranom hiperlaktatemijom i
hiperglikemijom, koji leze pri prijemu su u
najve¢em riziku. Razvoj to¢nih sustava
bodovanja  veterinarskih  traumatoloskih
pacijenata omogucio bi ocjenjivanje traume,
precizniji pristup kao i davanje prognoze.
Provodenje inicijalnih  biokemijskih 1
hematoloSkih ispitivanja, kao rutinska
obrada, bilo bi korisno kod traumi
veterinarskih pacijenata. Buduéi je razina
laktata  podlozna  djelovanju  drugih
¢imbenika, potrebno je odredivanje vise
faktora u svrhu S§to tocnijeg bodovanja
ozljeda veterinarskih pacijenata.
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ABSTRACT

Based on the results in different studies conducted so far, plant essential oils (EOs) are
recently been marked as a possible solution for the problem of anthelmintic resistance (AR).
However, their efficacy against a wide range of livestock parasites is due to active ingredients.
In that context, the aim of this study was to evaluate the in vitro ovicidal effect of a mixture of
linalool and estragole (14% : 86%, respectively) against sheep gastrointestinal nematodes
(GINs) using the egg hatch test (EHT). The study was conducted using faecal samples of
naturally infected sheep by GINs from two different farms located in Southern Italy.
Coproculture of tested faecal samples was performed, as well as chemical analyses of the tested
mixture. The egg hatch test (EHT) was performed at six different concentrations (50, 12.5,
3.125, 0.781, 0.195 and 0.049 mg/mL) and the obtained values were compared to the positive
control (thiabendazole, 0.025 mg/mL) and the negative control (3% Tween 80, v/v). The tested
binary combination showed high and dose-dependent ovicidal activity varied from 29.5% to
100%. The inhibitory effect on egg hatchability was similar (p>0.05) to the positive control
(98.0%) at concentrations of 50 mg/mL (100%), 12.5 mg/mL (100%) and 3.125 (99.8%).
Moreover, all tested concentrations showed significantly higher (p<0.001) activity compared to
the negative control. The obtained results suggest that the combination of linalool:estragole has
the potential to be used against sheep GINs. These also highlight the possible role of different
combinations of certain constituents of essential oils in combating AR. However, these findings
need confirmation in further in vivo studies.
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anthelmitical resistance

SAZETAK

Na osnovu rezultata do sada sprovedenih istrazivanja, etarska ulja biljaka su oznacena
kao jedna od mogucih opcija za resenje problemarezistencije na antihelmintike. Pri tome, za
njihovu efikasnost protiv razlicitih parazita domacih Zivotinja odgovorni su njihovi aktivni
sastojci. U tom kontekstu, cilj ovog istrazivanja je bio ispitati ovicidnu efikasnost smese
linaloola i estragola (14% i 86%, tim redom) protiv gastrointestinalnih nematoda (GIN) ovaca
koristeci test izleganja jaja (egg hatch test (EHT)). U studiji su koriséeni uzorci fecesa ovaca
prirodno inficiranih GIN sa dve razlicite farme u juznoj Italiji. Koprokultura testiranih
uzoraka je sprovedena, kao i hemijske analize testirane smeSe. EHT je sproveden za Sest
razlicitih koncentracija (50; 12,5; 3,125; 0,781; 0,195 i 0,049 mg/mL), pri cemu su dobijeni
rezultati uporedeni sa pozitivnom (tiabendazol, 0.025 mg/mL) i negativnom (3% Tween 80)
kontrolom. Testirana binarna kombinacija je pokazala snaznu, dozno-zavisnu ovicidnu
aktivnost koja je varirala izmedu 29,5% i 100%. Inhibitorni efekat na izleganje larvi je bio
slican (p<0,05) pozitivnoj kontroli (98,0%) pri koncentracijama od 50 mg/mL (100%), 12,5
mg/mL (100%) i 3,125 mg/mL (99,8%). Pri tome, kod svih testiranih koncentracija efekat je
bio znacajno veci (p<0,001) u poredenju sa negativnom kontrolom. Dobijeni rezultati ukazuju
na to da ispitana smesa linaloola i estragola ima potencijal da se koristi protiv GIN ovaca.
Takode, ova studija ukazuje na mogucu ulogu razlicitih sastojaka biljnih etarskih ulja u borbi
protivrezistencije na antihelmintike. Medutim, ovi nalazi zahtevaju dodatnu potvrdu u buducim
in vivo ispitivanjima.

