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SAZETAK

U okviru doktorske disertacije u laboratorijskim uslovima je pracen uticaj
intoksikacije aloksanom, kao i oloweetatom uz prisustvo infekcije eSerihijom
(Escherichia col na Wistar pacovima, 24h i 72h od intraperitonealne aplikacije
bakterijske suspenzije (3x1CGFU/mI).

Naime, istrazivanja pokazuju da su nakon infekcijgEscherichia colikoja je
zapoc¢ela u Njemackoj 2011. godine, zapazene ozbiljnije komplikacije, pri ¢emu je
uo¢eno kod pedijatrijskih pacijenata,sljed ostecenja pankreasa, povecana incidenca
inzulin zavisnog diabetes mellitua. Takode, u krvi dijabeti¢ara, u odnosu na
nedijabeticare, javlja se signifikantno veca koncentracija olova i kadmijuma, prac¢ena
nedostatkom selena, §to upucuje na zakljucak da ovi toksi¢ni metali predstavljaju jedan
od faktora patogeneze dijabetesa kod ljudi. Uoceno je 1 znacajno povecanje
koncentracije aloksana u krvi djece sa potvrdenom hiperglikemijom, pri ¢emu se zna da
aloksan kod eksperimentalnih zivotinja izaziva dijabetes tipa 1.

NaSa istrazivanja su obuhvatala analizu morfometrijskih (prirast mase i
organosomatski indeksi jetre, srca, bubrega, testisa i slezene) i hematoloskih parametara
(eritrogram i leukgram), a dobijeni podaci su obradeni upotrebom statistickog paketa
SPSS 20.0 (ANOVA, Post Hoc LSD test i Independent T Test).

Efekti intoksikacije olovaacetatom i aloksanom se ogledaju u povecanju indeksa
unutra$njih organa i gubitkom tjelesne mase. Hematoloski parametri crvene (ukupan
broj eritrocita, koncentracija hemoglobina, vrijednosti hematokrita) 1 bijele loze biljeze
pad, dok se u slu€aju infekcije eSerihijom broj leukocita u krvi znac¢ajno povecao.

Pod sinergistickim dejstvom intoksiksikacije olovo-acetatom i aloksanom
udruzenim sa bakterijskom infekcijom doslo je do signifikantnih promjena posmatranih
parametara, pri ¢emu se isticu: znacajno povecanje organosomatskih indeksa bubrega,
jetre i srca, smanjenje ukupnog broja eritrocita, koncentracije hemoglobina, vrijednosti
hematokrita, kao 1 povecanje proporcije neutrofila (neutrofilija) prateno smanjenim
udjelom limfocita (limfopenija) u odnosu na jedinke kontrolne grupe. Promjene u
hematol@kom statusu su jedan od prvih pokazatelja promjena u stanju organizma,
endogenog ili egzogenog porijekla i1 predstavljaju veoma vaZan indikator naruSavanja

zivotne sredine.



SUMMARY

For the purpose of writing a doctoral thesis, the influence of intoxication with
alloxan and lead acetate is observed on Wistar rats infecte@&satierichia colwithin
the periods of 24 and 72 hours respectively after intraperitoneal administration of the
bacterial suspension (3X1GFU/ml).

In fact, studies show that after a mass infection vdtherichia colithat
occurred in Germany in 2011 there were many serious complications, especially in
pediatric patients. Due to the damage caused to pancreas, there was an increased
incidence of insulin-dependendiabetes mellitusAlso, in the blood of the diabetics,
compared to the non-diabetics there occurred significantly higher concentrations of lead
and cadmium, and lack of selenium, which suggests that these toxic metals are a factor
in the pathogenesis of diabetes in humans. Finally, a significant increase of alloxan’s
concentration in the blood of children with confirmed hyperglycaemia was observed,
and it is common knowledge that in experimental animals alloxan causes Type |
diabetes.

The research included a morphometric analysis (weight gain and indices of liver,
heart, kidney, testis and spleen) and haematological parameters (eritrogram and
leukogram), and the data obtained were processed with the SPSS 20.0 statistical package
(ANOVA, Post Hoc LSD test and Independent T Test).

The intoxication with lead acetate and alloxan results in the increase of the
indices of internal organs and decrease of the weight gain. The values of haematological
parameters of red (the total number of erythrocytes, hemoglobin and hematocrit) and
white blood cells decrease, while in the case of infection Esttherichiathe number of
leukocytes in the blood significantly increases.

Under the synergistic influence of intoxication with lead acetate and alloxan,
combined with a bacterial infection, there comes to a significant change in the
parameters observed, the most notable ones being increasing of the kidney, liver and
heart indices, reducing of the total number of erythrocytes, concentration of hemoglobin
and values of hematocrit, and an increased proportion of neutrophils (neutrophilia),
followed by a reduced proportion of lymphocytes (lymphopenia) in relation to the
control group. Changes in a haematological status are one of the first indicators of
changes in the state of the organism and they are an important indicator of

environmental degradation.



SADRZAJ:

L. UVOD coissismsemsmssssmssssmsssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasssssssssasses 11
Cilj radai o€eKivani FeZUItati..............ccocoerireiii i 13
2. OPSTE KARAKTERISTIKE osvrorersssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnessssssassess 15
2.1 Olovo i njegov toksiCni efekat ..............ocooiiiiiiiiiiii e 16
20 B B o) 3 To3 1 BB 0 U 1 PP 16......
P 2 © ][0 1Y o N PR PERP 17.......
2.2 AlOKSAN | NJEYOVO AE SEVO.....ccieiieiie e siee e erte et et e st teseesaesreesreesaeeaeensesnaenreensanns 23
2.2.1 Aloksanski dijabetes............ciiiiii i 24.....
2.2.2 Diabetes MEIIItUS. ......oiieeeeee e 25.....
2.3 Escherichia coli i efekti infekcije na Zivotinjski i ljudski organizam.................c.cccooneneee. 28
P @] S T F= LAY T =S 32
2.4.1. Olovo i OKSIAAtIVNI SEFES....ccei i i 33....
2.4.2. Aloksan i OKSIAatiVNi SIIES........ccoeiiiiiiiiiiite e 34....
2.4.3.Escherichia coli oksidativii StreS........c.uuviiie i 36...
2.5 Laboratorijski pacov Rattus norvegicus soj Wistar, albinotip .....ccccccevveeveevecceeiesienens 37
2.5.1. Bioloski parametri laboratorijskog pacova Rattus norvegicus.............c..ccoeeennnns 38
2.5.2. Hematolog§ki parametri laboratorijskog pacovRattus norvegicus....................... 43
122 < 1 S RRRTSPRUSIPN 44
2.6.1 Nastanak uoblicenih elemenata KrVi............ooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 4 A5..
2.6.2 EFIIIOCITL ...t e e 46.......
2.6.3 LEUKOCI....ceeeieiiiiieiiiiittieie ettt eeeeee e e e e e e e e e D
2.6.3.1 GranUIOCHTE. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 48......
2.6.3.2 AQraNUIOCITL. . .ci i e e e e e e e e aaaaaaa 50......
3. MATERIJAL | METODE RADA ..commmmmsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 51
3.1. Postavka EKSPEr TIMENTA ..ot s 51
3.1.1. Uzgoj i drzanje eksperimentalnih jedinki ............coovvmmrimiiiininnieee e 51
3.1.2. BaKterijSka SUSPENZIJA......cccieiiiriiiiieeiiiiiieeee et 51....
3.1.3. Tretman aloKSANQM............uuiiiiiiiiiiiie it e e e e e e e e e e e 52.....
3.1.4. TOK EKSPEIMENLAL ...ttt e e e e e e e aaaaaeeas 52.....



3.1.5. ANESIEZITAN]E ZIVOLINJA.rerrrrrrunnnnieieeeeereesereeetneunnaseseeeaereereessnsnnnnnasseeeeeeeeeeennenes 52....

3.1.6. NACIN ZIEVOVANJA ....ieeeeeeeeeeeeeetnttis e e e e e e e e e ee e s e e e e e e e e e e e e e e nnnnn e e e e e eeeees 53.....
3.2. Uzimanje uzoraka krvi i odredivanje hematoloSkih parametara...............c..ccccccceninnnn. 54
3.3. Morfometrijske metode i uzorkovanje unutrasnjih organa................c.ccccoovceiinninnnn, 55
3.4. StatistiCka obrada podataka ................ccooiiiiiiinii 56
4. REZULTATI RADA | DISKUSIJA...imssmssssssssssssssssssssssssssssssssssenss 57
AL M OF FOMEBLTTJ Bttt bbb bbbt bbbt ne e bt nn e n e s 57

4.1.1. Kontrolne Jedinke (K .......coooiiiieeee e a s 57....

4.1.1.1 Morfometrijske karakteristike i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h) .....cooevvveniininninnn 60
4.1.1.2 Morfometrijske karakteristike i pQL..........c.oouviiiiiiiiieciic e, 61...
4.1.2. Kontrolne jedinke inficirane eSerihijom (K-E) .......c..cceveiiiiiiiiiieiiniiiiiiie i 63.
4.1.2.1 Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h) ......cccoovveeeininnnnn 6.7
4.1.2.2 Morfometrijske karakteristike i pQl.........ccceveeiiiiiiiii e, 69...
4.1.3. Tretman 0lovo-acetatom (B ........coiiurriiiiaiiiiiiee e 71...
4.1.3.1 Morfometrijske karakteristike i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h) ......coovvvvriiiiniinnnnnn. 74
4.1.3.2. Morfometrijske karakteristike i PQl.........cccoovvriiiiiiiiii e, 16...
4.1.4. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih olovo-acetatom (PHE).............eeeeveeiinnnnnen. 78
4.1.4.1 Morfometrijske karakteristikevrijeme Zrtvovanja (24 1 72h) .......ccooeviiiiiiinnnnns 82
4.1.4.2. Morfometrijske karakteristike i pal...........coooiiiiiiiiii e, 84...
4.1.5. Tretman aloksanom (ADl............eeeeieiiiiii e 86....
4.1.5.1 Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h) ..........coovvieiiinnnns 91
4.1.5.2. Morfometrijske karakteristike i pal...........coooviiiiiiiii e, 93...
4.1.6. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom (All-E) ..., 94
4.1.6.1 Morfometrijske karakteristike i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h) .........ccoovveviriinnnnnn. 97
4.1.6.2. Morfometrijske karakteristike i pQl..........ccooovvviiiiiiiiiii e 99...
4.1.7. Tretman aloksanom i olovo-acetatom ) ..........ooovvviiiiiiiiiiieeereeeeee, 101
4.1.7.1 Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h) .........cccoevveiiinnns 105
4.1.7.2. Morfometrijske karakteristike i pal...........coooiiiiiiiiii e, 107.
4.1.8.Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (AlIPb-E)..... 109
4.1.8.1 Morfometrijske karakteristike i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h) ........coovvvvrvirnnnnnnn. 115
4.1.8.2. Morfometrijske karakteristike i pal..........cooooiiiiiiii 117

4.1.9. Komparacija morfometrijskih vrijednosti tretiranih i kontrolnih j&din............ 119
A2 ErItrOCIENT PrOFil..c. et bbb see s 126

4.2.1. Kontrolne jedinke (KB.......cueeiiiiiiieee e 126..

4.2.1.1 Eritrogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h)......c.ooevmmiiiiiiie 129
4.2.1.2. EXitrogram i POL......coi i 130....



4.2.2. Kontrolne jedinke inficirane eSerihijom (K-E) ........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiceceeeeeeee, 132

4.2.2.1 Eritrogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h)........coevmmimiiiiiiieeee 135
4.2.2.2. EXitrogram i POL......cooiiiiiiiie i 136....
4.2.3. Tretman 0lovo-acetatom (Bh:........coiuiriiieriiiiiiii e 138.
4.2.3.1 Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h).........cooiiiiiiiiiiiii e 141
4.2.3.2. EXitrogram i POL.......ooiiiiiiei e 142...
4.2 4. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih olovo-acetatom (PHE)............cccccveerinnee. 144
4.2.4.1 Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 i 720).......cooviiiiiiiiiiee e 146
4.2.4.2. EXItrogram i POl s s e e e e e e e e e e e e e e e 148...
4.2.5. Tretman aloksanom (ADY..........cceveeeeeeeriiiiisiiicc e e e e e e e e e e e e 149..
4.2.5.1 Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h).......cccooviiiiiiiiiiic e 153
4.2.5.2. EXitrogram i POL......coo it 155...
4.2.6. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom (AE) ..o, 156
4.2.6.1 Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h).......cccooviiiiiiiiiiiie e 159
4.2.6.2. EXitrogram i POL........ce oo 161...
4.2.7. Tretman aloksanom i olovo-acetatom ) ..........ooevvvieiiiiiiiieeeereeeeei, 162
4.2.7.1 Eritrogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h).......ccoeviiiiiiiiiiiiieeeeee 167
4.2.7.2. EXtrogram i POL... ... 168...
4.2.8. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (AlIPb-E).....170
4.2.8.1 Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h).......ccoooviiiiiiiiiiiie e 174
4.2.8.2. EXitrOgram i POL......cooiiiiiiiie ittt 175...
4.2.9. Komparacija vrijednosti eritrograma tretiranih i kontrolnih jedinki................ 177
e N = | oot T o o 1 S RRSPSSP 182
4.3.1. Kontrolne jedinke (KD ........oooiiiiiiiiiie e 182..
4.3.1.1 Leukogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h).......coeoeviiiiiiiiiiiii e 186
4.3.1.2. LEUKOGIamM i POL.....eeeiiiieiiiiiiie ettt e 187....
4.3.2. Kontrolne jedinke inficirane eSerihijom (K-E) ........ccoeveiiiiiiiiiieiniiiiiieee e, 189
4.3.2.1 Leukogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h) ........uvuurmimiiiiiiiiiiiieieeee e 193
4.3.2.2. LEUKOGIam i POL.....eeeeiiieiiiiiiiee ettt 194...
4.3.3. Tretman olovo-acetatom (BD:a.........c.vvvuiiiiiiiie e 196
4.3.3.1 Leukogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h)......ccoooeviiiiiiiiiiiiii e 199
4.3.3.2. LeuKOgram i POL.....ooeeieiieiii e a e e 200...
4.3.4. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih olovo-acetatom (PHE).............ccccceevnnnnne. 202
4.3.4.1 Leukogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72N)......cccueeeieeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 206
4.3.4.2. LEUKOGIam i POL.....eeeiiieiiiiiiiiee ettt e e 207....
4.3.5. Tretman aloksanom (ADl.........c.eeeeeeeiiiiii e 2009..
4.3.5.1 Leukogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h).......cooooviiiiimiiiiii e 211
4.3.5.2. Leukogram i POL.......oooiiiiiiii e 213...
4.3.6. Infekcija eserihijom jedinki tretiranih aloksanom (AIE) ..........ccccvvviiiiniiinnenn. 214
4.3.6.1 Leukogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h) .....ccccvvviirieiiiiiiiiiieee 217



T T T =10 1 (oo | = Yo TN o o1 SR 218...

4.3.7. Tretman aloksanom i olovo-acetatom () .........eeevveevieiieeeeeeiiiiiis i, 220
4.3.7.1 Leukogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h) .....ccccvvurirmiiiiiiiiiieieeeee i 223
4.3.7.2. LEUKOGIAM i POL....ueiieiieeiiiiei ettt e e et e e e e 224...

4.3.8. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (AlIPb-E).....226
4.3.8.1 Leukogram i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h) .....ccccourmimiiiiiiiiiiiieieeee e 229
4.3.8.2. LEUKOGIaM i POL..cveeeiieiiieeee ettt e e e e e e e e e e e e e s s e s e nneees 230...

4.3.9. Komparacija dobijenih vrijednosti leukograma tretiranih i kontngedinki....... 232

5. ZAKLJIUCAK reesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 238
6. LITERATURA crrrrcrrerssssssssssssssssssasssssessssssssssssssssnsssssnsssssssssssssnssnssnsses 241
7.  PRILOG. . iirmssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssns 257



SKRACENICE:

ADP- adenozin-difostat,

AOX - antioksidativni sistem,

ARDS - sindrom akutnog respiratornog distresa (acute respiratory distress
syndrome),

ATP - adenozin-trifosfat,

AVG - prosjek, srednja vrijednost,

CAT - katalaza,

COV - koeficijent variranja,

CPS - acidni kapsularni polisaharid,

DAEC - difuzno adherentnB&. coli,

DKS - diferencijalna krvna slika,

DM - diabetes mellitus

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina,

E — eritrociti,

EAEC - enteroagregativn@. coli,

EHEC - enterohemoragi¢na E. coli,

EIEC - enteroinvazivn&. coli,

ETEC - enterotoksi¢na E. coli,

EXPEC - patotipoviE. coliuzro¢nici ekstraintestinalnih infecija,

GLUT 2 - transporter niskog afiniteta za glukozu, koji se nalazi na povrSini
¢elija jetre, pankreasa i crijevnog epitela,

GPx - glutation peroksidaze,

H,0, - vodonik-peroksid,

Hb - hemoglobin,

HC - hemoragi¢ni kolitis,

Hct - hematokrit,

HLA (Human Leukocyte Antigenr humani leukocitarni antigen (glavni sistem
histokompatibilnosti),

HUS - hemoliti¢cko-uremic¢ki sindrom,

I.p. - intraperitonealno,

i.v. - intravenski,



i.m. - intramuskularno,

IDDM - Insulin zavisan dijabetes melitus,

IDF - Internacionalna federacija za dijabetes,
L - leukociti,

L PS - lipopolisaharidi,

MAX - maksimalna vrijednosti,

MCH - srednja vrijednost koli¢ine Hb u eritrocitu
MCHC - srednja vrijednost koli¢ine Hb u litru eritrocita,
MCYV - srednja vrijednost zapremine eritrocita,
MDA - malondialdehid,

MIN - minimalna vrijednost,

MNEC - E. coliuzroénik meningitisa,

MPO - mieloperoksidaza,

NADPH- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NIDDM - Insulin nezavisan dijabetes melitus,
p.o. - peroralno,

Px- peroksidaza,

RNK - ribonukleinska kiselina,

RES - retikuloendotelijalni sistem,

ROS (reactive oxygen speciesreaktivne kiseoni¢ne vrste,
S.C. - subkutanopotkozno,

SOD- superoksid dismutaza,

SR - slobodni radikali,

STDEV - standardna devijacija,

UPEC - enteropatogeni. coli,

UTI - infekcija urinarnog trakta,

X - srednja vrijednost.
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Uvod

1. UVOD

Ekotoksikologija prati i prou¢ava promjene u ekosistemima (prirodnim i
antropogenim) i biosferi u cjelini, koje su se dogodile i dogadaju se pod uticajem
antropogenih aktivnosti (toksikoloSki pristup) i destruktivne promjene na nivou
ekosistema i njegovu degradaciju i stabilizaciju (ekoloSki pristup) (Jablanovi¢ et al,
2003). Termin ekotoksikologija, spoj ekologije i toksikologije, se u literaturi javlja
krajem Sesdesetih godina (Truhaut, 1977). Toksikologija istrazuje efekte trovanja koji se
ispoljavaju na nivou individue. Oboljenja koja izagu zagadujuée supstance u ljudskoj
populaciji ¢esto su masovna i mogu imatiepidemijski karakter. Klasi¢na ekologija, kao
bioloska disciplina, proucava odnose bioti¢kih i abioti¢kih komponenti u ekosistemima,
ne zanemarujuci jedinke. Izmjena samo jedne od komponenti (prvenstveno pojavom
razli¢itih polutanata) izaziva lan¢ane promjene u cijelom ekosistemu. Ekotoksikologija,
»kéerka® ekologije i1 toksikologije, se bavi izvorima i vrstama zagadivanja ekosistema,
odnosno zivotne sredine, prati njihovu sudbinu u ekosistemima (monitoring) 1 proucava
Stetne efekte zagadenja na fizicku sredinu i1 bioloSke sisteme, planira i1 sprovodi
aktivnosti predvidanja mogucéih posljedica, pronalazi mogucnosti zastite Zivotne sredine,

koristé&i razlicita sredstva i metode (Jablamvié et al, 2003).

U okviru ekotokskoloskih istrazivanja koriste se brojni testovi (OECD metode
— 201 Alga, Growth Inhibition Test, 202 Daphnia sp. Acute Immobilisation Test, 203
Fish, Acute Toxicity Test, 206 Avian Reproduction Test, 207 Earthworm, Acute
Toxicity Tests, 208 Terrestrial Plants, Growth Test, 474 Mammalian Erythrocyte
Micronucleus Test, 475 Mammalian Bone Marrow Chromosome Aberration Test, 478
"Genetic Toxicology: Rodent Dominant Lethal Test, EU test metode- C.1. Acute
toxicity for fish, C.2. Daphnia sp. Acute immobilisation test, C.3. Algal inhibition
test..). Uobicajeni ekotoksikoloski testovi prvenstveno imaju za cilj utvrditi letalnu
dozu toksikanta, kao i najve¢u dozvoljenu dozu za dnevni unos. U opsegu izmedu ove
dvije doze, javljaju se brojne biohemijske 1 fizioloSke promjene u organizmu
intoksikovane jedinke. Ove promjene variraju u zavisnosti od visine doze, kao i od vrste
organizma. Dejstvo toksina se mijenja u interakciji sa drugim polutantima, kao i

biotoksinima.
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Pored odredivanja letalne i najvece doze polutanta, izuzetno je znacajno utvrditi
efeke zajednickog dejstva dva ili vise polutanata na sisteme organa, reprodukciju i

ponasanje jedinki.

Brojni polutanti mogu izazvati raznovrsne efekte u Zivim organizmima. Za ovaj
eksperiment su odabraaoiovo-acetat, aloksan (diabetes mellitus tip 1) i Escherichia
coli, ¢iji je uticaj préen na Wistar pacama.

Razlog za primjenu ovih toksikanata nalazi se u Cinjenici da je nakon infekcije
Escherichia coli2011. godine, kojaejzapocela u Njemackoj, postalo jasno dasu teske
dijareje izazvane ovom bakterijon€esto pracene ozbiljnijim komplikacijama.
Evidentirano je da jar nekim tezim slucajevima kod pacijenata doslo do renalnih
komplikacija u vidu hemolitickog uremijskog sindroma (HUS) (Wiwanitkit, 2011, Suri,
2009). HUS je poznat po povezanosti sa diabatedJsljed oSteCenja pankreasa
(Wiwanitkit, 2011, Robitaille, 1997), kod pedijatrijskih pacijenata zarazenih Escherichia
coli uocena je povecana incidenca inzulin zavisnog diabetes mellitua. Obic¢no je
povezana sa otkazivanjem renalnih funkcija, kao pdislj hemolitickog uremijskog
sindroma (Taylor, 1986; al Herbish, 1992; Robitaille, 1997; Suri, 2005; Suri, 2009,
Wiwanitkit, 2011). Suri i ostalgovore kako “je kod pacijenata koji su prebolovali HUS
pracen dijarejom povecan broj slucajeva dijabetesa usljed potpune deficijencije insulina,
te se moze vratiti nekoliko godina nakon pocetne infekcije” (Suri et al,2009). Suri
predlaZze pracenje pacijenata radi dijabetesa usljed akutnog stanja i duze vrijeme nakon
teske infekcije (Wiwanitkit, 2011; Suriet al,2005).

Pored komplikacija u vidu HUS;infekcija eSerihijom kod dijabeti¢ara moze da
dovede do razvoja peritonitisa. U animalnim studijama je potvrdeno da endotelin-1 igra
znacajnu ulogu u razvoju peritonitisa, a povec¢ane koncentracije plazma endotelina-1 bile
su Ceste pri septiCkom peritonitisu izazvanom eSerihijom (Wiwanitkit, 2011, Tsukada,
1993). Kako su zabiljezeni slucajevi bili karakteristiCni prvenstveno za stanovnike
gradova, logican slijed je da se kao tre¢i toksikant uvede olovo-acetat, ¢ija je
koncentracija u urbanim centrima i dalje visoka i pored smanjene, ali i dalje dozvoljene

upotrebe olovnog benzinemnogim zemljama Sirom svijeta (Jablanovi¢ et al, 2003).
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Radi utvrdivanja efekata intoksikacije vrSene Su hematoloske i morfometrijske
andize, uz stalno posmatranje jedinki i pracenje uticaja ovih polutanata na njihovo

ponasanje i uzimanje hrane i vode.
Cilj radai ocekivani rezultati

Cilj istrazivanja je da se u laboratorijskim uslovima ispita dejstvo intoksikacije
olovo-acetatom i aloksam na Wistar pacove inficirane eSerihijom Escherichia coli
intraperitonealnim ubrizgavanjem, nakon 24h i 72h. Eksperimentalnim jedinkama,
podijeljenim u Cetiri grupe u odnosu na vrstu tretmana, izazvana je infekcija nakon koje
je pristupljenozrtvovanju i prikupljanju podataka i to u dva vremenska intervala
inkubacije, nakon 24 i 72 sata. Pretpostavljgaoda ¢e se ista¢i jasna razlika u
vrijednostima hematobiiih parametara (Hgb, E, L, Hct, DKS) izmedu jedinki
zrtvovanih nakon 24 i 72 sata.

Kako jedan od tretmana podrazumijeva intoksikaciju jedinki olovo-acetatom u
subletalnoj dozi (1500 ppm), pracen je uticaj olova na morfometrijske karaktere
unutra$njih organa, jetre, srca, slezene, bubrega i testisa, pri ¢emu je ocekivano
uocavanje znacajnih razlike kod indeksa navedenih organa i veca odstupanja ovih
vrijednosti jedinki tretiranih olovom u odnosu na ostale grupe. Krvni parametri se
mijenjaju pod uticajem oba tretmana, tako da je bio cilj odrediti njihove vrijednosti pri
zajednickom dejstvu (olovo-acetata i bakterijske infekcije).

Kako se aloksajuvlja u ljudskoj ishrani unosenjem proizvoda od bijelog brasna,
bilo je znacajno utvrditi njegov efekat na organizam u sadejstvu sa svakodnevno
prisutnim toksinom olovom i biotoksinom eSerihijom. Ujedno, intraperitonealni unos
ve¢ih subletalnih koncentracija aloksana izazivadiabetes mellitustip 1 kod
laboratorijskih pacova, ¢ija incidencija u ljudskoj populaciji varira od 30 na 100.000
ljudi u Skandinaviji, do 2 na 100.000 ljudi u Japanu, gerhu se oc¢ekuje povecanje
broja oboljelih u urbanim podru¢jima (King et al, 1999). Iz tog razloga jeilo zna¢ajno
utvrditi dejstvo olova na dijabeticare, ¢ija je podloznost infekcijama ujednoznatno veca

nego kod zdravih ljudi.
Bakterijska infekcija idiabetes mellitugip 1 uti¢u na cjelokupno zdravstveno
stanje jedinki, tako da je jedan od ciljeva radauaititi njihovo zajedni¢ko dejstvo na

vrijednosti krvnih parametara, kao 1 na morfoloske karaktere unutrasnjih organa.
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Objedinjavanjem toksikanata i bakterijske eitfije (kod Cetvrte grupe
eksperimentalnih jedinki) utvrden je njihov zajednic¢ki uticaj na morfometrijske i

hematoloske parametre Wistar pacova.

Dobijeni podaci imace znacaj u budu¢im istrazivanjima iz ekotoksikologije i
ekologije uopste i doprinjece boljem razumijevanju uticaja bakterijske infekcije adinke
vrsta koje naseljavaju kopne ekosisteme.

Analiti¢ko-statisticki pristup daje uvid u korelaciju duzine izlaganja infekciji sa
promjenama pojedinih hematoloskih i morfometrijskih parametara, a takode je posluzio za

procjenu nivoa uticaja ovih faktora na zdravstvstamje ispitivanih jedinki.

14



Pregled literature

2. OPSTE KARAKTERISTIKE

Ekologija, kao nauka o domacinstvu prirode, o medusobnim odnosima i
uticajima zive i nezive prirode, o medusobnim zavisnostima zivih bi¢a i njihove Zivotne
sredine, ne fokusira dekljuc¢ivo na organizam, populaciju ili Zivotnu zajednicu, kao ni
samu gradu ili osobinu zivotnog prostora, ve¢ joj je u srediStu paznje njihova
medusobna zavisnost. Iz tog razloga ekologija predstavlja sinopticku, multidisciplinarnu
nauku, za Cije potrebe nastaju sinteze mnogobrojnih drugih naucnih disciplina i
istrazivackih metoda, medu kojima se javljaju: botanika, zoologija, antropologija,
geologija, pedologija, klimatologija, hidrologija, fizicka geografija, humana biologija,
ekonomija, sociologija, etika, politika i brojne druge. Uzrok popularizacije ekologije,
posebno njenog dijela koji se odnosi na zastitu zivotne sredine, je u viSe ili manje
ociglednom pogorsanju zivotnih uslova, kao i u sve razvijenijoj svijesti 0 opasnostima
koji proizilazeiz daljeg nekontrolisanog razvoja ljudskog drustva (Glavac, 2001).

Ekologija se moze podijeliti po viSe osnova na podrucja ili grane istrazivanja.
Uobicajena je podjela na autekologiju, demekologiju i sinekologiju s jedne strane, kao i
prema carstvima zivih bi¢a, u zavisnosti od autoraa ekologiju biljaka, Zivotinja,
protista, gljiva i dr. U toku vremena efekatvjekovog dejstva na globalnom nivou se
povecao i doveo do uticajana rasprostiranja zivih bica u biosferi. Na taj nacin Su se
posebno izdvojé ekologija ¢ovjeka, urbana ekologija, ekotoksikologija, zastita Zivotne
sredine i druge grane ekologije (Klepac, 1980).

»Veza izmedu ljudske civilizacije i Zemlje bila je u potpunosti promijenjena
medusobno isprepletenim ciniocima kao Sto su demografska eksplozija, tehnoloSka
revolucija i spremnost da se zanemare pdsk po budu¢nost onog $to sada ¢inimo.*
(Gor, 2008).

Kroz istoriju se mogu pratiti klju¢ni, prelomni momenti u razvoju ljudske
civilizacije (otkrice vatre, razvoj poljoprivrede, industrijalizacija...), koji su doveli do
enormnog povecanja ljudske populacije pracenog naglom urbanizacijom, Sto je za
posljedicu imalo vidnu degradaciju ekosistema i smanjivanje biodiverziteta. Svojim
aktivnostima u pravcu urbanizacije i eksploatadcie;jek je promijenio u velikoj mjeri,

a to 1 dalje ¢ini, prirodno okruZenje, naj¢eS¢e u smislu djelimi¢nog ili potpunog
naruSavanja odnosa u zivotnoj sredini. Doveo je do promjene cijelih podrucja

izgradnjom hidrocentrala i akurfagija, sjeCcom Suma, poSumljavanjem, eksploatacijom
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mineralnih sirovina, stvaranjem deponija, emisijom gasova, nuklearnim probama i dr.,
Sto je dalje rezultovalo narusavanjem cijelih ekosistema, kao i klimatskim promjena

na lokalnom i globalnom nivouSgkuli¢ et al, 2003).Mucibabi¢ i Berberovi¢ (1980)
konstatuju da: ,,zivi svijet predstavlja za Covjeka jedinstven fond dragocjenih i ve¢inom
nenadomjestivih  dobara; klasi¢ni oblici eksploatacije tog fonda odlikuju se
nepromisljenom trkom ka ostvarenju trenutne koristi, bez obzira na posljedice.” ,,Pod
zagadenjem Zivotne sredine podrazumijevaju se kvantitativne ili kvalitativne promjene
bioloskih, hemijskih i fizi¢kih osobina (vode, vazduha, zemljista i dr.), ¢ija posljedica je
naruSavanje zakonitosti ekosistema zasnovanih na mehanizmima samoregulacije®,
navode Sekuli¢ i saradnici (2003).

Broj i vrste zagadivaca zivotne sredine je gotovo nemogucée u potpunosti
odrediti, jer su se mijenjali zajedno sa promjenom nacina iskoriS¢avanja resursa od
strane ljudske popacije kroz istorijski razvoj druStva. UobicCajene su podjele
zagadivaca zivotne sredine u odnosu na fizicka i hemijska svojstva, izvor emisije, prema
efektima zagadenja, postojanosti u prirodi i zivim sistemima, u zavisnosti od sredine
koju zagaduju 1 sli€no. Ozbiljan problem predstavlja i sama ¢injenica da u vedini

slu¢ajeva jedan zagadiva¢ zagaduje razli¢ite ekosisteme (Sekuli¢ et al, 2003).

2.1 Olovo i njegov toksi¢ni efekat

2.1.1Toksi¢ni metali

Usljed povecanih koncentracija toksikanata u zivotnoj sredini, dolazi do
njihovog akumuliranja u billkama, a samim tim u lancima ishrane i ljudima, kao
krajnjim karikama. Neki toksikanti su manje znacajni zahvaljuju¢i minimalnom uticaju
na zive sisteme, dok su drugi izuzetno toksi¢ni i stvaraju niz zdravstvenih problema
(Obradovi¢ i1 Peki¢, 2012). Medu toksi¢nim hemikalijama, metali su kriti¢ni toksikanti
zivotne sredine zahvaljujuéi sposobnosti bioakumulacije, nemoguénosti biorazgradnje 1
izrazite Stetnosti unutar ekoloskih sistema (Sainath et al, 2011).

U toksi¢ne (teSke) metale se ubrajaju oni metali koji nisu biogeni, nemaju
fiziolosku ulogu u organizmu, a ispoljavaju toksi¢ni efekat. Isti¢u se: kadmijum, olovo,

aluminijum,ziva i dr.(Jablanovi¢ et al, 2003).
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Opterecenje zemljista i povrSinskih voda antropogenim emisijama teskih metala,
kao 1 njihov ulazak u ciklus kruzenja vode, ugrozavaju biodiverzitet, a posebno Sumske
ekosisteme i proizvodnju zdravstveno bezbjedne hrane (Kastori, 1993).

Unos teSkih metala u organizam zivotinja, biljaka i ljudi dovodi do pojave
bolesti, degenerativnih promjena i poremecaja fiziolosko - biohemijskih procesa.
Pojedinimetali, medu kojima ima i gradivnih elemenata (Fe, Zn, Cu, Mn, Co, Pb i dr.),
pri ve¢im koncentracijama djeluju veoma toksi¢no na zZive organizme.

Toksi¢ni metali u ekosistem dospijevaju uglavnom iz antropogenih emisija, a u
procese kruzenja materija ih uvode primarni proizvodaci, koji ih ugraduju u svoj
organizam iz podloge (mati¢ne stijene) ili iz drugih izvora. Onaj oblik teSkog metala
koji je pristupacan za biljke ima znacaja sa toksikoloSkog i ekotoksikoloskog stanovista,
jer usvajanjem od strane biljaka metali ulaze u lanac ishrane (Arsenijevi¢-Maksimovi¢,
Pajevi¢, 2003). Veéina toksiénih metala se akumulira u organizmu, tako da se na svaku
narednu kariku u lancu ishrane prenosi, uz dodatnu akumulaciju iz svih izvora ishrane.

Krajnji potrosa¢ u svom organizmu akumulira najve¢u koncentraciju ovih metala.

2.1.2 Olovo

Olovo je jedan od najznacajnijih toksi¢nih (teSkih) metala zbog svoje Siroke
primjene u ralcitim industrijskim proizvodima, radi ¢ega se smatra ozbiljnim rizikom
brojnih profega sirom svijeta (Ahmed et al, 2012).

Olovo je prirodan slabo zastupljen element, sa prosje¢nom koncentracijom od
1.3 ug/g zemljine kore. Olovo (Pb), element IVb grupe periodnog sistema, se javlja
dva oksidovana oblika Pb (lI) i Pb (1V), od kojih je dominantnijfBbn. Zastupljeno je
u stijenama i zemljiStu kao element u tragovima (< 0.1% tezinski), a zbog afiniteta
prema sumporu S, je koncentrisano u stijenama i mineralima sulfida, posebno u
mineralima galenitu (PbS) i anglezitu (Pb$ONajmanje koncentracije olova su
zabiljezene u sedimentima aluvijalnog porijekla (Jablanovi¢ et al, 2003).

U pitanju je mekan metal, velike gimst i niske tacke topljenja. Olovo nije
rastvorljivo u vodi, ali se rastvara u kiselinama sa oksidacionim djelovanjem (npr.
azotna kiselina). Pri dejstvu razblazene sumporne kiseline stvara se zaStitni sloj olovo -
sulfata PbSQte rastvaranje prestaje. Baze ne djeluju na olovo. Na vazduhu se olovni

prah, tzv. piroforno olovo, pali samo od sebe.
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Olovo se, zahvaljujuéi lakoj obradivosti, pocelo koristiti jo§ u praistoriji, tako da
je danas izuzetno Siroko distribuirano u zivotnoj sredini (Tong et al., 2000). Njegova
toksi¢nost je uocena prije 3000 godina, $to nije dovoljno smanjilo izloZenost ovom
polutantu. Iako je jedan od najranije otkrivenih otrova, izloZenost olovu i danas ima
znacajan udio U globalnim problemma, posebno u razvijenim urbanim centrima i
zemljama treceg svijeta. (Lidsky i Schneider, 2003).

Olovo (II) oksid ima S$iroku primjenu u ljudskom drustvu, od glaziranja
keramic¢kih proizvoda, izrade minijuma, kao Zuta boja u slikarstvu, preko izrade limova,
kanalizacionih i vodovodnih cijevi ukoliko vode nisu kisele; do oblagakietri¢nih
kablovai posuda. Olovo se Koristi i u vojnoj industriji, industriji boja, za izradu olovnih

akumulatora, tea zastitu od rendgenskog i radioaktivnog zracenja.

=

Slika br. 1 Olovo (https://en.wikipedia.org/wiki/Lead)

Olovo se emituje u atmosferu iz prirodnih i antropogenih izvora. Prirodna
emisija obuhvata resuspenziju vjetrom, erupcije vulkana, Sumske pozare, morski aerosol
i biogene izvore (Nriagu i Pacyna, 1988). Prema Nriagu (1992) ova emisija olova u
atmosferu nije u potpunosti prirodna, jel doprinosi antropogeno olovo natalozeno
kroz istoriju.

Globalno gledano, glavni emisioni izvori olova ukljucuju sagorijevanje fosilnih
goriva, proizvodnjwbojenih metala, Zeljeza i ¢elika. Znatna koli¢ina olova se emituje i
proizvodnjom cementa, kao i odlaganjem industrijskog i urbanog otpada (Pacyna
Pacyna, 2001)Dugo vremena najveci izvor antropogenog olova je predstavljao olovni
benzin, tako da organizmi koji naseljavaju rubna podrucja autoputeva predstavljaju
svojevrsne determinante izlaganja olovu (Stromhegrgl, 2003), kao i organizmi koji
naseljavaju uze podrucje oko fabrickih i rudnic¢kih postrojenja.