Kljucne reci: in vitro, etarska ulja biljaka, linalool,estragol, gastrointestinalne nematode,
rezistencija na antihelmintike




INTRODUCTION

The intensive use of anthelmintics in the
past few decades, for the control of various
nematode infections in livestock, has
resulted in the development of anthelmintic
resistance (AR) (1,2). This is especially
pronounced in sheep gastrointestinal
nematodes (GINs), which are associated
with low body development, decrease in
production and reproductive indexes and
increase in mortality in the sheep flocks (3).
Unfortunately, various single- and multiple-
drug resistant species of these parasites are
already common throughout the world (1).
The increased resistance led to reduced
efficacy of most commonly used
anthelmintics, such as benzimidazoles and
macrocyclic lactones (3), consequently
causing major economic losses (4). For
these reasons, infections caused by GINs
became nowadays a major concern and
obstacle facing sheep farmers around the
world (3,5).

The worldwide increased difficulty to
control GIN infection in sheep, as well other
nematode infections in livestock, requires
devising new strategies and alternative
approaches. These include the use of
medicinal plants and their products known
as plant secondary metabolites (PSM) with
anthelmintic activity (5). Among them are
essential oils (EOs) - aromatic, concentrated
and complex mixtures of volatile nonpolar
compounds extracted from plant material
(6). These plant products were already
shown a wide range of medicinal properties
such as antibacterial, antifungal,
antiparasitic, anti-inflammatory and
antiseptic  effect, therefore increasing
interest in their use in veterinary medicine
(7,8). Furthermore, some EOs have already
shown anthelmintic potential against GINs
of sheep, which include EOs of Mentha
piperita (9), Thymus vulgaris (10),
Lavandula officinalis (4), Rosmarinus
officinalis (11), Eucalyptus citriodora (12),
Juniperus  communis  (13), Achillea
millefolium (14) and some others (15).

The anthelmintic effect of EOs is
related to their chemical composition, i.e.
presence of many bioactive compounds (16).
Therefore, some studies examined and
demonstrated the anthelmintic potential of
isolated compounds from essential oils. That
includes cinnamaldehyde, anethole, carvone,
carvacrol, thymol, eugenol, vanillin and
linalool and others (17, 18, 19, 20). In some
cases, the anthelmintic activity of their
binary, ternary and quaternary combinations
against sheep GINs was also evaluated,
whereby it was demonstrated that some of
these components are showing synergic
properties and higher activity when
formulated in combination (17). For some of
these combinations, it was concluded that
they represent promising formulations for
sustainable parasite control based on the
activity they showed. For example,
cinnamaldehyde:carvone was tested in vitro
(17) and anethole:carvone was tested both in
vitro and in vivo (17,21), whereby their high
anthelmintic potential was demonstrated.

Linalool (C10H180) is a monoterpene
alcohol widely present as a major
constituent of plant EOs with extensive use.
Linalool per se is considered non-toxic for
mammals, and its comprehensive range of
bioactive properties was demonstrated in
many studies so far. That refers to its anti-
inflammatory, anticancer, anti-
hyperlipidemic, antimicrobial, antiparasitic,
analgesic and neuroprotective  effects
besides all (22). On the other hand, estragole
(methyl chavicol, CioH120) is a relatively
non-toxic volatile ether which is an isomer
of anethole. Estragole is also an important
constituent of many EOs with widespread
application in  folk medicine and
aromatherapy mostly for antimicrobial,
antiparasitic, antispasmodic,
immunostimulant and local anesthetic
properties (23,24). Since both compounds
expressed antiparasitic effects individually,
it was assumed that the mixture of these
compounds could have even stronger
anthelmintic properties, which can be likely

attributed to their synergism.



A combination of linalool and estragole in a
similar ratio used in the present study was
found in some chemotypes of basil EO
(Ocimum basilicum L.), mostly with other
compounds present in smaller percentages
(25,26,27). However, it is important to note
that the chemical composition of basil EO
may vary depending on various endogenous
and exogenous factors. It may contain
monoterpenes derivates (linalool, camphor,
limonene, 1,8-cineole, geraniol) and
phenylpropanoid derivates (chavicol, methyl
chavicol - estragole, eugenol, methyl
eugenol, methyl-cinnamate). Nevertheless,
basil is a plant very famous for its many
therapeutic properties and it has long been
used for curing a lot of diseases and
conditions such as strong aching, pyrexia,
headaches,  coughs, acne, diarrhea,
constipation, kidney malfunction, infective
diseases and worm diseases as well (25). In
addition, antimicrobial activities against E.
coli and S. aureus, as well antiparasitic
against Lz of Aedes aegypti for mentioned
chemotypes that contain a similar ratio of
linalool and estragole were scientifically
validated (26,27).

The aim of this study was to evaluate the
anthelmintic potential of binary combination
linalool:estragole, against GINs of sheep.

MATERIAL AND METHODS

Sample — the binary mixture

A mixture of linalool:estragole was
obtained from the producer “Alekpharm”,
Belgrade, Serbia. Confirmation of the presence
of these compounds and determination of their
ratio in the mixture was done by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
analyses (13,14), which is widely used in plant
essential oil compounds identification. The
chemical analyses were performed at the
Faculty of Sciences, University of Novi Sad,
Serbia.

Obtaining eggs and the egg hatch test

The whole in vitro procedure was
performed at the Regional Center for Parasitic
Diseases (CREMOPAR), located in Eboli
(Salerno Province, Campania Region), Italy. In
vitro ovicidal potential of the tested synergistic
combination was evaluated by using the egg
hatch test (EHT), which is commonly used to
test the efficacy of antiparasitic drugs and the
detection of parasitic resistance. Faecal
samples of sheep with natural mixed infection
from two different farms in southern Italy
were collected directly from the rectal
ampulla, whereby samples were processed
within 2h of collection using the recovery
technique with some modification (30).
Firstly, faecal samples were homogenized and
filtered under running water through four
sieves of different mesh sizes (1 mm, 250 pum,
212 um and 38 um) to separate the eggs from
the faeces. Next, the GIN eggs retained on the
last sieve were washed and centrifuged for 3
min at 1500 relative centrifugal force with
distilled water, after which the supernatant was
discarded. In the end, centrifugation was
performed using a 40% sugar solution to float
the eggs which are then isolated in new tubes,
mixed with distilled water and then
centrifuged two more times to remove pellets.
In this way, an aqueous solution with eggs
necessary for the egg hatch test was obtained.

The EHT was performed with different
concentrations used as proposed by Ferreira et
al. (2018) with some modification (4). 24-well
plates, containing aqueous solutions of
approximately 150 eggs/well, were used for
this experiment. Six different concentrations of
binary combination of linalool:estragole (50,
12.5, 3.125, 0.781, 0,195 and 0.049 mg/mL)
were emulsified in Tween 80 (3%, v/v) and
completed with distilled water in a final
volume of 0.5 mL/well. After an incubation of
48h at 27°C, the number of eggs and first-
stage (Li) larvae were counted under an
inverted microscope and the results were
expressed as the mean percentage of egg
hatching for each concentration. The obtained
values were compared to the positive control
(thiabendazole, 0.025 mg/mL), and the
negative control (3% Tween 80, v/v).




Coproculture

To determine the genera of GINs in
vitro  tested on the efficacy of
linalool:estragole  binary combination, a
pooled faecal culture for each farm was
performed at CREMOPAR center following
the protocol described by the Ministry of
Agriculture, Fisheries and Food (28).
Developed third-stage larvae (L3) were
identified using the morphological keys
proposed by the wused literature (29).
Identification and percentages of each
nematode genera were conducted on 100 Ls.

Statistical analysis

The mean percentage of egg hatching
was calculated using the following formula
(31):

IH (%) = Number of eggs / (number of
eggs + number of larvae (L1)) x 100

Data on the inhibition of hatchability
(IH) was analyzed by one-way ANOVA
followed by Tukey’s test (p<0.05) to compare
values obtained for different concentrations
with each other and with controls (+ and -)
(31). Half maximal inhibitory concentration
(I1Cs0) was determined by nonlinear regression
(4). All statistical procedures were performed
by using the program GraphPad Prism 8.3.2.

RESULTS

Chemical analyses

The results of GC-MS analyses
confirmed the presence of linalool and
estragole (methyl chavicol) in the tested
sample and their ratio was 14:86, respectively.

Egg hatch test

The results of the conducted EHT
showed high activity of linalool:estragole
combination against GIN eggs. The inhibitory
effect on egg hatchability varied from 29.5%
to 100% (table 1) and the effect was dose-
dependent (R?>= 0,9528). All tested
concentrations showed significantly higher
activity (p<0.001) compared to the negative
control and, for the three highest
concentrations, the effect was high and similar

to that of thiabendazole (p>0.05). Calculated
half-maximal inhibitory concentration (ICso)
was 0.9804 mg/mL.