Olovo se u atmosferi nalazi isklju¢ivo vezano sa drugim elementima c¢ineci

partikule veli¢ine 0.1-1 pm (AMAP, 1998), odakldospijeva u zemljiste ili vodu putem
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mokre i su¢ depozicije, ¢esto veoma daleko od izvora emisije. Sitnije Cestice olova se u
atmosferi zadrzavaju dugo, pri ¢emu mogu preci stotine, pa ¢ak i hiljade kilometara.
Ova pojava je najuocCljivija u polarnim krajevima, daleko od urbanih sredina, gdje se
olovo nalazi u razli¢itim koncentracijama na razli¢itim dubinama leda (AMAP, 2001).

Olovo dospijeva u povrSinske i podzemne vode iz atmosfere, mokrom
depozicijom i talozenjem, primjenom dubriva bogatih olovom i kanalizacionog mulja na
okolnom zemljistu, izlivanjem kanalizacionih u tekuce vode i sli¢no. Od izuzetnog
znacaja su 1 veliki industrijski i1 rudarski centri koji svoje otpadne vode bez prethodnog
precis¢avanja ispustaju u okolne rijecne tokove (Kastori, 1997). Rijeke se dodatno
bogate olovom prolaskom kroz velike urbane sredine (Tedeschi, 1990). Vodotoci u
blizini deponija su direktno ugroZeni brojnim kontaminantima, samim tim i olovom u
koncentracijamanatno ve¢im od dozvoljenih (Odukoya i Abimbola, 2010). Olovo u
vodi za pi¢e se javlja i u krajevima sa izrazenim aciditetom vode, koji koriste stare
olovne cijevi. Ukoliko je pH vode neutralan ili alkalan ne dolazi do topljenja olova iz
vodovodnih cijevi.

Posto organske komponente zemljiSta imobiliSu olovo, deponovano olovo se
nalazi u gornjem sloju zemljista dubine 2-5 cm (CDC, 1991). Koli¢ina prirodnog olova
u zemljiStu se najcesce krec¢e izmedu 10 i 30 mg/kg zemljista. Ukupna koncentracija
olova u gornjem sloju zemljiSta zavisi od depozicije i akumulacije olova iz antropogenih
izvora. U Evropije koncentracija olova u zemljiStu prostorno heterogena i krece se od
10 do preko 70 mg/kg, generalno opada porastom udaljenosti od izvora
kontaminacije. Koncentracije olova u zemljiStu udaljenom do 25 metara od
saobracajnica su za 30 - 2000 mgkg vefe od prirodnih, dok im vrijednost
eksponencijalno opada na udaljenosti ve¢oj od 25 m. U zemljiStu pored topionica
obojenih metala olovo je zastupljeno u koncentracijama od nekoliko hiljada do cak
60000 mg/kg (ATSDR, 2005).

Zemljista bogata olovom pokazuju signifikantan pad produktiviteta. Brojni su i
izuzetno kompleksni efekti olova na biljke (Senggal.,2008;Kastori, 1993), zivotinje
(Cupi¢, 1999; Modrall i Pokras,2010), kao i ¢ovjeka (Jarup, 2003 WHO, 1995).
Biljke apsorbuju olovo u velikoj mjeri preko korjenovog sistema i u veoma maloj
koli¢ini putem lis¢a. U biljkama se olovo akumulira prvenstveno u korijenu, ali znatna
koli¢ina moze biti translocirana i u nadzemne dijelove. Sposobnost apsorpcije olova od

strane biljaka zavisi og@H vrijednosti zemljista, fizicko - hemijskog sastava zemljista,
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kao 1 od povrSine korjenovog sistema i mikorizne transpiracije. Manja koli¢ina olova se
transportuje od korjena u ostale organe zahvaljujuéi prirodnoj barijeri korjenovog
endoderma. U letalnim koncentracijama dolazi do peolbajijere, pri ¢emu olovo
dospijeva u ostala biljna tkiva. U biljkama olovo gradi depozite razli¢itih veli¢ina,
prvenstveno u intercelularima, ¢elijskim zidovima i vakuolama. Manje nakupine olova

su uoc¢ene i u endoplazmatskom retikulumu, diktiozomima i diktiozomskim vezikulama.
Po ulasku u ¢eliju, olovo inhibira mnoge enzime, remete¢i mineralnu ishranu i vodni
balans, uti¢e na hormonalni status, kao i na permeabilnost c¢elijske membrane
narusavaju¢i njenu strukturu. Vidljivi nespecificni simptomi olovne toksikoze su
smanjen rast, hloroze i zatamnjen korjenov sistem. Olovo smanjuje fotosintetsku
produktivnost biljaka remete¢i strukturu hloroplasta, smanjujuc¢i sintezu hlorofila,
remeteci transport elektrona i inhibiraju¢i aktivhost enzima Kalvinovog ciklusa (Sengar
et al.,2008).

Olovo djeluje izuzetno negativno na brojne organske sisteme @taald 1996).
Brojni eksperimenti na laboratorijskim zivotinjama pokazali su da olovo alterira
morfoloske odlike jajnika, izaziva promjene u funkciji placente, razvoju ploda i sli¢no
(Silbergeld, 1986). Tokom graviditeta olovo posebno ispoljava svoj negativan efekat,
prolazeé¢i kroz placentalu barijeru (Lagerkvist, et al, 1996; Silbergeld, 1983), ali se
njegovo dejstvo nastavlja i tokom laktacije, kada olovo eksponiranih majki mlijekom
dospijeva u organizam sisanceta (Mornjakovi¢ et al, 1995; Mornjakovi¢, 1994).

Eksponiranost olovu tokom gestacije i laktacije dovodi do brojnih neuroloskih
poremecaja, kao §to su deficit memorije, neurolos§ke abnormalnosti (Soodi et al, 2008),
promjene uobiCajenih obrazaca ponasanja (Seddik et al., 2010), smanjenje tjelesne
duzine i mase (Mornjakovi¢ et al, 2000), pove¢anje mase pojedinih unutrasnjih organa
(Abdel-Moneimet al, 201 i sli¢no.

Kod domacih Zivotinja trovanje olovom (plubizam) je najceS¢e akutnog tipa.

vvvvv

domacih 7zZivotinja trovanje olovom izaziva poremecaje nervnog sistema,
gastrointestinalnog trakta, miSi¢nu koordinaciju 1 remeti sintezu hema. Kod stoke se
uocavaju depresija, sljepilo, propadanje zuba, gréenje misica, ucestalo treperenje kapaka
i konvulzivni napadi. Kod ovaca su zastupljene depresija, anoreksija, abdominalna bol i

dijareja. Anemija je karakteristi¢na za kroni¢nu izlozenost olovu. U okolini rudnika kod
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ovaca su uocene i1 osteoporoza kod mladih jedinki, kao i ucestali abortusi. Kod konja
simptomi olovne intoksikacijellju¢uju anemiju, depresiju, stupor i laringealnu paralizu
koja otezava disanje (Neathery i Miller, 1975; Cupi¢, 1999).

Divlje zZivotinje takode snose posljedice narusavanja ekosistema. Trovanja
olovom su zabiljezena kod mnogih vrsta. U Esperanci, Australija, krajem 2006. godine
doslo je do velikog pomora ptica. Akutno trovanje olovom jedan je od glavnih uzroka
ugrozenosti kalifornijskog kondora, bjeloglavog orla, kao i nekih drugih vrsta. Ingestija i
trovanje olovom su dokumentovani kod najmanje 63 pti¢je vrste od kojih je 10
ugrozenih. UopSte, posebno su ugrozene one zivotinje koje zive u blizini urbanih
centara, kao $to su nepalski majmuni koji naseljavaju okolinu hramova, pti¢i pacifickih
ostrvskih albatrosa koji zive u blizini zgrada i urbani psi Indije. Kod mnogih vrsta su
pronadene subletalne koncentracije olova u krvi. Simptomi koji se razvijaju kod
intoksikovanih zivotinja odgovaraju onima kod ljudi. Agresivno ponasanje se javlja kod
ljudi, macaka i drugih vrsta, hipertenzija je prisutna kod ljudi i pasa, poremecaji
ponaSanja i koncentracije kod ljudi 1 galebova, gubitak kose/krzna kod ljudi i majmuna.

Kao i kod ljudi, najugrozenije su mlade jedinke Zivotinjskog svijeta (Modrall i Pokras
2010). Ni krupni sisari nisu postedeni pogubnog djelovanja olova. Dokumentovana je
intoksikacija olovom leoparda, pantera i cibetke u sjeveroistocnoj Indiji (Sudip et al.
1999).

Covjetanstvo je izlozeno atmosferskom olovu i olovu iz hrane u priblizno
jednakim proporcijama. Prema nekim podacima poluzivot olova u krvi iznosi oko 1
mjesec, a u kostima 20-30 godina (Jarup, 2003). Olovz: mhirektno, kao i veéina
ostalih teSkih metala, oStetiti meka tkiva, posebno jetre, bubrega i nervnog sistema.
Smanjuje kapacitet tijela da metabolizuje vitamin @Dkako je u obliku slicnom
kalcijumu, najviSe se nakuplja u kostima i zubima. U krvotoku utiCe na stvaranje
eritrocita remeteci sintezu hema, koji gube funkcionalnost u vezanju atoma kiseonika i
njegovom prenosu od plu¢a prema drugim tkivima. Toksi¢nost olova je posebno opasna
za djecu uzrastao Seste godine, jer se njihov nervni sistem jo$ razvija (Goyer, 1993).
Takode, skeletni sistem raste 1 razvija se te mnogi naucnici smatraju da znatna koli¢ina
olova unesena u organizam u djetinjstvu ostaje deponovana u kostima tokom cijelog
zivota. Kod odraslih, neorgansko olovo ne prodire kroz krvamzdanu barijeru, dok je
ova prepreka manje razvijena kod djece. Tetrametil - olovo i tetraetil - olovo prodiru

lako u kozu. Ova jedinjenja mogu da predu barijeru krv - mozak i kod odraslihsto kod
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akutnog trovanja rezultuje pojavom encefalopatije. Simptomi akutnog trovanja olovom
(akutni saturnizam) su glavobolja, razdrazljivost, bol u stomaku i razni simptomi vezani

za nervni sistem. Olovna encefalopatija se odlikuje nesanicom i uznekéireKod
djece se mogu javiti poremecaji u ponasanju, ucenju i teskoce pri koncentraciji. U
teskim slucajevima olovne encefalopatije, osoba moze patiti od akutne psihoze,
konfuzije i smanjene svijesti. Kod ozbiljnih neuropatija lezije mogu biti trajne. U takvim
slu¢ajevima se uocava tamnoplava olovo - sulfidna linija na ivicama desni. U manje
ozbiljnim slucajevima, najocigledniji znak trovanja olovom je poremecaj sinteze
hemoglobina, koji dugorocno moze dovesti do anemije (Jarup, 2003 WHO, 1995)
Mnoga istazivanja pokazuju da dugotrajna izloZenost niskim koncentracijama olova
dovodi do smanjenja inteligencije kod djece. Akutna izloZenost olovu dovodi do
oste¢enja proksimalnih tubula bubrega (WHO, 1995). Dugoroc¢na izloZenost dovodi do
ozbiljnijih oStecenja bubrega, koja su u direktnoj korelaciji sa duzinom izlozenosti
(Mortadaet al, 2001).Postoji vjerovatnoca da olovo uzrokuje rak pluéa, zeluca i gliom
(Steenland i Boffeta, 2000). Evidentirana je i inikksija olovom preko koze, ali u
veoma malim konceracijama. Izlozenost koze olovu se prvenstveno dovodi u vezu sa
¢injenicom da olovo sa kontaminiranih ruku doprinosi oralnom unosu olova u
organizam (Askin i Volkmann, 1997; Krarz al, 2004). Izlaganje organizma olovu se

povezuje i sa upotrebom kontaminirane kozmetike (Al-Asldta, 2004).

Prema dosadas$njim istrazivanjima efekti olovo-acetata na krvnu sliku pacova
ogledaju se prije svega u smanjenom broju eritrocita u krvi (anemujacanom broju
leukocita (leukocitoza), monocitozi, eozinopeniji, neutrofiliji i trombocitozi. Smatra se
da se mikrocistiéna hipohromna anemija moZe povezati sa interakcijom olova sa
metabolizmom Zeljeza 1 bakra, a povecan broj leukocita se dovodi u vezu sa
inflamatornim efektom olova na limfaticne organe (Noori Mugahi et al, 2003).
Suradkar i saradnici (2009) su utvrdili da olovo-acetat u koncentraciji od 100 i 1000
ppm, davan putem vode (oralno) tokom cCetrnaest dana, dovodi do smanjenja broja
eritrocita, broja trombocita, snizene koncentracije hemoglobina, kao i redukcije MCV,

MCH i MCHC vrijednosti.

Povecanje odnosa masa organa/masa tijela je dokumentovano za bubrege i jetru

pacova tretiranih olovo-acetatom (Abdel-Monegiral, 2011).
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2.2 Aloksan i njegovo dejstvo

Aloksan je dobro poznato i univerzalno upotrebljavano sredstvo za izazivanje
eksperimentalnog dijabetesa, kroajswoksic¢ni efekat na beta celije Langerhansovih
ostrvaca Aloksan selektivno oSteCuje beta celije, pokazugci ekstremno potentan
diabetogeni efekat. NaSiroko se koristi za indukciju eksperimentalnog dijabetesa, koji
kod Zzivotinja pokazuje iste tipi¢ne simptome kao diabetes mellitukod ljudi: gubitak
tielesne mase, polidipsija, poliurija, glukozurija, ketonurija, hiperglikemija i ketonemija.
Otkri¢e da je aloksan prisutan i u krvi ljudi, posebno Gsoba sa utvrdenim dijabetesom,
dovodi u pitanje tvrdnje da ne ispoljava toksican efekat na beta ¢elije Langerhansovih
ostrvaca ljudske populacije (Mrozikiewiet al, 1994). Brojni su pobornici teorije da se
aloksan javlja kao sporedni proizvod prijdivanju brasna, u kojem ostaje u veoma
niskim koncentracijama (Leet al, 1998) Kako se ne vre studije na ljudima, ne moze
se sa sigurnoscu tvrditi niti da je prisustvo aloksana u pekarskim proizvodima zasluzno
za sve vecu incidencu dijabetesa kod ljudi Sirom svijeta, niti da nije (Adams, 2005;

Veracity, 2005).

Aloksan je prvobitno izolovao Brugnatejbs 1818. godine, dok su Waohler i
Liebig 1838. godine vrseéi istrazivanja prirode mokraéne kiseline sintetisali vise
jedinjenjg medu kojima i pirimidinski derivat, kasnije nazvan tim imenom (Lenzen i
Panten, 1988). Veoma je nestabilno jedinjenjeluzivota 1,5 min pri pH 7.4 i
temperaturi od 37 °C.

)O]\
HN NH
o)
Slika br. 2 Aloksan (C4H,N,0,)
(http://www.wikiwand.com/en/Alokspan

Njegova molekulska formula jes8.,N.O,, molarna masa iznosi 142.07 g/mol, a

tacka topljena je na 256 °C (Slika 2). To je hidrosolubilno jedinjenje, ¢ija se praskasta
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supsinca veoma brzo rastvara u vodi, dajuci rastvor crvene boje. Postojan je prhizim
pH vrijednostima, kekteristicnim za kiselu sredinu (0-7).

Aloksan je protoksin, #ksi¢ni efekat ispoljavaju sldodni radikali i dialuri¢na
kiselina, tokom jednog sata&ahvaljuju¢i sli¢nosti njegove strukturne formulesa
molekulom glukoze, GLUT-2 glukozni transporter prihvata aloksan i ubacuje ga
direktno u citoplazmup-celije, pri ¢emu ne oStecuje i ne inhibira GLUT-2 receptore
(Lenzen, 2008). Akumulira se u bétdijama pankreasa i prisustvu intracelijskih tiola,
posebno glutationa, aloksan stvara slobodne radikale (8R)su zasluzni za smrt -

¢elija, koje karakteri$e izrazito nizak autooksidativni kapacitet.

2.2.1 Aloksanski dijabetes

Aloksan je toksikant koji primjenjen kod glodara i drugih organizama selektivnho
unistava beta-Celije zasluzne za proizvodnju insulina. Na taj nain izaziva dijabetes
zavisan od insulina kod eksperimentalnih Zivotinja, analogan diabetes mellitusip 1 kod
ljudi (Szkudelski, 2001). Dijabetogeno dejstvo aloksana publikovali su Dunn i saradnici
1943. godine nakon eskperimenta na ze¢evima (Carvalhcet al, 2003).

Podijeljena su misljenja o dijabetesu izazvanom aloksanom kod ljudi i nivou
ovog toksikanta u plazmi prvenstveno djece (Lenzen, 2008)ma cCesto se koristi u
laboratorijama za izazivanje vjesStatkog dijabetesa kod eksperimentalnih Zivotinja, radi
dobijanja modela pogodnog za izucavanje diabetes mellitus kod ljudi (Sabeet al,
2010; Zulfikeret al, 2010; Ahmadvanet al, 2012; Mudeet al, 2012; Rohilla i Alj,
2012; Indradevet al, 2012; Kim i Ha, 2013; Caet al, 2013; Luccheset al, 2015 i
dr.). Smatra se da ne izaziva promjene na &gigma ljudi, radi razli¢itog mehanizma
uzimanja glukoze (Tyrberegt al.,2001; Eiziriket al.,1994), ali dokazano izaziva velika
oStecenja na bubrezima i jetri, a znatno veci nivo aloksana u plazmi je konstatovan kod
djece uzrasta 6-15 godina oboljelih dihbetes mellitus: tip 1 (Mrozikiewiczet al,
1994).

Aloksanu organizmu zivotinja ima dva razlicita patoloska efekta. S jedne strane
selektivno inhibira glukozom indukovanu sekjednzulina, putem specifi¢ne inhibicije
glukokinaze, senzora glukoze u bétijama, a s druge strane izaziva inzulinski zavisan
dijabetes svojom sposobnos¢u da indukuje nastanak ROS, Sto dovodi do selektivne

nekroze betdelija. Oba efektasu omogucena specificnim hemijskim karakteristikama
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aloksana, koje dovode do selektivnog prihvatanja i akumulacije aloksanadsletaa
(Lenzen, 2008).

Uobicajena aplikacija aloksana je intraperitonealno, potom intravenski, dok je
rjede subkutana i intramuskularna administracija. Nakon tretmana aloksanom nastupa
prolazna hiperglikemijska faza, od prvih minuta primjene aloksanske injekcije do nekih
30 minuta, koja obuhvata kratkotrajni hipoglikemijski odgovor rezultovao iz prolazne
stimulacije sekrecije insulina, Cija se koncentracija povecava u plazmi. Potom nastupa
prva hiperglikemijska faza, duzine 2 do 4 sata, u kojoj znac¢ajno opada nivo insulina u
plazmi, a povecava se koncentracija glukoze u krvi, usljed blokade insulinske sekrecije
pracene hipoinsulinemijom (Rohilla i Ali, 2012). U drugoj hipoglikemijskoj fazi, koja
nastupa 4 do 8 Casova po aplikaciji aloksana, uobicajena je pojava gréeva, koja je,
ukoliko izostane tretman glukozom, Cesto prac¢ena fatalnim ishodom. Zadnja faza
permanentnelijabeticne hiperglikemijske odgovarapi¢nom razvoju Secerne bolesti i
nastupaod 12 do 24 c¢asa nakon aplikacije aloksana. Ostale ¢éelije pankreasa (kako
endokrine, tako i egzokrine) ostaju intaktne, $to potvrduje selektivnu osjetljivost beta
¢elija na toksi¢no dejstvo aloksana (Lanzen, 2008).