Table 1. Efficacy percentage (mean + standard
deviation) of linalool:estragole binary
combination on egg hatching of sheep

gastrointestinal nematodes

Concentration Inhibition of
(mg/mL) hatchability (%)
50 100 + 02
125 100 + 02
3.125 99.8 + 0.5°
0.781 47.0 + 20.45°
0.195 29.5 +1.29°
0.049 29.5 + 2.65°
Thiabendazole, 0.025 98.0 +£ 0.82¢2
mg/mL
3% Tween 80 (v/v) 16.8 £ 5.56°

*Values with different lowercase letters

indicate significant differences (p<0.05)
Coproculture

In  both examined farms, the

coproculture identified the presence of four
GIN genera: Haemonchus (53%),
Trichostrongylus  (29.5%),  Teladorsagia
(14.5%) and Chabertia (3%).
Results of the coproculture on each farm are
shown in graph 1.

Graph 1. Percentage (%) of presented sheep
genera on each tested farm
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DISCUSSION

Recently, it was estimated that
infections caused by GINs nowadays cost the
European sheep industry hundreds of million €
(32). However, it is difficult to assess the exact
losses because these parasites can cause them
in different ways. Therefore, due to the costs
of anthelmintic-resistant nematode infections,
there is a wide consensus on the need to
enhance and implement early detection of AR,
which includes the use of appropriate in vitro
and in vivo methods (33). These methods are
also widely used for testing the efficacy of
different anthelmintic agents. In that context,
in vitro tests are suitable for an initial
evaluation and for the selection of compounds
that have anthelmintic activity (19,34).
Moreover, their advantages such as ease of
application, low  cost, speed, high
reproducibility and lack of experimental
animals make these tests widely used in the
screening of medicinal plants (10). Among
them, one of the most commonly used tests for
evaluating the anthelmintic potential of EOs
and their compounds is the EHT
(4,9,10,11,12,13,14,17), whereby this test is
considered accurate and reliable for this
purpose. Therefore, EHT is important in the
first step of the development of a new
anthelmintic agent, after which different in
vivo and toxicity tests may be conducted.

As a result of AR, as well as the public
health concern due to the use of chemical
therapeutics in livestock, there is a growing
interest in alternative strategies for treating
GINs. Within that context, many researchers
agree that bioactive constituents produced by
medicinal herbs to control GINs are a
promising  alternative to  conventional
anthelmintic drugs (35). In the present study, a
binary combination of linalool:estragole
showed high, dose-dependent ovicidal
potential against ovine gastrointestinal
nematode eggs. Namely, for the three highest
concentrations (3.125-50 mg/mL) of the tested
mixture, inhibition of egg hatchability was in
the range of 99.75-100%, i. e. expressed the
same activity as an effective anthelmintic.
According to the criteria set up by the World

Association  for the Advancement of
Veterinary Parasitology (W.ALAV.P),
developed for the evaluation of different
anthelmintic agents tested in vitro, these
activities are considered highly effective
(10,34) Although the rest three concentrations
showed lower activity, the effect was still
significantly higher than negative control
suggesting that the mixture of linalool and
estragole exhibit the anthelmintic potential
even at very small doses. Furthermore, the
results of this study are also important because
anthelmintic activity was shown against
important nematode genera such as
Haemonchus, Trichostrongylus, Teladorsagia
and.

According to the knowledge of the
authors of the present study, there are no
literature  data about examining the
anthelmintic potential of linalool:estragole
binary combination and this is the first
evaluation. Katiki et al. (2017) evaluated the
ovicidal activity of isolated linalool against
Haemonchus contortus eggs, where it showed
a high inhibition of hatchability with 1Cso of
0.29 mg/mL (17). In the study of Helal et al.
(2020), the tested nematode species were
similar as in the present study and pure
linalool expressed a significant inhibitory
activity against the motility of Lz of sheep
GINs at the highest concentrations tested for
all  examined species (H. contortus,
Trichostrongylus  axei,  Trichostrongylus
colubriformis, Teladorsagia circumcincta and
Trichostrongylus vitrinus) except Cooperia
oncophora, and also induced considerable
structural damage to larvas (36). For isolated
estragole, there are no data about the
anthelmintic activity. However, linalool and
estragole are common ingredients of Ocimum
basilicum EO and often the two most
represented compounds of this EO. The recent
research showed that EOs from different
Ocimum basilicum cultivars exhibited a
significant effect on egg-hatch inhibition of H.
contortus with a mean 1Cso varying from 0.56-
2.22 mg/mL. Interestingly, the cultivar
constituted mainly of linalool and methyl
chavicol (estragole) was the cultivar with the
highest egg-hatching inhibition, thus showing




its high anthelmintic potential (37). Based on
this and other results, linalool:estragole
combination was chosen for the evaluation of
its ovicidal effects against sheep GINs in the
present study.

Furthermore, in another study, our
research team also evaluated the in vivo
activity of this combination (same ratio of
compounds) using the faecal egg count
reduction test (FECRT) (38). The combination
was perorally administrated to the sheep at the
single dose of 100 mg/kg, whereby it reduced
the number of counted nematode eggs by
24.91% and 25.90% at flock level on Days 7
and 14 after treatment, respectively.
Individually  observed, linalool:estragole
combination average reduced FEC for 51.88%
(Day 7 after treatment). Moreover, no side and
toxic effects were observed on the animals
after the administration of the tested
combination. The results of this and the
present study suggest the potential use of
linalool:estragole combination in the future
management of GINs infections as a valuable
additional mean, in order to reduce the use of
commercial  anthelmintic and  slowing
development of anthelmintic resistance.

Linalool and estragole and their
derivates were also important compounds in
other EOs with proven anthelmintic activity
against sheep GINs. Thus, linalool-acetate, an
acetate ester of linalool, was a major
compound of Lavandula officinalis EO
(35.97%), which showed high ovicidal (ICso =
0.316 mg/mL) and larvicidal (ICso = 0.280
mg/mL) activity against H. contortus (4).
Linalool per se was a major component of
Arisaema franchetianum EO that was also
exhibited ovicidal and larvicidal activity also
against H. contortus with ICso values of 1.63
mg/mL and 1.10 mg/mL, respectively (39).
However, in that study isolated linalool did not
show high activity in every assay and this
result suggests that linalool is probably more
effective in the presence of other bioactive
ingredients due to synergism. On the other
hand, estragole was one of the major
components in both tested samples of Croton
zehntneri EO (14.95% and 21.84%) which
showed high anthelmintic potential with 1Cso

values in the EHT of 0.55 and 0.74 mg/mL,
respectively (20).

The exact mode of action and high
anthelmintic efficacy of different EOs is still
not fully understood. It was suggested that
bioactive ingredients of the EOs penetrate the
cuticle of the nematodes by transcuticular
diffusion, altering the mechanisms of
locomotion and causing cuticular lesions (15).
Other reports suggested the involvement of
EOs components in interrupting the nematode
nervous system (40) and/or in inhibition of
AChE activity (41,42). Furthermore, bioactive
compounds may disrupt the cell membrane of
the nematode and change its permeability (40).
On the other hand, high ovicidal activities
shown in the EHT suggested abilities of EO
compounds to penetrate the gelatinous matrix
and act on nematode eggs. It is important to
note that knowing and understanding the mode
of action of the EOs and their bioactive
ingredients are of practical importance for
nematode control because it may give useful
information on the most appropriate
formulation and delivery means (43). For
comparison, benzimidazoles selectively bind
with high affinity to parasite B-tubulin and
inhibit microtubule polymerization. This lead
to the destruction of cell structure and
consequent death of the parasite (44)

Although all compounds may be
important for the biological properties of EOs,
their efficacy mostly comes from their main
ingredient or a few of them and their
synergism (15,16). That fact offers a
possibility for a use of binary, ternary and
quaternary combinations of main components
of the same or different EOs in an attempt to
find the most active combination for control of
nematodes (17). There is a large number of
EOs bioactive constituents and a practically
unlimited number of their combinations, so it
is important to find the most suitable ones for
the development of formulations. Besides high
efficacy against parasites, those combinations
should have low toxicity for hosts and small
residues in meat and milk. Moreover, it is
considered that in comparison to commercial
drugs, these natural formulations would have
higher environmental acceptability and lower




susceptibility to anthelmintic resistance (4,45).
Therefore, the use of plant-based formulations
as medicine offers an attractive alternative for
controlling livestock parasites and combating
anthelmintic resistance.

CONCLUSION

Plant EOs are valuable natural sources
that can play a significant role in combating
AR, which is especially important in the case
of sheep GINSs. The results of the present study
showed that a mixture of two constituents of
EOs — estragole and linalool - may also greatly
affect these parasites, thus it represents a good
basis for the development of new formulations
for the prevention and treatment of infections
caused by nematodes. That may highly
increase the possibility to find valuable means
for controlling livestock parasites.
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SAZETAK