Rohilla i Ali (2012) su uodili da injektovanjem aloksandolazi do karakteristi¢ne
slike insulin zavisnog tipa I dijabetesnog sindroma. Medutim, razvoj nastanka dijabetesa
seralikuje u morfoloskim promjenama na beta ¢elijama. Promjeneizazvane dejstvom
aloksana predstavljaju smrt bétdije po tipu nekroze, dok segubitak beta Celija javlja
kao posljedica apoptoze samih celija bez rupture insulinskih granula pri pravom

autoimunom dijabetesu.

Muhammad i saradnici (2012) su utvrdili da se vrijednosti broja eritrocita i
leukocita (smanjen broj neutrofila, a povec¢an broj limfocita) u litri krvi zna€ajno
smanjuju kod pacova sa dijabetesom indukovanim aloksad@ibetes mellitusip 1).

Pad vrijednosti je uocen i za koncentraciju hemoglobina.

2.2.2Diabetes mellitus

Dijabetes ili Secerna bolest je hroni¢ni neizljecivi sistemski poremecaj
metabolizma, koji se karakteriSe trajno pove¢anim nivoom glukoze u krvi (Dijabetoloski

savez Srbije).
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Diabetes mellitus tip 1 je kataboli¢ki poremecaj gdje je cirkuliSuéi insulin
veoma nizak ili odsutan, plazma glukagon poviSen, a pankreasne beta celije gube
sposobnost odgovora na insulinsku stimulaciju. Ovaj tip dijabetesa se naziva i insulin-
zavisni dijabetes melitus (eng. IDDM), jer terapija dijabetesa tipa 1 podrazumijeva
dozivotno uzimanje insulina (Guyton i Hall, 2003).

Faktori spoljasnje sredinekoji hipoteticki mogu ucestvovati u oStecenju beta
¢elija su virusi (npr, mumps, rubella, Coxsackie B4), toksi¢ne hemikalije, kao 1 upotreba
kravljeg mlijeka uranom odojackom dobu i citotoksini (American Diabetes Association,
2004).

Diabetes mellitus(DM) tip 1 je autoimuno oboljenje, stanje hroni¢ne
hiperglikemije i poremec¢aj metabolizma ugljenih hidrata, masti i proteina koje nastaje
kao posljedica apsolutnog i-ili relativnog nedostatka dejstva insulina. Prve promjene se
javljaju mnogo ranije nego Sto se jave klinicke manifestacije ove bolesti. Javljaju se u
vidu upalnih promjena u Langerhansovim ostrvcima pankreasa. Ovo dalje vodi
razaranju Celija koje luce insulin 1 na kraju zavrSava insulinskim deficitom. Tokom
trajanja DM, hroni¢na hiperglikemija naruSava imuni sistem, izaziva oSteéenja i
disfunkcije razli¢itih organa, a posebno oka, bubrega, nerava, srca i krvnih sudova
(Badr, 2012).

Dijabetestipa 1 se javlja u svim starosnim dobima, ali je znatno zastupljeniji kod
djece i adolescenata, tako da je poznat i kao juvenilni dijabetes. Od ukupnog procenta
oboljelih sa potvrdenom dijagnozom dijabetesa melitusa, njih 8 - 10% ima razvijen tip 1.
Prema Colak i Majki¢-Singh (2009) incidenca dijabetesa tipa 1 je povezana sa
ucestalos¢u odredenih antigena HLA sistema, kao i uticajima faktor&ivotne sredine,
koji su glavni okida¢ za ekspresiju ovih gena, i rezultuju razvojem Secerne bolesti kod

predisponiraiin osola.

Diabetes mellitus tip 2 senaziva jo$ i insulin nezavisni dijabetes melitus (eng.
NIDDM) i predstavlja najrasprostranjeniji oblik Se¢erne bolesti. Ovaj oblik Secerne
bolesti nastaje kao rezultat insulinske rezistencije, odnosno smanjene osjetljivosti
insulinskih receptorausljed toga sto ¢elije nisu u stanju da adekvatno koriste insulin ili
pankreas proizvodi insulim nedovoljnoj koli¢ini. Razli¢iti su nacini nastanka ove
bolesti, od stvaranja abnormalnog insulina, preko blokade receptora za insulin, do

slabog odgovora efektornih celija. Nemoguénost c¢elija da adekvatno reaguju na
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.....

¢emu u jetri, insulin obi¢no inhibira otpusStanje glukoze. S druge strane, hiperglikemija
se javlja i pri pojavi otpora hepatocita prema insulkaye tada otpustaju glukozu u krv.
Dijabetes tipa 2 se sre¢e kod svih uzrastamada je ¢e$¢i u zrelom dobu, sa
najve¢om incidencom nakon Ccetrdesete godine starosti. U zadnje vrijeme, usljed
nedovojne fizicke aktivnosti i povecCane gojaznosti kod mladih osoba, ukljucujuéi

adolescenteyvo oboljenje je u porastu (Colak i Majki¢-Singh, 2009).

Gestacijski dijabetes je poseban oblik dijabetesa koji se razvija kod trudnica koje
nikada do tada nisu imatavedenu bolest. Ovaj latentni oblik Secerne bolesti je iniciran
trudno¢om, tokom koje dolazi do promjena u hormonskoj ravnotezi zene, a samim tim
do poremecaja u izlu¢ivanju insulina. Rizi¢na grupa su Zene starije od 25 godina, koje su
bile gojazne i prij trudnoce, naroCito one sa genetskim predispozicijama za razvoj
bolesti. Obicno se vrijednosti glukoze u krvi stabilizuju po porodaju, a tokom trudnoée

se uz adekvatnu terapiju moze u potpunosti kontrolisati (Asmatet al, 2015).
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2.3 Escherichia cali i efekti infekcije na Zivotinjski i ljudski organizam

Bakteriju Escherichia coli je otkrio i opisao njemacko-austrijski pedijatar
Theobald Escherich 1885, po kojem je i dobila ime (Chen i Frankel, 2005). Pripada
porodici Enterobacteriaceaeenterobakterijaentericke bakterije organa za varenje),
koja obuhvata gramegativne Stapicaste pokretne ili nepokretne forme, fakultativne
anaerobe, koji u anaerobnim uslovima fermentiraju SeCere do razliCitih krajnjih
produkata. U aerobnim uslovima kao supstrat za dobijanje energije u procesu disanja

koriste amino 1 masne kiseline, kao i Secere (Simic, 1988).

Slika br. 3 Escherichia coli (Rice University/Photos.com)

Escherichia coli je univerzalni stanovnik intestinalnog trakta covjeka i
toplokrvnih Zivotinja, gdje ¢ini normalnu floru crijeva u kojima je dominantna vrsta.
Zajedno sa srodnim bakterijama ¢ini 0,1% crijevne flore (Eckburg et al, 2005). Kako
ucestvuje u sintezi vitamina Ky, njena uloga je od vitalnog znacaja (Eckburg et al, 2005;
Simi¢, 1988).

Ogranic¢enu koli¢inu vremena ove bakterije prezivljavaju i u okolnoj sredini, tako

da predstavljaju idealne indikatore fekalnog zagadenja sredine (Fengt al, 2002).

Kod ljudi, Escherichia coli kao dominantni fakultativni anaerob crijevne flore
najces¢e kolonizuje gastrointestinalni trakt novorodenceta u prvih nekoliko sati po
rodenju, od Cega i bakterije i domacin imaju obostranu korist. U vecini slu¢ajeva E. coli

ostaje u lumenu crijeva ne dovodeci do bilo kakvih negativnih promjena. Medutim, kod
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oslabljenogili imunosuprimiranog domacina ili pri povredi crijevnih barijera, ¢ak i
uobicajeni nepatogeni sojevi eSerihije mogu izazvati infekciju. Neki od visoko
adaptiranih sojevascherichia colisu razvili sposobnost da uzrokuju Sirok spektar
oboljenja i kod zdraih, imunoloski jakih ljudi. Infekcije uzrokovane patogenom E. coli
mogu biti ogranicene na mukozne povrsine ili se mogu proSiriti po cijelom tijelu
(Sussman, 1997Kao rezultat infekcije inherentno patogenom esSerihijom, javljaju se tri
opSta  klinicka sindroma: infekcija urinarnog trakta, sepsa/meningitis i
entericne/dijarealne bolesti (Nataro 1 Kaper, 1998).

Postoji vise sojeva Escherichia colikoji su rijetko patogeni, obi¢no u uslovima
smanjene otpornosti organizma ¢ovjeka (Simi¢, 1988). Pojedini sojevi, enterotoksicni i
enteropatogeni, uzrokuju dijareju kod dojencadi i1 putni¢ku dijareju kod odraslih, dok
enterohemoragic¢ni sojevi izazivaju brojne komplikacije, medu kojima je i pojava
hemoliti¢ko-uremi¢kog sindroma (HUS), kao i hemoragi¢nog kolitisa (HC) (Oladejo i
Adebolu, 2013). Uopste, uobiCajena je podjela patogenih (dijarealnih) sojeva
Escherichia coliu pet grupa: EPEC - enteropatogene; EHEGhterohemoragicne;
UPEC - uropatogene; ETEGaterotoksi¢ne i EAEC - enteroagregativne (Georgiadss
al., 2011).

Prema Kaper i saradnicima (2004) medu intestinalnim patogenima razlikuje se
Sest dobro opisanih kategorija eSerihije: enteropatogena E. coli (EPEC),
enterohemoragi¢na E. coli (EHEC), enterotoksi¢na E. coli (ETEC), enteroagregativria
coli (EAEC), enteroinvazivn&. coli (EIEC) i difuzno adherentn&. coli (DAEC).
Nekoliko patogenih sojeva eSerihije, povezanih sa dijarealnim oboljenjima, predstavlja
globalan problem javnog zdravstva, sa preko 2 miliona smrtnih ishoda kod ljudi
godisnje (Chen i Frankel, 2005), posebno djece starosti od 6 mjeseci do 12 godina u
zemljama u razvoju (Komolakt al, 2013).

Infekcije urinarnog trakta su uobicajene ekstraintestinalne infekcije uzrokovane
uropatogenonk. coli (UPEC). Sve ¢e$¢i uzrok ekstraintestinalnih infekcija je patotip
odgovoran za meningitis i sepsk.-coliuzro¢nik meningitisa (MNEC).

PatotipoviE. col uzro¢nici ekstraintestinalnih infecija se sve ¢eS¢e obuhvataju
nazivom ExPEC.

EPEC, EHEC i ETEC izazivaju brojna oboljenja i kod Zivotinja, koristeci iste
faktore virulencije i kolonizacije kao i kod ljudi (Kapet al, 2004).E. colije povezana

sa ralicitim patoloskim stanjima kod Zivotinja 1 najéesce se javlja kod mladih jedinki.
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Konkretno, neotanalne kolibacilarne dijareje izazvane letalnom infekcijom novorodenih
domacih Zivotinja u Velikoj Britaniji (Chen i Frankel, 2005).

Dodatno se izdvaja jo$ jedan patotip eSerihije, oznacen kao pti¢ja patogena E.
coli (APEC), koja izaziva ekstraintestinalne infekcije, prvenstveno respiratorne
infekcije, perikarditis i septikemiju kod peradi (Kagral, 2004).

Patogeni sojevi eSerihije mogu biti kategorisani na osnovu elemenata koji
izazivaju imuni odgovor kod Zivotinja: O antigen- U sastavu lipopolisaharidnog (LPS)
omotaca, K antigen — u sastavu capsule i H-antigenu sasvu flagelina. Spoljasnja
membrane bakterijske celije Escherichia colisadrzi milione molekula LPS, a koji se
sastoje iz O antigena (polimera imunogenih ponavljajucih oligosaharida, 1-40 jedinica),
centralne regije (fosforilisani neponavljajué¢i oligosaharidi) i A lipida (endotoksin). O
antigen se koristi za serotipizirarge colii oznake se kre¢u od O1 do O181, pri ¢emu su
neke grupe uklonjene vremenom, a druge su predmet preispitivanja. Naknadno su
dodani i podtipovi pojedinih O grupa. Interesantno je da ista jahtiteaguju sa vise
razli¢itih O antigena, djelimi¢no i sa K antigenima ne samo Escherichia colive¢ i drugih
vrsta ovog roda, kao i ostalih enterobakterija. K antigen, acidni kapsularni polisaharid
(CPS) je tanki, sluzavi sloj polisaharidejkokruzuje neke patogene E. coli. Poznato je
60 razlicitih K antigena. H antigeni su vezani za flagele pomocu kojih se bakterije krecu.
Determinisano je 56 razliCitih H antigena. Vise od 700 tipova antigena (serotipova)
Escherichia colije prepoznato na osnovu O, H i K antigena. Serotipiziranje je bilo
izuzetno znacajno za prepoznavanje malog broja patogenih sojeva E. coli, koji zapravo
uzrokuju bolesti. Na primjer, serotip O157: H7 je jedini odgovoran za nastanak
hemoliti¢kog uremijskog sindroma (HUS). Medutim, danas za raspoznavanje serotipova
velikog broja razliitih dijarealnih sojeva, patogene Escherichia colise klasifikuju na
temelju njihovih jedinstvenih faktora virulencije, pri ¢emu se mogu diferencirati
isklju€ivo na osnovu tih obiljezja. Da li ¢e odredeni soj izazvati oboljenje zavisi od
distribucije 1 ekspresije niza virulentnih determinanti, ukljucujuéi adhezivnost,
invazivnost, toksi¢nost 1 otpornosti bakterije na domac¢inov imuni odgovorl.

Bakterijska infekcija uzrokovana inokulacijoscherichia colimoze da dovede
do ozbiljnih patoloSkih procesa u organizmu poput sepse i meningitisa u neonatalnom

periodu (Korhoneret al, 1985; Martindalest al, 2000), te raznih sistemskih infekcija

! Kenneth Todar, PhD (2014yathogenic E. coli. http://textbookofbacteriology.net
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kao Sto su infekcija urinarnog trakta i kolonizacija gastrointestinalnog trakta u svim
periodima ontogeneze (Sa#dt al, 1975; Orsakov i Orsakov, 1985; Plesal, 1995;
Karchet al, 2003.

Gramnegativna sepsa je uobicajen klinicki sindrom koji nastaje usljed Stetnog
odgovora domacina na infekciju, u kojoj strane bakterije i LPS prestavljaju snazne
aktivatore imunih ¢elija, ukljucuju¢i monocite i makrofage. Sepsa je osnovni uzro¢nik
smrti na odjeljenjima intenzivne njege, sa incidencom u stalnom povecanju. Uprkos
boljim uslovima njege, smrtnost se ne sma@njzadnjih decenija. LPS su vaZne
komponente spoljasnje membrane gram-negativninh bakterija i osnovni inicijator
septi¢kog Soka (Cirioni et al, 2006).

Smrtnost usljed sepse je direktno vezana sa disfunkcijom organa. NajceSce je
zastupljen ARDS - sindrom akutnog respiratornog distresa (Smedegaig 1989).
Utvrdeno je da intraperitonealna administracija Escherichia coli(10” i 10° CFU/mI/100
g tjelesne mase) izaziva disfunkciju pluéa kod tretiranih pacova. Disfunkcija pluéa,
prvenstveno ARDS, predstgvl glavni faktor morbiditeta i mortaliteta septi¢nih
pacijenata (Oliveira-Juniaat al, 2006).

Sepsa, septicki Sok i otkazivanje fizioloSkih funkcija mnogih organa su ozbiljne
posljedice infekcija uzrokovanih gramegativnim bakterijama koje cesto vode ka
smrtnom ishodu (Pacheeb al, 2002).

Ekstraintestinalna infekcija uzrokovana bakterij@acherichia coliukljucuje
septikemiju i poliserotozu, neonatalni meningitis i infekciju urinarnog trakta kod ljudi i
drugih zivotinja (Ngeleka et al, 1993).

Mnoge studije su pokazale postojanje nekoliko hematoloskih promjena u
eksperimentalnoj endotoksemiji. Hawes i saradnici (1983), van Lambalgen i saradnici
(1988), Egan i saradnici (1989), Kitajima i saradnici (1995), Pearson i saradnici (1995),
Kosumi i saradnici (2001), Othman i saradnici (2006) i Oladunmoye (2006) pokazali su
da administacija gram-negativnih bakterija u pacove kao ekspesine Zivotinje
uzrokuje sistemsku hipotenziju, smanjenje odnosa uobli¢enih elemenata i plazme
(hematokrit) 1 smanjenje koncentracije hemoglobina, kao 1 povecanje broja leukocita 1

udjela neutrofila u cirkulaciji.
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2 4. Oksidativni stres

Prema Davies 1095) od izuzetnog je znaaja oksidativni paradoks, odnosno
¢injenica da sva aerobna bi¢a ne mogu da opstanu bez kiseonika s jedne strane, a s druge
strane kiseonik je izuzetno toksican i uti¢e na njihov opstanak. Toksi¢nost kiseonika je
omogucena samom njegovom konfiguracijom, jer zahvaljuju¢i posjedovanju dva
nesparena elektrona mogu nastati reaktivne kiseoni¢ne vrste ili ROS. ROS obuhvataju
kiseoni¢ne radikale, kaoi neradikalske vrste koje se ponaSaju kao oksidacioni agensi i
lako se mogu konvertovati u radikale, a nastaju kagzyodi normalnog celijskog
metabolizma Uobicajeno je da se u somatskim celijama javlja ravnoteza izmedu
intercelularnog stvaranja ROS i njihovog neutralisanja (Davies, 1995). Postoji niz
antioksidativnih mehanizama, nastalitkdm evolucije, kako bi aerobne ¢elije bile u
mogucénosti  sprijeciti oSteCenja, reparirati ve¢ nastala i1 odrzati homeostazu
neutralisanjem generisanih ROS. Antioksidativni enzimi (superoksid dismutaza - SOD,
katalaza— CAT i peroksidaza - Px) i neenzimski antioksidanti (vitamin C, vitamin E,
tokoferoli, fenoli, B-karoten i dr.) predstavljajdvije glavne grupe jedinjenja koja ¢ine
antioksidativni sistem (Forbes al, 2008).

Do poremecaja ravnoteze izmedu proizvodnje i1 uklanjanja ROS u pojedinim
dijelovima ¢elije dolazi u uslovima stresa, jer se kafedni¢ka karakteristika stresnog
stanja u organizmu javljpovecana proizvodnja toksi¢nih derivata kiseonika. Ukoliko se
antioksidanti ne nalaze u dovoljnom omjeru da neutraliSu dejstvo novonastalih derivata
kiseonika, dolazi do lancane reakcije stvaranja slobodnih radikala (Andreyevet al.,
2005).