U radu su prikazani rezultati istrazivanja uticaja preparata Promtselen® aplikovanog tri
nedelje pred ocekivan partus na pojavu zaostajanja postejice (ZP) kod prvotelki, kao 1 uspeh ovog
tretmana u prevenciji zaostajanja posteljice. Ispitivanje je izvrSeno na ukupno 140 visoko steonih
junica Holstajn-frizijske rase, starosti 22 do 25 meseci, optimalne telesne kondicije, podeljenih u
dve grupe, kontrolnu i oglednu po 70 junica. Samo oglednoj grupi je aplikovano 30 ml
Promtselena® tri nedelje pred ocekivano teljenje, a kontrolnoj grupi nije. Pojava zaostale
posteljice kod prvotelki kontrolne grupe je dijagnostikovana u 25,71% slucajeva (18/70). U
oglednoj grupi zaostala posteljica je dijagnostikovana u 8,57% slucajeva (6/70). Rezultati ovog
rada se podudaraju sa brojnim rezulatima iz literature o pozitivnoj korelaciji suplementacije selena
1 vitamina E na uspeh izbacivanja posteljice kod prvotelki. MozZe se zakljuciti da tretman prvotelki
jednokratnom i/m injekcijom 30 ml preparata Promtselen® smanjuje pojavu zaostajanja posteljice
nakon partusa i da aplikacija ovog preparata predstavlja uspeSan faktor u prevenciji zaostajanja
posteljice kod prvotelki.

Kljucne reci: prvotelke, zaostala posteljica, Promtselen®, prevencija.
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ABSTRACT

This paper presents the results of a study of the effect of Promtselen® applied three
weeks before the expected partus on the occurrence of placental retention in heifers, as well as
the success of this treatment in the prevention of placental retention. The study was performed
on a total of 140 pregnant Holstein-Friesian heifers, 22 to 25 months of age, optimal body
condition, divided into two groups of 70 heifers. Occurrence of the retained placenta in the
control group was diagnosed in 25.71% of cases (18/70). In the experimental group, the
retained placenta was diagnosed in 8.57% of cases (6/70). The results of this paper are
consistent with numerous results from the literature on the positive correlation of selenium
and vitamin E supplementation on the success of placental ejection in heifers. It can be
concluded that the treatment of heifers with a single i/m injection of 30 ml of Promtselen®
preparation reduces the occurrence of placental retardation after partus and that the
application of this preparation is a successful factor in the prevention of placental retention in

heifers.

Key words: heifers, retained placenta, Promtselen®, prevention.

uvoD

Zaostajanje posteljice (lat. Retentio
secundinarum) kod goveda moze dovesti do
znacajnih zdravstvenih poremecaja koji uticu
na buduce reproduktivne performanse. U
literaturi se ovaj poremecaj definiSe kao stanje
kada plodovi omotaci ostaju u materici nakon
telenja duze od 24 casa. Razli¢iti autori navode
razlicite podatke o vremenu =zadrzavanja
posteljice unutar materice nakon porodaja,
podaci se krecu u rasponu od 8 do 48 Casova,
ipak vecina studija definiSe vreme od 12 do 24
Casa. Vecina goveda (66%) izbaci posteljicu u
roku od 6 ¢asova nakon porodaja (1,2).

Uzroci nastanka zaostale posteljice su
multifaktorijalni, odnosno postoji niz faktora
rizika povezanih sa zaostajanjem posteljice,
uklju¢uju¢i indukovan porodaj, skrac¢enu
gestaciju, pobacaj, blizanacki graviditet, tesko
teljenje, carski rez, nutritivni deficiti vitamina
E, selena i karotena, zatim infektivni uzroc¢nici
poput virusa govede virusne dijareje, i
imunosupresija (1). Rooh i saradnici (3)
navode da incidenca ovog poremecaja varira
0d 4,0 do 16,1%.

Kao znaCajan faktor u nastanku
zaostale posteljice navode se ve¢ pomenuti
deficiti selena i vitamina E Kkoji predstavljaju
glavne antioksidanse. Selen je  prirodni
antioksidans, koji regulise razli¢ite fizioloske
procese u organizmu. Mehanizam delovanja je
takav da je on sastavni deo selenoenzima
glutation peroksidaze (GSH-Px), i na taj na¢in
deluje u oksidativnoj zastiti celija (4). Selen
ispoljava imunomodulatorni efekat, povecava
funkciju neutrofila, migraciju i njihovu
hemotaksi¢nu aktivnost. Takode, utvrdeno je
da odsustvo leukocita u placenti dovodi do
zadrzavanja posteljice kod 100% mlecnih
krava (4). Kao posledica oksidativnog
oSteenja  nastaje toksin malondialdehid
(MDA) koji nastaje neenzimskim cepanjem
lipidnih hidroperoksida, koji moze dovesti do
citotoksi¢nosti 1 mutagenosti. Koncentracija
MDA u krvnoj plazmi predstavlja dobar
indikator stepena oksidativnog ostecenja lipida
u organizmu (5). Eksperimentalni rezultati
pokazuju da dodavanjem organskog selena u
ishrani krava moZe poboljSati njihovo zdravlje
i reprodukciju (6).