Tokom procesa Celijskog disanja O, se redukuje do vode, a proces se u
potpunosti odvija u kompleksima elektn@ansportnog lanca uz formiranje djelimi¢no
redukovanih rtermedijera. Vise od 97% kiseonika unesenog u c¢eliju prolazi kroz
kompletnu redukciju do §D, dok se usljed parcijalne redukcije oko 1-3% O
transformise u ROS, tako da mitohondrije predstavljaj osnovni izvor ROS u ¢elijama
(Buonocoreet al.,2010)

Slobodni radikali kiseonika obuhvataju 4 veoma potentna i toksicna molekula:
superoksidni anjon radikal, vodonik-peroksid, hidroksilni radikal i singletni kiseonik.
Superoksidni anjon radikal nastaje u mitohondrijama redukcijom kiseonika jednim
elektronom i ima dominantno Stetno dejstvo indukujuci lipidnu peroksidaciju i

oste¢ujuci celijske membrane. U normalnim, fizioloskim uslovima, superoksid—
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dismutaza (SOD) ga transformiSe u manje aktivan vodonik-peroksid, koji se inace u
¢elijama obrazuje redukcijom molekula kiseonika sa 2 elektrona. Vodonik-peroksid je
veoma znaCajan u genezi Celijskih oSte¢enja pri oksidativnom stresu. Katalaza i
glutationperoksidaza Stite c¢elije od vodonik-peroksida. Hidroksilni radikal je
najreaktivniji intermedijerni produkt djelifne redukcije kiseonika, koji nastaje
Fentonovom reakcijom u kojoj vodonjieroksid reaguje sa fero jonima formirajuci na

taj nacin znatno potentniji kiseonicni slobodni radikal. Ovaj SR dovodi do ireverzibilnog
osteCenja celija preko narusavanja mitohondrijalnih membrana,izazivajuéi lipidnu
peroksidaciju i osteéujuéi DNA. Cetvrti kiseoni¢ni SR, singlet kiseonik, nastaje
mijenjanjem spina jednog elektrona kiseonika, a karakteriSe ga znacajna toksi¢nost u

razli¢itim bioloskim sistemima (Zivié¢ et al, 2008).

2.4.1. Olovo i oksidativni stres

Zagadivanje zivotne sredine toksi¢nim metalima predstavlja globalni problem
koji postaje ozbiljna zdravstvena prijetnja za zivi svijet, posebno Zzivotinje i ljude.
Povecana koncentracija toksi¢nih metala u Zzivotnoj sredini se javlja zahvaljujuéi
antropogenoj djelatnosti, prvenstveno putem otpadnih voda i emisija iz rudnika i
topionica, koje Cesto sadrze poviSene koncentracije olova, kadmijuma, zive i arsena.
Zagadivanja Sirih razmjera su zabiljeZena u regijama s rudnicima i topionicama obojenih
metala, koje se eksploatiSu duzi vremenski period, pri ¢emu je doSlo do znacajnog
zagadenja vode, zemljista i vegetacije (Yabe et al, 2011). Olovo je jedan od vodecih
rizika za ljudsko zdravlje zahvaljujuéi Sirokoj distribuciji u Zivotnoj sredini i bioloskim
sistemimal_ judska populacija je izloZena intoksikaciji olovom iz raznovrsnih izvora, pri
¢emu su najugrozenije trudnice, djeca i stanovnici urbanih podru¢ja (Wang et al, 2013).
Yabe i saradnici (2010) su npr., konstatovali da je kontaminacija tla, samim tim i stoke
uzgajane za ishranu ljudi, dostigla enormno visok nivo u vecini zemalja Afrike. Tome
svjedoCi, na zalost 1 katastrofa koja se dogodila u Dakaru, Senegal, gdje je 18 djece
izgubilo Zivot usljed akutnog trovanja olovom oslobodenog recikliranjem koriStenih
akumulatora  (godiSnji  izvjeStaj Blacksmith  Institute za 2010. godinu,
http://www.worstpolluted.org/files/FileUpload/files/2010/WWPP-Report-2010-Top-Six-
Toxic-Threats-Web.pdf 2011).

Olovo dovodi do raznih psiholoskih i biohemijskih disfunkcija. Brojni su

mehanizmi djelovanja olova na zive sisteme, mada nijedan u potpunosti ne objasnjava
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toksicni efekat olova. Smatra se da oksidativni stres pracen lipidnom peroksidacijom
(oslobadanjem malondialdehida — MDA), indukovan produkcijom reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS) predstavlja znacajan mehanizam ispoljavanja toksi¢nosti olova
(Wanget al, 2013).

Olovo je sveprisutan polutant koji se selektivno akumulira u bubrezima, gdje
moze nakon akutne izlozenosti dovesti do disfunkcije proksimalnih tubula ili usljed
hroni¢ne izloZenosti do ireverzibilne nefropatije. Smatra se da je toksi¢ni efekat olova na
bubrege ljudi i Zivotinja usko vezan za oksidativni stres, kao molekularni mehanizam
izazvan akutnim i hroni¢nim dejstvom olova (Conteratoet al, 2007).

Izlozenost olovu povecava unutaréelijsku produkciju ROS 1 lipidnu
peroksidaciju, ukljucujuéi oStecenja tkiva zivotinjskih reproduktivnih sistema (Wang 1
Jia, 2009).

IzloZenost olovu smanjuje renalni klirens zahvaljujuéi sposobnosti ovog metala
da izazove oksidativni stres uticuci na aktivnost superoksid dismutase (SOD) i katalaze
(CAT), oslobadaju¢i slobodne radikale (npr. ROS) koji oksidacijom dovode do
povecanja koncentracije malondialdehida (MDA), Stetnog produkta lipidne
peroksidacije kod pacova intoksikovanih 1% rastvorom olovo-acetata tokom 8 sedmica
(Salawuet al, 2009).

Toksi¢nost izazvana eksponirano$¢u olovu se povezuje sa sposobnoscu olova da
izazove oksidativni stres putem generisanja ROS. Sposobnost olova da indukuje ROS
potvrduju Cinjenice da toksi¢ni efekat intoksikacije olovom ublazavaju hemijski agensi
kao §to su vitamin C, vitamin E, melatonin, tiamin, testosteron, cistein, kalcijum, cink,
selen i drugi, koji se odlikuju antioksidativnim efektom. Uoceno je i da biljni ekstrakti i
materijali Zivotinjskog porijekla Stite od toksi¢nosti indukovane olovom kod
eksperimentalnih ~ Zivotinja. To se objasnjava njihovom, ranije utvrdenom,

antioksidativnom sposobnos¢u (Adikwu et al, 2013; Adikwuet al, 2014).

2.4.2. Aloksan i oksidativni stres

Osnovna dijagnosti¢ka karakteristika dijabetesa je hiperglikemija, koja dovodi
do poremecaja Celijskog metabolizma i oksidativnog stresa. Hiperglikemija je termin
koji oznacava povecanje glukoze u krvi preko 11.1 mmol/l (200 mg/dInajceséi je

simptom nekontrolisane Seferne bolesti. Medutim, smatra se da su sve osobe sa
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konstatnim nivoom glukoze u krvi u rasponu od %fxmol/l hiperglikemicne, a da pri
stalnim vrijednostima iznad 7 mmol/l imaju razvijdiabetes mellitusCesto se desava

da se jasni simptomi dijabetesacavaju tek pri vrijednostima glikemije od 15-20
mmol/l (American Diabetes Association, 2004). To je bolest sa prolongiranim
predijabetesnim stanjem, tako da dugi vremenski period biva nedijagnostifikovana i
dovodi do ozHinih osSteCenja mnogih sistema u organizmu, a naro¢ito nervnog i
kardiovaskularnog (Ahmeet al, 2010).

U dijabetesu dolazi do poremecaja pri regulaciji metabolizma glukoze, povecava
se koncentracija intra-ekstracelularne glukoze, $to ima za posljedicu stvaranje viska
slobodnih radikala, koji narusavaju normalno funkcionisanje ¢éelija i izazivaju mnoga
patoloska stanja i1 bolesti. Kada produkcija slobodnih radikala nadmasi antioksidativni
kapacitet celije da eleminise te radikale, do¢i ¢e do razvoja oksidativnog stresa, koji se
definiSe kao poremecaj u ravnotezi izmedu prooksidanasa i antioksidanasa, u korist
prvih, koji vodi ka potencijalnim oste¢enjima (Vincent et al.,2004). Akumulacija takvih
oStecenja vodi ¢eliju u smrt putem apoptoze ili nekroze.

Smatra se da su ubrzana redukcija koenzima Q, posljedica inhibicije transporta
elektrona na kompleksu Il i stvaranje ROS-a osnovni uzroci disfunkcije mitohondrija,
koji igraju klju¢nu ulogu u metabolickim poremecajima srodnim dijabetesu, kao i
tkivnim histopatologijama (Rolo i Palrita, 2006).

Prema Ereyuwi (2012), postoje dokazi o ulozi oksidativnog stresa u razli¢itim
fazama razvoja dijabetesa, polaze¢i od predijabetesnog stanja, poremecene tolerancije
glukoze, hiperglikemije nakon obroka, blagog dijakei konac¢no dijabetesa. Gubitak
funkcije Celija, koji nastaje iz pogorSane sekretorne sposobnosti 1 povec¢ane apoptoze,
glavna je pojava oba tipa dijabetesa. Oksidativni stres igra vaznu ulogu u patogenezi
dijabetesa, bilo da se radi o Celijskoj disfunkciji ili insulinskoj rezistenciji. Zivi¢ i
saradnici (2008) isti¢u da je gotovo nediskutabina Cinjenica da je juvenilni dijabetes
prototip patoloSkog stanja sa intenzivnim oksidativnim stresom, pri ¢emu SR ne samo da
imaju ulogu u nastanku hroni¢nih komplikacija dijabetesa, ve¢ mogu presudno uticati i
na sam nastanak juvenilnog dijabetesa.

Oksidacioni stres je jedan od glavnih uzroka komplikacija dijabetesa, uz

drasti¢no smanjene koncentracije antioksidanasa (Forbes et al, 2008).
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2.4.3.Escherichia cb i oksidativni stres

Razli¢ita infektivna oboljenja kod domacih Zivotinja, kao Sto su pneumonia,
enteritis i mastitis su povezana sa oksidativnim stresom. lako je oksidativha reakcija
esencijalna za organizam, pretjerana oksidativna reakcija nastala kao odgovor na
bakterijsku infekciju, moze da izazove ozbiljna oStecenja tkiva. Suvisak ROS i odsustvo
optimalne koli¢ine antioksidanata dovodi do oksidativnog stresa. Mnoge celije,
osjetljive na oksidativni stres, podlijeZu nekrozi ili apopotozi (Eslamiet al, 2015).

Maddocks i saradnici (2013) navode da enteropatogeni sojevi eserihije indukuju
ROS, smanjuju DNA popravke, povecavaju ucestalost mutacija u éelijama domacina,

Sto predstavlja uspjeSan mehanizam za nastanak kolorektalnog kancera kod ljudi.

Cistitis (upala mokra¢nog mjehura) je najéesca bakterijska infekcija koja pogada
¢es¢e Zene nego musSkarce. U vecini sluCajeva nastaje prodorom Escherichia coliu
urinarni trakt. Cistitis izaziva smanjenu aktivnost antioksidativnih enzima - superoksid
dismutaze §OD) i glutation peroksidaze (GPx) $to dovodi do oksidativnog stresa.
Istrazivanja na Wistar pacovima su potvrdila dascherichia coliu urinarnom traktu
ubrzava lipidnu peroksidaciju, oksidativnho oS$te¢ivanje bubreznog tkiva koje se
reflektuje pove¢anom koncentracijom malondialdehida (MDA), mieloperoksidaze
(MPO) i azotnog oksidaNO) i promjene u aktivnosti SOD i GPx (Tasdersir al,
2013).

Pri eksperimentalnom peritonitisu kod pacova, izazvanom intraperitonealnom
administracijom bakterijske suspenzife coli uz dodatak hemoglobina, dolazi do
izuzetno visoke letalnosti (Bornside al, 1968).Letalna toksi¢nost hemoglobina pri
bakterijskoj infekciji je vezana za Fentonovu reakciju €iji produkti (ROS) indukujuci
lipidnu peroksidaciju smanjuju vijabilnost fagocita peritonealne duplje opet
omogucava bakterijsku proliferaciju i mortalitet inficirane jedinke (Yoet al, 1999).
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2.5 Laboratorijski pacov Rattus norvegicus soj Wistar, albino tip

Albino laboratorijski pacov bijelog krzna i crvenih ociju je najces¢e koriS¢ena
laboratorijska Zivotinja zadnjih nekoliko decenija. Predstavlja izuzetno vazan zivotinjski
model za brojna istrazivanja iz ekologije, ekotoksikologije, psihologije, medicine,

fiziologije, i drugih oblasti.

. |

Y
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7

Slika br. 4 Wistar pacov
(http://www.biot.fm.usp.br/ilustracoes/Wistar_conv.jpg)

Ovaj soj pripada vrstRattus norvegicysa dobijen je i uzgaja se u laboratorijama
Sirom svijeta. Pacov je prvi put unesen u laboratoriju u istrazivacke svrhe davne 1828.
godine, da bi ve¢ nakon trideset godina preuzeo primat nad drugim eksperimentalnim
Zivotinjama.

Domestikovani pacovi se razlikuju od divljih u mnogo ¢emu. Znatno su mirniji,
sa smanjenim nagonom zgdanjem, mogu tolerisati ve¢u grupu jedinki u gnijezdu,
ranije postaju polno zreli i ranije se pare, proizvodeci veci broj potomaka. Njihovi
unutrasnji organi: mozak, jetra, bubrezi, adrenalne Zlijezde 1 srce su manji nego kod
divljih populacija.

Wistar pacovi albino tippredstavljaju nesrodnu ,,outbred* liniju bijelih pacova
dobijenu od divljih populacija vrst®attus norvegicusOvaj soj je prvi put dobijen
1906. godinex Wistar institutu za bioloska i medicinska istrazivanja i predstavlja prvi
soj pacova proizveden iskljuivo kao eksperimentalni model za brojna istrazivanja

(Manojlovi¢, 2011).
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Danas je Wistar pacov, pored Sprangue-Dawly, jedan od najpopularnijin sojeva

za laboratorijska istrazivanja. Naroc¢ito se koristi u studijama toksi¢nosti (Henrich,

2000).

2.5.1.Bioloski parametri laboratorijskog pacova Rattus norvegicus

Duzina zivota, tjelesna masa i ostale vrijednosti osnovnih bioloskih parametara
Wistar pacova su predstavljeni u tabeli 1.

Tabela br. 1 Bioloski parametri laboratorijskog pacova Rattus norvegicus °

Parametar Vrijednost

Zivotni vijek 2.5-3.5 godine
masa tijela muzjaka u g* 450-520
masa tijela Zenke u g* 250-300
tjelesna temperatura 39.5-37.5°C
potro$nja O, (ml/m?/gtj.m.) 0.84
povrsina tijela (cm?) 10.5
unos hrane (g/100g tj.m./dan) 5-6
unos vode (ml/100g tj.m./dan) 10-12
zapremina urina (ml/100g tj.m./dan) 5.5
ukupna koli¢ina tjelesne vode (ml/250g tj.m.)* 167
intracelularna te¢nost (ml/250g tj.m.)* 92.8
ekstracelularna te¢nost (ml/250g tj.m.)* 74.2

*tjelesna masa varira u odnosu na soj

Pacove karakteriSe kratko krzno, dug go rep, okrugle usi, ispupcene
(eksoftalmi¢ne) oci i uocljiva njuska sa dugim brkovima (vibrissag. Imaju pet prstiju na
prednjim 1 zadnjim nogama, sa prvim prstom prednjih nogu redukovane duZine.
Sazrijevanje skeleta se odvija polako, tako da okoStavanje kostiju prestaje tek po
navrSetku prve godine zivota. Monofiodontne su Zivotinje — imaju samo jedan komplet
stalnh zuba koji obuhvata po 2 sjekuti¢a i 6 molara u obe vilice. Sjekuti¢i (dentes
incisivi) su hipsodontni, rastu i kalcifikuju se tokom cijelog zivota, $to je karakteristika
glodara. Njihove spoljne povrSine se stalno oSteCuju abrazijom na mjestu apozicije

gornjih i donjih sjekutica, pri ¢emu se prirodno habaju i sprjeCava njihovo prerastanje.

2 Sharp i Villano, 2013
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Nervni sistem obuhvata centralni nervni sistem sa uocljivim glatkim
hemisferama, bez brazdi i vijuga karakteristi¢nih za vise vrste (Radovi¢ i Petrov, 1999) i
periferninervni sistem sacinjen iz 34 para spinalnih nerava.

Limfni ¢vorovi su sitni i pozicionirani povrsinski, ispod povrsine koze, ili dublje
u abdominalnoj ili torakalnoj Supljini. TeSko su uocljivi vizuelno ili palpacijom kod
zdravih jedinki.

U grudnoj (tor&alnoj) Supljini su smjesteni srce, pluca i timus. Timus ima parne
triangularne reznjeve pozicionirane ventralno od traheje na ulazu u grudni koS. Ova
zlijezda je krupna kod mladih jedinki, dostize maksimalnu veli¢inu u vrijeme polnog
sazrijevanja, dok kostarijih pacova dolazi do regresije u veli¢ini timusa (Moore, 2000).
Srce je smjeSteno duz medijalne linijje grudnog koSa, okruZeno plu¢nim krilima. Vrh
srca dopire skroz do dijafragme. Gradeno je iz dvije komore i dvije pretkomore. Krvotok
pacova odgovaraveliko onom kod visih sisara (Moore, 2000).

Plu¢a pacova se sastoje od lijevog i desnog ghog krila, pri ¢emu je lijevo
cjelovito, a desno gradeno iz cetiri reznja. Traheja je gradena od nedovrSenih
hrskavic¢avih prstenova u obliku slova S. U grudnoj Supljini se grana na lijevu i desnu
bronhiju gradene od potpunih hrskavicavih prstenova (Moore, 2000).

Smede masno tkivo na dorzalnoj strani tijela, u predjelu lopatica, je u vecoj
koli¢ini prisutno tokom cijelog zivota, iako ne hiberniraju zimi (Austgen i Bowen,
2009). Takode, javlja se 1 u predjelu aorte, hilusu bubrega, okolini uretre i grlica
materice, kao 1 jugularne vene (Moore, 2000). Osnovna funkcija smedeg masnog tkiva

je u termoregulaciji pri izlozenosti niskim temperaturama, kontroli tjelesne tezine i kao

.....

2009).

Na ventro -dorzalnom pogledu abdominalne duplje uofava se krupna jetra
gradena iz Cetiri reznja, nalegla uz dijafragmu. Jetra zauzima 4-5% ukupne tjelesne
tezine pacova. Za pacove je karakteristican izostanak Zu¢ne kesice. Slezena prati
zakrivljenost zeluca, a tanka crijeva se uocavaju sa desne strane (Slika 5). Slijepo crijevo
(cecum se odvaja na spoju tankog i debelog crijeva i uo¢ava se kao hranom ispunjena
vreica koja se Siri preko trbuSne duplje do njene lijeve strane. Slijepo crijevo,
zahvaljuju¢i svom mikrobnom sastavu, ima funkciju varenja celuloze i ostalog biljnog
materijala. Kod pacova se slijepo crijevo ne zavrSava crvuljkom, kao kod ljudi, ve¢

okruglastom akumulacijom limfoidnog tkiva koja se Cesto naziva Pajerovom zakrpom.
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Pored vrha slijepog crijeva, ove zakrpe se mogu sresti razbacane duzinom tankih crijeva
(Moore, 2000).

Slikabr. 5 Grada pacova (abdominalna duplja)
(Manojlovi¢, 2015)
Digestivna cijev ffactus alimentariup se pruza od usta do analnog otvora, a

sastoji se iz: usne Supljine, zdrijela, jednjaka, Zeluca, tankog i debelog crijeva. Jednjak
pacova je cijev duzine oko 75 mm (vratni i grudni dio), dok abdominalni dio (duZzine
oko 15 mm) naglo zavrSava na kardija¢énom otvoru Zeluca. Vanjski dijametar jednjaka
cijelom duzinom iznosi oko 2 mm. Na Zeludac otpada oko 0,5% tjelesne tezine, a sastoji
se iz dva dijela proventrikularnog i glandularnog (Avdi¢ i Tandir, 2008). Ova dva
dijela se jasno vizuelno uocavaju, a i histoloski se veoma razlikuju. Prednji dio Zeluca,
gornji zeludac, je tanjih zidova, svjetlije boje, gladak, bez Zljezdanih ¢elija, dok je donji
zeludac zadebljao, tamnije boje i bogat Zljezdanim ¢elijama. Ulijeva se u duodenum
preko piloricnog sfinktera. Pregrada koja dijeli ova dva dijela Zeluca je oznacena kao
granini greben 1 funkcija joj je da spreava povracanje Zelucanog sadrzaja, dok ne
ometa normalno kretanje hrane pri varenju (Moore, 2000).

Jetra ima mnogobrojneloge, kao $to su aktivno ucesce u transportu hranjivih
materija 1 njihovo deponovanje, detoksikacija, sekrecija 1 ekskrecija, ucestvuje u
hematopoezi, kao 1 u razgradnji krvnih ¢éelija, a karakteriSe je i endokrina aktivnost
(Stoji¢, 2004). Brojni toksikanti, dospjeli u organizam preko digestivhog sistema,
portalnim venskim krvotokom dospijevaju u jetru gdje se enzimskim mehanizmima
oksidacije, hidroksilacije 1 konjugacije vrsi proces detoksikacije. Neke od opasnih

supstanci se na ovaj nacin inaktiviraju ili izlu€uju putem Zuci, ¢ime se smanjuje koli¢ina
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toksina koji dospijeva u krvotok (Jablanovié, et al. 2003). Jetra pacova se sastoji iz Cetiri
reznja. Zuéni kanaliéi se izlivaju direktno u duodenum jer pacovi nemaju zuénu kesicu.
Urinarni sistem se sagtood parnih bubrega i uretera, mokraénog mjehura i
uretre. Desni bubreg i nadbubrezna Zlijezda su pozicionirani kranijalnije u odnosu na
lijevi. Bubrezi su jednopapilarni, imaju jedmapilla renalis koja se ulijeva u karlicu
bubrega, a ona u ureter. Buh imaju Cetiri grupe funkcija: ekskrecija Stetnih produkata
metabolizma, materija u visku i materija nepotrebnih organizmu; odrzavanje volumena i
konstantnosti sastava tjelesnih tec¢nosti; regulacija acido-bazne ravnoteze i endokrina
uloga bubrega (Stdjj 2004). Mokraé¢ni mjehur se nalazi na medijalnoj liniji kaudalnog
dijela abdomena. Uretra se otvara u penis kod muzjaka, odnosno u genitalnu papilu u

blizini baze klitorisa kod Zenki.

gl. suprarenalis

ren

gl. prostatica ovarium

anterior
ureter oviduct
g
prostatica
anterior

ureter

uterus

glans §
Penis vesica

urinaria
corpora urethra/

caput
eptdmg'mldzs clitoris

testis .
vagina

epig?(;‘y({rfidis ’ / d MO
Slika br. 6 Sema urinarnog i genitalnog Slika br. 7 Sema urinarnog i genitalnog
sistema muZjaka pacova sistema Zenke pacova

(Simmons, 2005)

Polni sistem muZjaka se karakteriSe parnim, izduZenim, zakrivljenim
vezikularnim Zlijezdama, glandula vesicularisli vesicula seminaliskoje se izlivaju u
uretru u blizini mjelra. Koagulacione zlijezde (prednja prostata, prostata anterioy se
nalaze sa medijalnih strana vezikularnih Zlijezda (Porovi¢, 1997). Prostata, smjeStena uz
tijelo penisa, se sastoji iz dva para reznjeva, dorzalnih i1 ventralnih, 1 parnih
bulbouretralnih zlijezda (slika 6. MjeSavina ekskreta ovih Zlijezda formira vaginalni
(spermalni) ¢ep po uspjeSnom parenju (Moore, 2000). Testisi odraslog pacova su veoma
krupni, smjesteni u skrotumskim vreéicama, s obe strane medijalne linije izmedu otvora
prepucijuma i anusa (slika).6lngvinalni kanali ostaju otvoreni cijeli zivot tako da se

testisi slobodno mogu kretati iz skrotuma u abdomen i nazad pomo¢u m. cremaster
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(Sori¢, 1997). Penis je postavljen unutar prepucijuma (genitalne papile) i sadrzi kostani
zaCetak 0S penis Jajnici Zenke pacova su smjesteni kaudalno uz bubrege i obi¢no su
okruzeni masnim tkivom. Materica pacova je sistematisana kao uterus bipartitus kod
koje su lijeva 1 desna materica srasle donjim dijelom, i predstavlja prelazni oblik izmedu
tipiéne dvojne (iterus duplexi dvoroge (terus bicorniy (Riilicke et al, 2006, Sori¢,
1997). Zenku pacova karakteridu i dva cerviksa, po jedan za svaki dio uterusa. Uterus i
jajnici leze uz dorzalni tjelesni zid (slika 7). Vagina je predstavljena kratkim kanado
koji se otvara kaudalno od genitalne papile, odnosno kranijalno u odnosu na anus.
Morfoloski gledano, na ventralnoj strani tijela Zenke se uocavaju analni otvor, polna
papila, koja se sastoji iz klitorisa i otvorate i vulva, u kojoj je smjesten otvor vagine
(slika 7). Razmak izmedu anusa i polne papile je krac¢i kod Zenki nego kod muzjaka,
zahvaljujuéi ¢emu se razlikuju polovi i kod mladih jedinki.

Pacovi imaju 6 pari bradavica. Mamarno tkivo je Siroko rasporedeno preko
toraksa i abdomena (Moore, 2000).

Za zenke pacova je karakteristian poliestrusni nacin razmnoZzavanja, odnosno
one se pare nekoliko puta godiSe, obicno do pet puta, bez obzira na godiSnje doba.
Estrusni (reproduktivni) ciklus Zenke pacova obi¢no traje pet dana. Sam estrus (period
prijemcljivosti Zenke za parenje) se obi¢no deSava spontano nocu nakon 3 dana ciklusa i
traje 12 - 14 sati. Do ovulacije dolazi 812 sati od pocetka estrusa (Moore, 2000).
Zenke se mogu uspje$no pariti i u postporodajnom periodu, unutar 14 - 18 sati od
porodaja (estrus postpartuin Duzina gestacionog perioda laboratorijskih pacova se
kre¢e od 21 - 23 dana, najcesce 21. Mladi sisaju 21 - 24 dana i potom se mogu odvojiti
od majke (Moore, 2000).

Laboratorijski pacovi su no¢ne Zivotinje, koje se mogu uznemiriti nepazljivim
rukovanjem tokom danaDrustvene su zivotinje sa strogo odredenim obrascima
ponasanja u grupi. Pored uobicajenog hijerarhijskoguredenja, prisutne su i pojave
agresivno ponasanje medu muzjacima, ¢edomorstvo u srodstvu i u grupi, markiranje
teritorije urinom, dominantnost jace jedinke pri hranjenju i parenju, borbe za naklonost

zenke, kanibalizam i sli¢cno (Moore, 2000).
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2.5.2.Hematoloski parametri laboratorijskog pacovRattus norvegicus

Tabela br.2 Hematoloski parametri laboratorijskog pacova Rattus norvegicus 3

Par ametar Vrijednost ‘
odnos uobli¢enih elemenata krvi i krvne plazme u % 35-57
broj eritrocita 5-10*10"/I
broj leukocita 3-17*107/I
koncentracija hemoglobina (Hb) 110-190 g/l
srednja vrijednost zapremine eritrocita (MCV) 46-65fl
srednjavrijednost Hb u litri eritrocita (MCHC) 310-400 g/l
srednja vrijednost koli¢ine Hb u eritrocitu (MCH) 18-23 pg
retikulociti 0-25%
trombociti 200-1500*10/1
neutr ofili 13-26%
limfociti 65-83%”
monociti 0-4%"
eozinofili 0-4%”"
bazofili 0-1%"
glukoza 80-300 mg/I

@ vrijednost je veoma zavisna od starosti, pri ¢emu su viSe vrijednosti uobi¢ajene za mlade

jedinke
®udio u ukupnom broju leukocita

% Sharp i Villano, 2013
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2.6 Krv

Krv, kao visoko specijalizovano vezivno tkivo ostvaruje transport hranljivih
materija i Q do ¢elija, odnosno prenos produkata metabolizma i CO, u suprotnom
smjeru; distribuciju hormona i drugih regulatornih supstanci po organizmu (humoralnu
regulacijy; regulaciju tjelesne temperature, osmotskagsge i acidobazne ravnoteze i
imunolsku odbranu organizma od infekcija, stranih agenasa, kao i sopstvenih
transformisanih ¢elija transportom imunoglobulina i ¢elija imunog sistema (Andelkovié¢

et al.,2002).

eritrociti uobli¢eni
(45% zapremine

leukociti i trombociti | elementi
(manje od 1% zapremine krvi krvi

lazma (55% zapremine krvi)

Slika br. 8 Hematokrit kapilare nakon nakon centrifugiranja uzorka krvi
(Manoijlovi¢, 2015)

Koli¢ina krvi kod sisarase kre¢e oko 8% ukupne tjelesne madeanc i Dekic,
2006), kod ljudiprosje¢no 4-5 | na 70 kg tjelesne mase (Despopulus i Silbernagal,
2011). Kod pacova na volumen krvi otpadd%; odnosno pacov tezine 200 g ima 11-
14 ml krvi (Lindstromet al, 2015). Krv se sastoji ott¢ne faze - plazme, 50-75%
uobli¢enih elemenata krvi, 25-50% (vanc i Deki¢, 2006). Krvna plazma je odvojiva od
formiranih elemenata krvi, centrifugiranjem uz prethodno dodavanje antikoagulanasa.
Preostaje hematokrit, talog eritrocita, na dnu epruvete, odnosno hematokrit kapilare,
iznad njega se javlja tanaloj natalozenih leukocita i trombocita (slika §.

Krvna plazma je prozracna tecnost, Zuckaste boje, prili¢no stabilnog fizicko —
hemijskog sastava, koja se prvenstveno sastoji iz vode, 90-92%, u kojoj su
suspendovane mnoge supstance, hranjive materije, metaboliti, elektroliti, proteini,

vitamini, hormoni i gasovi. Najzastupljeniji su proteini (tabelaps) cemu oko 58%
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prisutnih proteina ¢ine albumini, zatim globulini 38%, dok se fibrinogen se javlja sa

oko 4% Petkovi¢, 2013).

Tabela br.3 Procentualno uéesée i funkcija proteina krvne plazme (prema Andelkovié et al.,

2002)
albumini 58 odrzavanje osmotskog pritiska, transport molekula
globulini 38 ucestvuju u imunom sistemu

fibrinogen 4 koagulacija krvi

2.6.1Nastanak uobli¢enih elemenata krvi

Sve krvne celije nastaju u procesu hematopoeze, proliferacijom 1
diferencijacijom zajednickih pluripotentnih mati¢nih (stem) ¢elija u kostanoj srzi.
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Slika br. 9 Hematopoeza
(https://biologina.files.wordpress.com/2013/01/picturel.png)

Pluripotentne mati¢ne celije se dijele daju¢i multipotentne mati¢ne celije od
kojih se odvajaju dvije loze- mijeloidna (eritrociti, granulociti, megakariociti i
monociti) i limfoidna loza. Daljom diobom i sazrijevanjem ovih celija nastaju
progenitorne, a tek onda prekusorske, od kojih ¢e se diferencirati zrele ¢elije krvi (slika

9). Hematopoeza je proces koji traje cijeli Zivotni vijek, od embrionalnog razvi¢a do
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smrti jedinke. Odvija se u aktivnoj kosStanoj srzi, timusu, limfnim Zzlijezdama i slezeni

(Petkovié, 2013).

2.6.2 Eritrociti

Nastaju eritrocitopoezomu kos$tanoj srzi preko niza prelaznih formi, od
proeritroblasta, bazofilnog, polihromatofilnog, acidofiolnog eritroblasta do retikulocita
na kraju, koji daju zrele eritrocite. Cijeli proces je regulisan nizom faktora, od kojih je
najdominantniji hormon eritropoetin, ¢ije primarno mjesto djelovanja predstavljaju
unipotentne maticne celije, predodredene za stvaranje proeritroblasta, a sekundarna
uloga mu se zasniva na ubrzavanju ugradnje gvozda u prosteticku grupu Hem, kao i
ubrzavanje prelaska retikulocita u perifernu krv.

Eritrociti su visoko specijalizovane Ccelije, okruglog bikonkavnog oblika,
pre¢nika oko 7,5 um, debljine 2,6 um po periferiji, dok su u centralnom dijelu tanji
(0,8um). Ovaka oblik ¢elije obezbjeduje 20-30% vecu povrsinu od sferi¢ne Celije istog
volumena, radi efikasnije razmjene gasova (Andelkovi¢ et al., 2002). Za razliku od
drugih ki¢menjaka, kod kojih je jedro postavljeno centralno, eritrociti sisara su
bezjedarne strukture, pa se Cesto oznaavaju terminom hemacije. Gubitak jedra
eritrocita, do kojeg dolazi u toku evolucije sisara, smatra se adaptacijom za efikasniji
preros kiseonika, jer se manje trosi za vlastiti metabolizam (Matavulj, 2004).

Broj eritrocita varirakod razlic¢itih zivotinjskih vrsta, ali zavisi i od pola, ishrane,
klimatskih faktora, nadmorske visine i dr. Vrijednosti eritrograma laboratorijkog pacova
predstavljene su u tabeli broj 2. Osnovna funkcija eritrocita - prenos kiseonika, je
omogucena prisustvom endogenog pigmenta hemoglobina, dok je za prengs CO
zasluzan enzim karboanhidraza, koja $@o katalizator, tako S§to ubrzava reakciju
izmedu CO; | H20, povecavajuci kapacitet krvi za primanje i transport velike koli¢ine
CO,od tkiva do respiratornih orgatandelkovi¢ et al, 2002).

Veoma bitna osobina eritrocita je moguénost prolaska kroz fenestracije kapilara,
koje su manjeg pre¢nika od samih eritrocita, Sto je omoguceno specificnom gradom
plazmaleme eritrocita (50% proteina, 40% lipida i 10% ugljenih hidrata), koja joj
obezbjeduje elasticnost. Zahvaljuju¢i negativnom naboju glikoproteida plazmaleme,
eritrociti se medusobno odbijaju, daju¢i odrzavaju¢i stabilnost suspenzije u krvnoj

plazmi Stoji¢, 2004).
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Hemoglobin je hromoprotein, koji daje eritrocitima crvenu bojuadén je iz
Cetiri polipeptidna lanca (2a + 2pB) i Cetiri prosteticke grupe, odnosno molekule hema
(slika 10. Hem je graden iz Cetiri pirolova prstena dvovalentnog Zeljeza, koje se

vezuje reverzibilno za kisedn(Petkovi¢, 2013).

Hemoglobin

Mouolekul kiseonika

Slika br. 10 Kvarterna struktura Hb
(http://www.biologija.rs/eritrociti.html)

Vezivanjem kiseonika za hemoglobin nastaje oksihemoglobin, stabilna molekula
koja podlijeze sporoj autooksidaciji (priblizno 3% na dan). Tokom ove reakcije, jedan
elektron se prenosi od Zeljeza do vezanog kiseonika pri ¢emu nastaje feri-superoksid
kompleks. Deoksigenacijom, otpustanjem kiseonika, otpusteni elektron se vraca zeljezu.
Medutim, ukoliko seelektroni zadrze, kiseonikse trasformise u superoksidni radikal, pa
zeljezo ostaje u feri obliku i na taj nacin se hemoglobin transformise u methemoglobin,
oblik u kojem je zeljezo oksidovano iz dvovalentnog u trovalentno i Samim tim izgubilo
sposobnosprenosenja kiseonika. Kada jedna ili viSe podjedinica hema ima oksidovano
zeljezo ili vezan ugljen monoksid, kvaterna struktura proteina se promijeni i poveéa se
afinitet neoksidovanih hemijskih grupa prema kiseoniku, zbog ¢ega se kiseonik tesko
oslobada sa hema i vodi ka smanjenoj oksigenaciji tkiva (Stoji¢, 2004).

Zivotni vijek eritrocita je oko 120 dana, nakon &ega dolazi do njihove destrukcije
usljed starenja membrana, pa bivaju fagocitirane od strane ¢elija retikulo-endotelijalnog
sistema (RES) u kojima dolazi do destrukaigenoglobina, pri ¢emu se molekula cijepa
na hem i globinZeljezo se gotovo u potpunosti zadrzava u organizmu, a porfirinski

prsten setvara i metaboliSe u zuéne boje, biliverdin i bilirubin (Ivanc i Deki¢, 2006).
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2.6.3 Leukociti

Nastaju hematopoezom (slika®)imfnim ¢vorovima i koStanoj srzi i za razliku
od eritrocitave¢i dio svog Zivotnog vijeka provode van cirkulacije, pri ¢emu im je Krv
transportno sredstvo do ciljanog tkiyBetkovi¢, 2013). Nasuprot eritrocitima, zreli
leukociti posjeduju jedro, celijske organele i granule (Andelkovi¢ et al., 2002).
Zahvaljuju¢i fagocitozi 1 ameboidnom kretanju, imaju odbrambenu funkciju u
organizmu. Za njih je karakteristitna dijapedeza, sposobnost prolaska kroz zidove
kapilara i prelaska iz krvnog sudameducelijske prostore i tkiva, tako da kada po
napudétanju krvnog suda, procesom hemotaksije stimulisani hemoatraktantima
(hemijskim medijatorimajnigriraju do ciljnog Zarista (Mari¢ i Simonovi¢, 2006).

Leukociti se prema sastavu citoplazme, obliku jedra i afinitetu za boje dijele u

dvije glavne grupe, na granulocite i agranulocite (Ivanc i Deki¢, 2006).
2.6.3.1 Granulociti

Nastgu od mati¢ne mijeloidne ¢elije granulocitipoezom, preko niza prekursora,
dajuci na kraju zrele ¢elije granulocitne loze ¢ije citoplazmatske granule se u zavisnosti
od afiniteta prema kiselim ili baznim bojama, razli¢ito boje, pa se dijele na: neutrofile
eozinofile i bazofile Za stvaranje jedne generacije granulocita od mati¢ne Celije

potrebno je oko 10 darandelkovi¢ et al.,2002).

Neutrofili

Razlikuju se mladi, nesegmentirani neutrofili, ¢ije jedno ima oblik kifle, slova U,
V i S od starih, segmentiranih, kod kojijedro sastavljeno iz vise (3-5) segmenata,
medusobno spojenih tankim nitima - hromatinskim mosti¢cima. Citoplazma im pri
bojenju smjeSom kiselih 1 baznih boja dobija diskretnu ruzic¢asto-zutu boju, u kojoj se
uocavaju sitne granulacije svijetlonarandZaste boje. Imaju podjednako slab afinitet i
prema kiselim i prema baznim bojama,sp zato i nazivaju neutrofilima (Ivanc i Dekic,
2006).

Okruglog su oblika, gcnika od 10-12 pum. U vaskularnom sistemu se
zadrZavaju nekoliko sati, nakon ¢ega migriraju u druga tkiva gdje provode ostatak
zivota, koji traje od 1-4 dan@ndelkovic¢ et al.,2002).