Vitamin E deluje tako §to neutraliSe
slobodne radikale, u reakciji sa njima se
oksiduje u tokoferol semikvinon radikal, koji
brzo podleze razgradnji, a prethodni radikal
prima atom vodonika i neutraliSe nespareni
elektron. Vitamin E se nalazi u Ccelijskoj
membrani uz fosfolipide i nezasi¢ene masne
kiseline, tako moze da prekine lan¢anu
reakciju u kojoj ucestvuju peroksil radikali
masnih Kiselina. Dokazano je da niska
koncentracija vitamina E u cirkulirajucoj krvi
predstavlja faktor rizika za zaostajanje
posteljice kod krava (4,7)

Cilj rada je bio da se ispita uticaj
aplikacije preparata  Promtselen® u
prepartalnom periodu na pojavu zaostajanja
posteljice kod prvotelki, kao i uspeh ovog
tretmana u prevenciji zaostajanja posteljice.

MATERIJAL | METODE

Ispitivanje je izvrSeno na ukupno 140
visoko steonih junica Holstajn-frizijske rase na
jednoj farmi, sve zivotinje su bile klinicki
zdrave i u optimalnoj kondiciji, sa normalnim
tokom teljenja, starosti 22 do 25 meseci. U
kontrolnoj grupi bilo je 70 junica kojima nije
aplikovan ispitivani preparat, isti broj junica
bio je u oglednoj grupi kojima je aplikovan

preparat Promtselen® (proizvodac
Veterinarski zavod Subotica) tri nedelje pred
ocekivan porodaj, jednokratnom

intramuskularnom aplikacijom u dozi od 30
ml. Sastav preparata Promtselen® je: vitamin
A-palmitat 50 000 i.j./ml, holekalciferol 25
000 i.j./ml, RRR-a-tokoferilacetat 20 mg/ml,
natrijum-selenit, pentahidrat 0,5 mg/ml. Junice
u obe grupe su hranjene obrokom iste
recepture i boravile su u istim zoohigijenskim
uslovima u skladu sa tehnoloskim standardom
farme. Nakon 48 ¢asova od porodaja junice iz
obe grupe su klin¢ki pregledane u cilju
dijagnostike  zastajanja  posteljice. Nalaz
zaostalih posteljica je evidentiran nakon ¢ega
su prikupljeni podaci obradeni statistickim
programom “R” upotrebom Chi-Square (y2)
testa. Dobijeni rezultati su predstavljeni
tabelarno i graficki.

REZULTATI

Pojava zaostale posteljice kod prvotelki
kontrolne grupe je dijagnostikovana u 25,71%
sluc¢ajeva (18/70), a u oglednoj grupi zaostala
posteljica je dijagnostikovana u 8,57%
slucajeva (6/70). Upotrebom Chi-Square (y2)
testa podaci iz ovog istrazivanja ukazuju da
postoji statisticki znaCajna razlika na nivou
p<0.05. Ovakvi rezultati dati su tabelarno
(Tabela 1) 1 graficki radi lakSeg vizuelnog
pregleda (Gragikon 1 i 2).

Tabela 1. Rezultati pojave zaostale
posteljice u ispitivanim grupama

Kontrolna Ogledna

grupa grupa
Broj 70 70
oteljenih
Broj 18 6
retencija
Procenat 25,71% 8,57%
retencija

Kontrolna grupa

B Procenat
prvotelki bez
zaostale
posteljice

M Procenat
prvotelki sa
zaostalom
posteljicom

Grafikon 1. Prikaz pojave ZP u kontrolnoj
grupi




Ogledna grupa

8,57% M Procenat
prvotelki bez
zaostale
posteljice

B Procenat
prvotelki sa
zaostalom
posteljicom
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DISKUSIJA