Neutrofili ¢ine prvu liniju odbrane organizma od bakterijskih infekcija tako Sto
izlaze iz krvnih sudova i vrSe fagocitozu. Pored toga, produkuju i leukotrijene,

medijatore upalnog procesa, koji imaju vazodilatatorno dejssugi€, 2004). Celija
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posjeduje rezerve glikogena i sposobnost njegovog anaerobnog metabolizma, $to joj
daje moguénost prezivljavanja u anaerobnim uslovima (kakvi obi¢no vladaju na
mjestima upalnog procesa).

Kako je uloga neutrofila u fagocitiranju sitnih Cestica (bakterija, stranih Cestica i
drugih materija) nazivaju se jo§ 1 mikrofagima, a zbog izgleda jedra i

polimorfonuklearnim fagocitima (Ivanc i Deki¢, 2006).

Eozinofili
Odlikuju se istim oblikm i malo ve¢im pre¢nikom od neutrofila, 11-14 um, kao

1 duzim zivotnim vijekom. Nakon oslobadanja iz koStane srzi, cirkuliSu krvnim
sistemom narednih 6-10 satia di onda migriréi u vezivno tkivo u kojenravrsavaju
svoj zivotni vijek dug 8-12 dana(Andelkovi¢ et al., 2002). U citoplazmi eozinofila
dominiraju specifi¢ne granule koje pokazuju visok afinitet za kisele boje (eozin) po
¢emu su 1 dobili naziv. Pored specifi¢nih, zastupljen je i manji broj azurofilnih granula.
Jedro im je najcesée segmentirano, sastavljeno iz dva dijela povezana uskim
hromatinskim mostom, pa ima izgled bisaga, mada se javljaju i nesegmentirani oblici.
Sadrze dosta histamina. Kod alergijskih i parazitskih bolesti znac¢ajno se povecava broj
eozinofila u perifernoj krvi, a ova pojava se oznacava kao eozinofilija (Ivanc 1 Deki¢,
2006). Fagocitoza je onemogucena veli¢inom parazita, tako da u njihovoj neposrednoj
blizini oslobadaju sadrzaj specifi¢nih granula, koje su po svojoj strukturi lizozomi i na
taj nacin Stite organizam. Poslije degranulacije eozinofili se podvrgavaju apoptozi

(programiranoj ¢elijskoj smrti) (Mari¢ i Simonovic¢, 2006).

Bazofili
Bazofili su sitni(9-11 um) i veoma slabo zastupljeni u perifernoj krvi, tako da ih

mnogi autori ne navode pri opisu diferencijalne krvne slike pacova (Lindstaanh,

2015). Jedro se veoma slabo nazire, nepravdmegmentirano, i obi¢no je maskirano
specificnim granulama. Granule se baznim bojama boje izrazito tamno u plavo-
ljubicasto, krupne su, pa kada je Celija postavljena u profilu fokusiranjem se mogu
primijetiti izrastaji kao na buzdovanu. Granulacije sadrze heparin, zahvaljuju¢i kojem
sprecavaju koagulaciju krvi gdje je usporen krvotok na upalnim mjestima. Znacajni su

pri alergijskim procesim@vanc i Deki¢, 2006). Granule ispoljavaju bazofiliju, a zbog
prisustva heparina i sposobnost metahromazije, odnosno svojstvo da se toluidin plavim
boje ljubicasto (Andelkovi¢ et al.,2002).
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2.6.3.2 Agranulociti

Karakterise ih nesegmentirano jedré nespecificne (azurofilne) granuleu

citoplazmi, koje se boje u ljubicasto. Dijele se na monocite i limfocite.

Monociti

Monociti, kao najkrupnije c¢elije bijele loze, imaju preénik oko 20 pm.
Karakterke ih okrugao ili ovalan oblik,zrazena membrana, homogena citoplazma
veliko, plavo obojeno jedro finognrezastog hromatina i butezastog oblika, rijetko
segmentirano. Na perifernom razmazu krvi (posmatranom na svjetlosnom mikroskopu)
citoplazma je sivkastarodro obojena bez granulacija, medutim u posebnim sluc¢ajevima
uocavaju se fine azurofilne granulacije, koje su rasute po citoplazmi kao prasina (Ivanc i
Dekié, 2006). U cirkulaciji se zadrZavaju oko 24 h, a najviSe do 3 dana, da bi presli u
tkiva gdje prelaze u tkivne makrofage, koji imaju sposobnost ameboidnog kretanja i
fagocitozebakterija, virusa, nekroti¢nog tkiva ili drugih stranih Cestica koje su dospjele

u tkiva, kalo iz spoljasnje sredine tako i iz samog organizma (Andelkovi¢ et al, 2002).

Limfociti

U odnosu na druge ¢elije bijele loze, limfociti su relativno sitne ¢elije, ¢ije jedro
zauzima do 95 % zapremine. Citoplazmmje bazofilna, bez granulacijanajéescée se
uocava na jednoj strani Celije, kao mlad mjesec, izrazito plave bojéod covjeka su
zastupljeni u velikom broju, ¢ineé¢i oko 1/3 od ukupog broja bijelih krvnih ¢elija (Ivanc
i Deki¢, 2006). Kod pacova je situacija obrnuta, na neutrofile otpada 1/3 ukupnog broja
leukocita, dok limfociti izrazito dominiraju ¢ine¢i izrazitu ve¢inu svojim udjelom od 65-

83% (tabela 2)U krvnom razmazu se uocavaju mali (pre¢nika od 7-8 um) i veliki,
(pre¢nika oko 12 pum) limfociti. U cirkulaciji se zadrzavaju samo jedan dan, a zatim
ameboidnim kretanjem prolaze kroz krvne sudove i naseljavaju rastresito vezivno tkivo
respiratornog, digestivhog kao i dr. sistema u organizmu (Matavulj, 2004). Razlikuju se
dvije osnovne grupe limfocita, B i T limfocittoji imaju vaznu funkciju u sekundarnom
imunom odgovoru i stvaranju imunoglobulina (lg), kaaeéa grupa koja obuhvata
specificne prirodnoubilacke celije, koje djeluju protiv virusom zaraZenih i malignih

¢elija (Lukac, 2004).
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3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Postavka eksperimenta

Eksperimentalni dio radg proveden u $talici Prirodno-matemati¢kog fakulteta
Univerziteta u Banjoj Luci, na Wistar pacovima uzgojenim za tu svrhu. Korsstige

jedinke jednake starosti, pribliznih masa tijela, jednakih zastupljenosti polova, ukupno
160 jedinki, 8Qzenki i 80 muzjaka.

3.1.1.Uzgoj i drzanje eksperimentalnih jedinki

Jedinke su drzane u grupnim pleksiglas kavezima, na 12 ¢asovnom rezimu
svjetlosti (07.00-19.00), temperaturi vazduha 22°C (x2), sa hranom (proizvod
Veterinarskog zavoda Subotica, Subotica, Srbija) i voddribitum

Pocetkom eksperimenta individue Suodvojene u odgovarajuce testne i kontrolne
grupe. Omoguéenim je period adaptacije u trajanju od 15 dana, nakon ¢ega je zapocet
tretman. Tretman je obuhvatao intoksikaciju olovo-acetatom (oznaka grupa Pb),
aloksanom (oznaka All) i infekciju eSerihijom (oznaka E za inficirane jedinke i oznaka 0
za neinficirane jedinke). Dobijene vrijednosti pra¢enih parametara tretiranih jedinki su

komparirane sa istim kod kontrolnih jedinki (oznaka K).

3.1.2. Bakterijska suspenzija

IzvrSena je intraperitonealna inokulacija 0,2 ml bakterijske suspenzije

Escherichia colisoj ATCC 11775, serotip O1:K1:HKoja je sadrzala 3x10" CFU/m.

Slika br. 11 Ubrizgavanje bakterijske suspenzje intraperitonealno (Manojlovié, 2013)
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Broj bakterija je odreden spektrofotometrijski, odredivanjem opticke gustine po

standardnoj  metodi hifp:/delrio.dcced.edulireynolds/microbiology/2421/lab_manual/coun)s.pdf

Ubrizgavanje je vrSeno sterilnim iglama promjera 0,4 mm.

3.1.3. Tretman aloksanom

Zdrave jedinkéVistar pacova, ujednacene starosti i tjelesnih masa su podvrgnute
tretmanu aloksanomA(loxan monohydrate 98%, Sigma, New Jersey, USA) u dozi od
100 mg/kg.Aplikacija je vrSena intraperitonealno u $to kra¢em vremenskom periodu i sa
tatno odredenom koli¢inom za svaku jedinku pojedina¢no. Tretman aloksanom je
proveden u cilju izazivanjaiabetes mellitugip 1, tako da je nivo glukoze u Krvi
kontrolisan svakih 48 sati uzorkom krvi iz repne vene i upotrebom digitalnog
glukometra Accu Check Active (Roche). Jedinke sa stabilnom hiperglikemijom su
izdvojene u grupe All-0, All-E, AlPBb-0 i All-Pb-E za dalji tok eksperimenta.

3.1.4. Tok eksperimenta

1 faza:

- izdvajanje i adaptacija 40 zdravih jedinki, podjela na kontrolnu i testnu grupu,

- intraperitonealno ubrizgavanje 0,2 ml rastvora (CFU 3xil) Escherichia coli
jedinkama oba pola testnih grupa (K-E-24 i K-E-72) i fizd&lex rastvora jedinkama
kontrolne grupe (K-0-24 i K-0-72);

- zrtvovanje 50% jedinki nakon 24 sata inkubacije (K-E-24 i K-0-24);

- Zrtvovanje preostalih 50% jedinki nakon 72 sata inkubacije (K-E-72 i K-0-72).

2. faza:

- izdvajanje i adaptacija 40 zdravih jedinki, podjela na grupe (Pb-0-24, Pb-0-72, Pb-
E-24 i Pb-E-72),

- petnaestodnevna intoksikacija jedinki olovo-acetatom (Lead(ll) acetate trihydrate
G.R., GHgO4Pb.3H0O, 99.5%, Lach-ner, s.r.0., Czech Republic) u koncentraciji od
1500 ppm putem vodad libitun

- intraperitonealno ubrizgavanje 0,2 ml rastvora (CFU 3xil) Escherichia coli
jedinkama oba pola grupa Pb-E-24 i P2 fizioloskog rastvora jedinkama grupa Pb-

0-24, Pb-0-72;
- zrtvovanje 50% jedinki nakon 24 sata inkubacije (Pb-E-24, Pb-0-24);
- zrtvovanje preostalih 50% jedinki nakon 72 sata inkubacije (Pb-E-72, Pb-0-72).

3. faza:
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- izdvajanje i adaptacija 40 zdravih jedinki, podjela na grupe (All-0-24, All-0-72, All-
E-24 i All-E-72)

- indukcijadiabetes mellituip 1 aloksanom- intraperitonealno;

- kontrola nivoa glukoze u krvi (Accu Check) iz repne vene;

- intraperitonealno ubrizgavanje 0,2 ml rastvora (CFU 3xil) Escherichia coli
jedinkama oba pola grupa All-E-24 i All-B i fizioloskog rastvora jedinkama grupa
All-0-24 i All-0-72;

- zrtvovanje 50% jedinki nakon 24 sata inkubacije (All-E-24, All-0-24);

-zrtvovanje preostalih 50% jedinki nakon 72 sata inkubacije (All-E-72, All-0-72).

4. faza:

- izdvajanje i adaptacija 40 zdravih jedinki, podjela na grupe RAi03-24, All-Pb-O-
72, All-Pb-E-24 i All-Pb-E-72);

- petnaestodnevna intoksikacija jedinki olovo-acetatom u koncentraciji od 1500 ppm
putem vodead libitum uz istovremenu indukcijuliabetes mellitugip 1 aloksanan
(intraperitonealno);

- kontrola nivoa glukoze u krvi (Accu Check) iz repne vene;

- intraperitonealno ubrizgavanje 0,2 ml rastvora (CFU 3xil) Escherichia coli
jedinkama oba pola grupa AHb-E-24 i All-Pb-E-72 i fizioloskog rastvora jedinkama
grupa Al-Pb-0-24 i All-Pb-0-72;

- zrtvovanje 50% jedinki nakon 24 sata inkubacije (All-Pb-E-24 i All-Pb-0-24);

- zrtvovanje 50% preostalih jedinki nakon 72 h inkubacije (All-Pb-E-72 i All-Pb-O-
72).

3.1.5.Anesteziranje zivotinja

Zivotinje sy, prije uzimanja krvi, anestezirane ketaminom koncentracije 50
mg/kg (Ketaminol 10 100ng/ml, Intervet, razrijeden fizioloskim rastvorom u omjeru
1:10). Ketamin je jak anestetik, koji blokira provodenje impulsa bola do talamusnog i
kortikalnog podrué¢ja (Green et al, 1981). Anestetik je ubrizgavan intramuskularno, u

zapremini odredenoj prema masi jedinke, sterilnim iglama promjera 0,4 mm.

3.1.6 Nacin Zrtvovanja

U skladu sa uputama etickih komisija 1 komiteta za brigu o laboratorijskim
zivotinjama sve jedinke su Zrtvovane dekapitacijom pod dubokom anestezijom (,,Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals®). Sve jedinke su Zrtvovane u jutarnjim
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casovima, u periodu od 08.00-10.00 casova, kako bi se izbjegle moguce varijacije

dobijenih rezultatgjer veéina pracenih parametara ima cirkadijanu ritmiku.

3.2. Uzimanje uzoraka krvi i odredivanje hematoloskih parametara

Po anesteziranju (15-20 minuta od aplikacije anes)epkékupliena je krv
kardijalnom punkcijom, u sterilnim uslovima, iglom promjera 1,2 nmmpricom
zapremine 2 ml. Krv je odlagana u vakutenere sa antikoagulansBDiTK. Odredeni
susljedec¢i hematoloski parametri:

Broj eritrocita /I krvi,

Broj leukocita /1 krvi,

Hematokrit (odnos uobli¢enih krvnih elemenata i krvne plazme),

Koncentracija hemoglobina,

MCYV (srednja vrijednost zapremine eritrocita),

MCH (srednja vrijednost koli¢ine hemoglobina u eritrocitu),

MCHC (srednja vrijednost hemoglobina u litri eritrocita) i

Diferencijalna krvna slika.

Broj uobli¢enih elemenata krvi se odrediva0 metodom brojanja u Thoma komori
(Ivanc 1 Deki¢, 2006) uz koriStenje odgovarajuéih rastvora (Hayem-ov rastvor, Turk-ov
rastvor).

Hematokritje utvrden mikrometodom pmocu kapilarnih cjev¢ica. Koristena g
hematokrit centrifuga sa ¢ita¢em (5 minuta na 16000 rpm) i heparisane cjevcice (Ivanc i
Deki¢, 2006).

Koncentracija Hgbje odredena metodom po Drabkin-u po standardizovanom

postupku, uz kolorimetar (Colormetar 254) i Drabkinteagens (Ivanc i Dekic¢, 2006).
SREDNJA VRIJEDNOST ZAPREMINE ERITROCITA

MCV Hct
Mean Corpuscular MCV = Erc/l (ﬂ)
Volume

SREDNJA VRIJEDNOST KOLICINE HEMOGLOBINA U ERITROCITU

MCH Hb/l
Mean Corpuscular MCH = (p9)
Hemoglobin Ere/t
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SREDNJA VRIJEDNOST HEMOGLOBINA U LITRU ERITROCITA

MCHC
Mean Corpuscular _Hb/!
Hemoglobin MCHC =—"(g/l)

Concentrationen
Hematoloski indeksi (MCV, MCH, MCHC) su odredeni racunski po
standardnim formulama (Ivanc i Deki¢, 2006).
Diferencijalna krvna slikge odredena diferenciranjem krvnih razmaza, Koji su
bojeni metodom po Pappenheim-u (kombinovano bojenje po May-Grinwald-u i
Giemsa-i). Gotovi preparatsu mikroskopirani pomoc¢u imerzionog objektiva i

imerzionog uljaradi diferenciranja elemenata (Ivanc i Dekic¢, 2006).

3.3. Morfometrijske metode i uzorkovanje unutrasnjih organa

Masa i duzina jedinke suizmjerene pod dubokom anestezijom. Masa jedinki u
gramimaje odredenatehnickom vagom a duzina jedinki u milimetrima pomoc¢u mjerne
trake. Potome pristupljenozrtvovanju jedinki. Unutrasnji organi (srce, jetra, bubrezi,
slezena i testisuizvadeni u §to kracem vremenskom periodu, obradeni i fiksirani. Za
gonadosomatske indekse su odabrani samo testisi, zbog specifi¢nosti uzorkovanja i
obrade ovarijuma.

Organosomatski indeksi predstavljaju odnos ukupne mase tijela u odnosu na

masu odredenog organa (Busacker et al.,1990).

OSI =[masa organa (g) / totalna masa tijela (g) ] x 1Q

Koeficijent srca - cardiosomatic index (CSI), predstavlja odnos mase srca i

totalne mase tijela.

Moze se predstaviti formulom :

CSI = [masa srca (g) / totalna masa tijela (g)] x 100.

Koeficijent slezene spleensomatic index (SSI), predstavlja odnos mase slezene

i mase tijela jedinke (Barber i Blake, 2006).

SSI = [masa slezene (g) / totalna masa tijela (g)] x 1¢
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Koeficijent gonada— gonadosomatic index (GSI), predstavlja odnos mase

gonada i mase tijela jedinke.

GSI = [masa gonada (g) / totalna masa tijela (g)] x 10(

Koeficijent jetre— liversomatic index (LSI), predstavlja odnos mase jetre i mase

tijela jedinke.

LSI = [masa jetre (g) / totalna masa tijela (g)] x 100.

Relativni_prirast mase - Percentage of body weight gain, predstavlja odnos

tjielesne mase nakon pracenog vremena u odnosu na masu zabiljezenu na pocetku

eksperimenta (Mamikuttgt al, 2014).

BWG = [pocetna masa tijela (g) - krajnja masa t. (g)] / poetna masa t. (g) x 100.

3.4. Statisticka obrada podataka

Svi rezultati istraZivanja su analizirani softverski u Office Excel 2010 pomocu
parametara:srednja vrijednost, minimum, maksmum, standardna devijacija i
standardna greSka. Podaci su medusobno uporedeni Studentovim t-testom sa
minimalnom statisticki signifikantnom razlikom od r<0,05.

Svi rezultati istraZivanja su obradeni 1 pomocu statistickog paketa SPSS 20.0. Za
poredenje vrijednosti prac¢enih parametara pojedinacnih uzoraka koriSteni su ANOVA i
LSD test. SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) predstavlja statisti¢ki paket
s velikim moguénostima statistiCke i graficke analize podataka, §to mu omogucuje
primjenu u razli¢itim oblastima istrazivanja (Pallant, 2007;Vukovi¢ et al., 1999;
Tenjovi¢, 2000). Prilikom obrade podataka koriSten je nivo pouzdanosti od 95 %.

Za procjenu se koriste vjerovatnoce od 95 % 1 99 %, s tim da se u praksi najcesce
koristi nivo pouzdanosti od 95 %, jer omogucuje istovremeno postizanje visoke

pouzadnosti i relativno precizne procjene (Koprivica, 2001)
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4.

REZULTATI RADA | DISKUSIJA

4.1 Morfometrija

Masa i duzina svih jedinki su odredene na pocetku, kao i na kraju eksperimenta.