Rezultati naSe studije ukazuju na
znacajnu razliku u pojavi zaostajanja posteljice
izmedu prvotelki u kontrolnoj i oglednoj grupi.
Prvotelke u kontrolnoj grupi su imale zaostalu
posteljicu u 25,71% slucajeva, dok je kod
prvotelki u oglednoj grupi postignuto znacajno
smanjenje pojave zaostale posteljice na 8,57%.
Slicne rezultate, kao u naSoj studiji,
prezentovali su i drugi autori koji su se bavili
tematikom suplementacije selena i vitamina E
na uspeh izbacivanja posteljice kod prvotelki.
Tako, Eger 1 saradnici (8) su u trogodiSnjoj
studiji ustanovili smanjenje pojave zaostale
posteljice kojima je dodat selen i vitamina E sa
17% na 7% pojave kod prvotelki. Sli¢ne
rezultate dobili su u svom radu Jovanovi¢ i
saradnici (2013) gde su postigli smanjenje
pojave zaostale posteljice kod krava kojima je
indukovan porodaj i to sa 66,7% u kontrolnoj
grupi na 38,2% i 30,8% u grupama koje su
dobijale suplementaciju selenom i vitaminom
E. Manja incidenca zaostajanja posteljice se
javljala u grupi koja je suplemenetirana ve¢im
dozama selena i vitamina E (9). Kim i
saradnici  (10) su ispitivali  ucestalost
zaostajanja posteljice kod 120 mle¢nih krava u
tri grupe, jedna je bila tretirana selenom, druga
vitaminom E, a tre¢a i selenom i vitaminom E.
Statisticki najznacajniju razliku u smanjenju
ucestalosti zaostajanja posteljice dokazali su u
grupi koja je tretirana sa selenom i vitaminom

E zajedno. U jednom ogledu ucestalost
pojave zaostale posteljice nakon teljenja autori
su ustanovili kod krava kontrolne netretirane
grupe u 66,67% slucajeva dok kod tretiranih
krava sa 20 ml Promtselena 30 dana pre telenja
zaostala posteljica je dijagnostikovana kod
36,36% sluCajeva. Najniza ucestalost,
zaostajanja posteljice, bila je kod krava
tretiranih sa 40 ml Promtselena i iznosila je
30,79%. Autori navode da je ocigledan trend
smanjenja  ucestalosti pojave zaostajanja
posteljice sa povecanjem koli¢ine
suplementiranog selena (5). Mnogi autori
dokazuju  pozitivhu  korelaciju  izmedu
suplementacije selenom i vitaminom E sa
uspehom izbacivanja posteljice kod krava
nakon telenja (5,9), Sto pokazuju i rezultati
naseg ogleda. Mehanizam delovanja selena
objasnjavaju u antioksidativnhoj njihovoj
aktivnosti. Navodi se da selen ispoljava svoje
biohemijsko dejstvo preko enzima glutation
peroksidaze (GSH-Px), ¢iju su aktivnost u krvi
mle¢nih krava merili Jovanovi¢ i saradnici (9)
i ustanovili da je aktivnost ovog enzima bila
dvostruko veca u grupama krava koje su
tretirane selenom nego u kontrolnoj netreiranoj
grupi. Zanimljivo je da su isti autori ustanovili
1 da se aktivnost enzima nije znacajno
razlikovala kod grupa koje su tretirane
razli¢itim dozama selena. U istom radu autori
navode da je aktivnost glutation peroksidaze u
krvi bila je znaCajno niza kod krava sa
zaostalom poseljicom nego kod krava koje
nisu imale zaostalu posteljicu (11).

Oksidativni stres je glavni mehanizam
ostecenja tkiva koji dovodi do zaostajanja
posteljice, u tom smislu brojni podaci
dokazuju da se moze dokazati uticaj
antioksidativnih materija mere¢i metabolicke
produkte nastale u toku oksidativnog stresa
(5,9). Malondialdehid (MDA) je jedan od
nekoliko krajnjih produkata male molekulske
mase koji nastaju oksidativnim raspadanjem
polinezasi¢enih masnih kiselina koji se koristi
kao indikator stepena oksidativnog oStecenja
lipida u organizmu (5,9). Koncentracija MDA
u plazmi je znacajno niza kod zivotinja
tretiranih selenom u odnosu na zivotinje koje
nisu tretirane, takode zivotinje sa zaostalom
posteljicom imale su znacajno ve¢i MDA u
plazmi od krava koje nisu imale zaostalu




posteljicu (9).

Slobodni  radikali mogu  smanjiti
reproduktivnu funkciju delujuéi na vise nacina
ukljucujué¢i  poremecaj sinteze steroida,
prostaglandina i embrionalnog razvoja, u tom
smislu vitamin E deluje kao antioksidans
odrzavaju¢i integritet fosfolipida protiv
oksidativnih oStecenja tkiva (12).

ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom
radu, moguce je zakljuciti sledece:

1. Tretman prvotelki jednokratnom i/m
injekcijom 30 ml preparata
Promtselen® smanjuje pojavu
zaostajanja posteljice nakon partusa

2. Aplikacija ovog preparata predstavlja
uspesan faktor u prevenciji zaostajanja
posteljice kod prvotelki
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