Po vadenju unutrasnjih organa (srce, jetra, bubrezi, slezena i testisi) odredivane su i

biljeZene mase radi dobijanja organosomatskih indeksa, koji predstavljaju odnos ukupne

mase tijela u odnosu na masu odredenog organa (Busacker et al, 1990).

4.1.1. Kontrolne jedinké-0)

Za kontrolnu grupu je odabrano dvadeset zdravih jedinki, desgtkau deset

Zenki, podijeljenih u grupe (K-0-24 3, K-0-24 @, K-0-72 &' 1 K-0-72 Q).

Tabela br. 4 Mase, prirast mase i dufina tijela kontrolnih jedinki’

tijelo tijelo prirast tijelo

ml (g) | m2 (g) mase d (mm)

1 103.61 | 120.76 | 16.55 184

D 2 122,07 | 15128 | 23.93 | 193
8 3 119.24 | 142.17 | 19.23 195
v 4 115.58 | 133.74 | 15.71 192
5 189.01 | 219.03 | 15.88 220

1 126.15 | 145.80 | 15.58 200

2 2 119.36 | 143.92 | 2058 | 205
g 3 111.04 | 140.30 | 26.35 200
g 4 102.59 | 109.81 | 7.04 185
5 120.56 | 142.68 | 18.35 208

1 114.97 | 127.30 | 10.72 190
2 12358 | 144.98 | 17.32 | 201
N 3 105.32 | 125.48 | 19.14 203
o4 122.94 | 14852 | 2081 | 210
5 100.59 | 127.48 | 26.73 205

1 103.77 | 134.14 | 29.27 202
a2 109.17 | 132.02 | 20.93 | 198
'CT) 3 128.22 | 150.58 | 17.44 205
o 4 100.84 | 127.68 | 26.62 192
5 97.51 | 103.60 | 6.25 188
AVG 11681 | 13856 | 1872 | 198.80
MIN 9751 | 103.60 6.25 184.00

3 MAX | 189.01 | 219.03 | 29.27 | 220.00
STDEV 19.51 22.97 6.19 9.05
cov 16.71 16.58 33.06 455

* Tijelo m1— masa tijela eksperimentanih jedinki na pocetku tretmana, tijelo m2- masa tijela
ekpserimentalnih jedinki u momentu zrtvovanja, tijelo d — duzina tijela.
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Nakon pethaestodnevne adaptacije svim jedinkama je ubrizgano 0,2 ml
fizioloskog rastvora intraperitonealno. Jedinke su zrtvovane 24, odnosno 72 sata nakon
ubrizgavanja fizioloskog rastvora.

U momentu Zrtvovanja prosje¢na masa jedinki je iznosila 138.56 + 22.97 grama.
Sve jedinke su imale visoke pozitivne vrijednosti prirasta mase, u prosjeku 18.72 +
6.19%.

Tabela br. 5 Organosomatski indeksi  kontrolnih jedinki

indeks indeks indeks indeks indeks indeks indeks

bubrega D| bubrega L | testisaD | testisal | jetre slezene srca

1 0.29 0.29 0.76 1.03 3.25 0.25 0.21

:? 2 0.32 0.28 0.72 1.24 3.09 0.31 0.20
8 3 0.30 0.32 0.96 1.39 2.95 0.24 0.17
v 4 0.31 0.31 0.74 1.00 3.03 0.25 0.19
5 0.29 0.27 0.68 1.18 3.02 0.31 0.14

1 0.29 0.27 2.98 0.32 0.22
o2 0.28 0.28 315 | 037 | 0.26
8 3 0.33 0.31 3.01 0.35 0.25
v 4 0.31 0.31 3.07 0.24 0.22
5 0.31 0.30 2.36 0.34 0.24

1 0.27 0.28 0.73 0.99 2.73 0.22 0.17

:) 2 0.30 0.28 0.59 0.88 3.11 0.27 0.19
T 3 0.29 0.29 0.54 0.75 3.04 0.23 0.18
S 4 0.28 0.28 0.71 1.07 3.39 0.24 0.16
5 0.30 0.29 0.44 0.58 3.15 0.25 0.20

1 0.31 0.33 3.15 0.32 0.24

?: 2 0.24 0.26 3.12 0.29 0.22
'OT 3 0.33 0.35 2.84 0.31 0.21
v 4 0.29 0.30 2.78 0.28 0.22
5 0.28 0.27 2.86 0.23 0.22

AVG 0.30 0.29 0.69 1.01 3.01 0.28 0.20

MIN 0.24 0.26 0.44 0.58 2.36 0.22 0.14

g MAX 0.33 0.35 0.96 1.39 3.39 0.37 0.26
STDEV 0.02 0.02 0.14 0.24 0.22 0.05 0.03
Ccov 6.92 7.73 20.56 23.32 7.25 16.08 14.82

Prosje¢ne vrijednosti pracenih parametara za svaku grupu kontrolnih jedinki su
prikazane graficki (grafikoni 1-6) .

Nakon provjere normalnosti raspodjele Shapiro-Vditkm testom izvrSena je
komparacija dobijenih vrijednosti primjenom Post Hoc, LSD test&estvike

komparacije.
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prirast mase
%
16.60
15.60
14.60
13.60
12.60 -

Pb-0-24Pb-0-24Pb-0-72Pb-0-72
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indeksjetre
% 327 3.24
3.30 3.16
3.10 .
1
2.70 - : : : .
Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72
3 ? d Q

Grafikon br. 1 Prirast tjelesne mase
kontrolnih jedinki

Grafikon br. 2 Organosomatski indeks jetre

kontrolnih jedinki

indeks bubrega D
%
0.34 032
0.32
0.30
0.28

0.26

K-0-24 K-0-24 K-0-72 K-0-72
3 ? 3 ?

indeks bubrega L
%

0.32

0.31
0.30
0.30 0.29 0.29
0.26 1 T T T 1

Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72
3 Q 3 ?

Grafikon br. 3 Organosomatski indeks
desnog bubrega kontrolnih jedinki

Grafikon br. 4 Organosomatski indeks lijevog

bubrega kontrolnih jedinki

Staticki znaCajna razlika se ne uocava poredenjem grupa kontrolnih jedinki za

sljede¢e parametre: indeks jetre, indeks srca, indeks desnog bubrega, indeks lijevog

bubregai prirast tjelesne mase. Medutim, indeksslezene pokazuje signifikantno nizu
vrijednost kod muzjaka K-0-24 u pordenju sa Zenkama K-0-24 (p=0.000) i K-0-72
(p=0.004), kao i kod muzjaka K-0-72 u komparaciji sa zenkama (K-0-24 @, p=0.000 i

K-0-72, p=0.003).

indeks slezene

%
0.30 0.24 0.22

0.20
0.10 l

0.00 -

K-0-24 K-0-24 K-0-72 K-0-72
3 Q 3 =

indeks srca
% 0.36

0.36 0.34

0.34 0337033
0.32

0.30

0.28 - . . .

K-0-24 K-0-24 K-0-72 K-0-72
3 ? 3 ?

Grafikon br. 5 Organosomatski indeks
slezene kontrolnih jedinki

Grafikon br. 6 Organosomatski indeks srca

kontrolnih jedinki
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Kako su vrijednosti organosomatskih indeksa usko vezane za starosnu dob
pacova, kao i pol (Pecora i Highman; 1956, Cesta, 2006; Yaraarab, 1998) u
korelaciji su 1 sa prisustvom masnog masnog tkiva i ukupnom poveéanju mase jedinki,

§to je posebno karakteristicno za muzjake (Piao et al, 2013) Opseg referentnih
vrijednosti za organosomatske indekse laboratorijskih pacova varira od autora do autora
(Addou-Benounaret al, 2009 Onyeanusiet al, 2009; Pecora i Highman, 1956
Gatsinget al, 2005; Mullaet al, 2010; Piacet al, 2013; Blamey i Evans, 1971; Uduak

et al, 2013 i drugih), g ¢emu se dobijene vrijednosti svih pracenih parametara

kontrolnih jedinki nalaze u okviru istih.

4.1.1.1Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

prirast mase
%
21.00 19.52
17.92

19.00

17.00

15.00 - . .

K-0-24 3+9  K-0-72 3+9

indeksjetre
%
3.02
3.06 2.99
2.96
2.86 - . .
K-0-24 3+Q  K-0-72 3+Q

Grafikon br. 7 Komparacija vrijednosti
prirasta mase izmedu jedinki Zrtvovanih

nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 8 Komparacija vrijednosti
indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih

nakon 24 i 72 sata

indeks bubrega D
% 0.30
0.30 0.29
0.28 l
0.26 - T T
K-0-24 3+Q  K-0-72 3+9

indeks bubrega L
% U.29 0.29
0.30
0.20
0.10
0.00 - T T
K-0-24 3+Q  K-0-72 3+9

Grafikon br. 9 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 10 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Primjenom nezavisnog T testa ne uocCavaju se statisticki znacajne razlike
pracenih morfometrijskih parametara izmedu jedinki zrtvovanih nakon 24 i 72 sata od

intraperitonealnog ubrizgavanja fizioloskog rastvora (grafikoni 7-14).

indekstestisa D indekstestisa L
% %
1.00 0.77 1.00 0.79
0.60 0.63
0.00 - . : 0.00 - T T
K024 K072 8 K-0-244 k0724
Grafikon br. 11 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 12 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog testisa izmedu jedinki indeksa lijevog testisa izmedu jedinki
Zrtvovanih nakon 24 72 sata Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
indeks srca indeks slezene
% 0.34 % 021
0.34 0-32 0.21 0.20
0.32 0.19
0.30 0.17
0.28 - . . 0.15 - . .
K-0-24 3+Q  K-0-72 349 K-0-24 3+9  K-0-72 3+9Q
Grafikon br. 13 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 14 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu jedinki Zrtvovanih nakon indeksa slezene izmedu jedinki Zrtvovanih

24 72 sata nakon 24 i 72 sata

4.1.1.2 Morfometrijske karakteristike i pol

Komparacijom jedinki razli¢itog pola ne uocavaju se statisti¢ki znacajne razlike
pracenih morfometrijskih parametara, osim organosomatskog indeksa slezene
(p=0.000). Kod zenki kontrolne grupe uocavaju se znacajno vece vrijednosti ovog
indeksa, 0.23%, u odnosu na muzjake, 0.18%, $to je u skladu sa literaturnim podacima
(Piaoet al, 2013),jer se kod muzjaka u vecini slu¢ajeva brze povecava ukupna tjelesna
masa, u odnosu na pojedine indekse organa (grafikoni 15-20).
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prirast mase

18.84

19.00

18.60
18.50
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indeksjetre
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2.80 .
2.60

| K0 Q

Grafikon br. 15 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 16 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu izmedu muZjaka i Zenki

indeks bubrega D

. : l I
0.26

indeks bubrega L
% 0.30
0.31
0.29
0.27
0.25 T T 1
K-0 & K0 @

Grafikon br. 17 Komparacija vrijednosti

indeksa desnog bubrega izmedu muZjaka i

Grafikon br. 18 Komparacija vrijednosti

indeksa lijevog bubrega izmedu muZjaka i

Zenki Zenki
indeks srca indeks slezene
% 0.33 %
0.33 0-32 0.30
0.32 0.20
0.31 0.10
0.30 - 0.00 -

Grafikon br. 19 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 20 Komparacija vrijednosti

indeksa slezene izmedu muZjaka i Zenki
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4.1.2 Kontrolne jedinke inficirane eSerihijom (K-E)

Nakon petnaestodnevne adaptacije dvadeset zdravih
podijelienih u grupe (K-E-249, K-E24 2, K-E-72 & i K-E-72 Q) pristupilo se

intraperitonealnom ubrizgavanju bakterijske suspenzije 0,2 ml rastvora (CFUrBR10

Escherichia coli

Tabela br. 6 Masa, prirast mase i duZina tijela jedinki inficiranih eSerihijom
(Escherichia coli)

tijelo tijelo prirast tijelo

ml (g) | m2 (9) mase d (mm)
1 171.30 | 203.45 18.77 225
:9 2 127.36 142.37 11.79 185
E 3 134.64 | 151.83 12.77 195
¢ 4 126.31 147.83 17.04 180
5 140.57 162.72 15.76 190
1 123.77 149.57 20.85 202
Sr‘ 2 117.68 138.07 17.33 190
0 3 118.02 | 139.72 18.39 200
" 4 128.96 147.31 14.23 213
5 90.27 100.60 11.44 179
1 149.07 150.10 0.69 190
fﬁf 2 135.97 162.05 19.18 195
R 115.76 | 137.30 | 18.61 192
4 4 162.38 191.40 17.87 194
5 112.99 141.96 25.64 183
1 148.26 162.40 9.54 197
a2 145.56 | 156.02 7.19 193
E 3 102.58 122.36 19.28 190
¢ 4 122.61 151.76 23.77 195
5 138.67 166.92 20.37 200

AVG 130.64 151.29 16.02 194.40

N MIN 90.27 100.60 0.69 179.00

v | MAX 171.30 203.45 25.64 225.00
STDEV 19.42 21.86 5.85 10.66
cov 14.86 14.45 36.48 5.48

oba pola,

Deset jedinki oba pola (K-E-24 i K-E-24 Q) je zrtvovano pri 24-Casovnom

trajanju infekcije, a preostalih deset (K7B-J i K-E-72 Q) 72 sata od aplikacije

bakterijske suspenzije. Dobijene vrijednosti morfometrijskin parametara svih jedinki

obuhvacenih ovim dijelom eksperimenta su predstavljene u tabeli broj 6.
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Duzina tijela eksperimentalnih jedinki inficiranih eSerihijom se kretala od 179
do 225 mm, sa srednjom vrijednosti 194.40 mm uz koeficijent variranja 5.48% i
standardnom devijacijom od 10.66.

Tabela br. 7 Organosomatski indeksi jedinki inficiranih eSerihijom (Escherichia coli)

indeks indeks indeks indeks indeks indeks indeks
bubrega D| bubrega L | testisaD| testisalL | jetre slezene srca
O 1 0.31 0.32 0.71 0.67 3.39 0.18 0.31
- 2 0.26 0.30 0.76 0.78 2.75 0.19 0.38
E 3 0.37 0.36 0.68 0.72 3.33 0.19 0.34
. 4 0.35 0.34 0.72 0.73 3.50 0.20 0.34
5 0.29 0.25 0.60 0.67 3.40 0.24 0.34
1 0.31 0.29 2.80 0.27 0.34
2_* 2 0.28 0.29 3.08 0.22 0.35
E 3 0.30 0.29 3.25 0.26 0.39
v 4 0.30 0.31 2.94 0.24 0.35
5 0.29 0.28 3.74 0.30 0.38
<O 1 0.29 0.31 0.76 0.82 2.94 0.22 0.31
~ 2 0.28 0.28 0.71 0.72 3.12 0.25 0.37
U'TJ 3 0.29 0.31 0.74 0.78 2.86 0.22 0.38
v 4 0.29 0.30 0.69 0.71 3.06 0.23 0.28
5 0.30 0.27 0.63 0.66 3.19 0.25 0.32
1 0.29 0.31 3.74 0.23 0.33
?: 2 0.30 0.31 3.17 0.22 0.31
U'TJ 3 0.29 0.29 3.29 0.28 0.36
¢ 4 0.27 0.29 2.97 0.19 0.30
5 0.34 0.32 3.01 0.26 0.34
AVG 0.30 0.30 0.70 0.73 3.18 0.23 0.34
MIN 0.26 0.25 0.60 0.66 2.49 0.18 0.28
i MAX 0.37 0.36 0.76 0.82 3.74 0.30 0.39
STDEV 0.03 0.02 0.05 0.05 0.28 0.03 0.03
Ccov 7.26 6.95 7.87 7.47 8.85 11.21 8.31

Prosjé&na masa eksperimentalnih zivotinja na pocetku eksperimenta je iznosila
130.64 grama, u rasponu od 90.27 do 171.30 grama, sa koeficijentom variranja i14.86%
standardnom devijacijom od 19.4% tretmanu, u momentu zrtvovanja, prosje¢na masa
je iznosila 151.29 grama sa koficijentom variranja 14.45% i standardnom devijacijom
21.86.

Prirast mase Wistar pacova inficiranih eSerihijom Escherichia colie iznosio od
0.69 do 25.64%, prosjecno 16.02%, u odnosu na pocetak eksperimeta (standardna
devijacija 5.85 i koeficijent variranja 36.48).
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Organosomatski indeksi tretiranih jedinki su obuhvaéeni tabelom br.7 . Indeks

desnog bubrega pokazujenajnizu vrijednost, 0.26% tjelesne masedok je najvisa

konstatovana vrijednost iznosila 0.37% ukupne tjelesne mase.

NajniZze zabiljezene vrijednosti indeksa lijevog bubrega su iznosile 0.25%, a

najvise 0.36% tjelesne mase ispitivane jedinke Saprosjecnom vrijedndc¢u od 0.35%, sa

koeficijentom variranja 6.94500 i standardnom devijacijom 0.024257.

Vrijednosti indeksa desnog testisa su se kretale od 0.60 do 0.76% ukupne

tjelesne mase, sa prosje¢nom vrijedno$c¢u od 0.70%. Za lijevi testis su zabiljezene slicne

vrijednosti, pri ¢emu je indeksimao prosjecnu vrijednost 0.73% tjelesne mase, a najniza

vrijednost je iznosila 0.66% i naja 0.82%.

Za indeks jetre zabiljezene su vrijednosti u intervalu od 2.49 do 3.74%, pri

¢emu je prosjek cijele grupe jedinki tretirdmeserihijom iznosi 3.06%.

Indeks slezene se kretao od 0.18

- 0.B0tjelesne mase, prosjecne vrijednosti

0.26%. Srednjarijednost indeksa srca je iznosila 0.35% tjelesne mase (tabela 7.).

Prosjecne vrijednosti pracenih parametara za svaku grupu jedinki inficiranih

eSerihijom suprikazane graficki (grafikoni 21-26) .

Pri infekceiji eSerihijom uoceno je da su najmanji prirast mase (grafikon br. 21)

ostvarile jedinkenuskog pola Zrtvovane 24 ¢asa po administraciji bakterijske suspenzije

(K-E-24 3), pri ¢emu je prosjek grupe iznosio 15.22%. Najeepromjene tjelesne mase

tokom eksperimenta su konstatovanezeske iz grupe K-E24, tako da je prosje¢an

prirast mase ove grupe iznosio 16.44%.

prirast mase

%
17.00
16.00
15.00
14.00
13.00

16.45 16.40 16.30

illl

K-E-24 K-E-24 K-E-72 K-E-72
S ? 3 ?

indeksjetre
% 3.27
3.30
3.10
2.90
2.70
2.50

w
N
H

3.16

K-E-24 K-E-24 KE-72 K-E-72
3 ? 3 ?

Grafikon br. 21 Prirast tjelesne mase jedinki

inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 22 Organosomatski indeks jetre

jedinki inficiranih eSerihijom
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Vrijednostiindeksa jetre (grafikon br. 22) su se kretale u rasponu od 3.04% kod

muZjaka grupe Zrtvovane 72 sata po izazivanju infekcije (K-E-72 &) do 3.27%

konstatovanih kod muzjaka Zrtvovanih 24 ¢asa po tretmanu (K-E-24 3).

indeks bubrega D
%
0.33
0.31

0.32
0.30 0.30
0.29
0.29
S EELE
0.25 T T T f

K-E-24 K-E-24 K-E-72 K-E-72
3 ? 3 ?

indeks bubrega L
%

0.32 0.31 0.31
030 0.29 0.29

0.28

0.26

0.24 ~ T T T f

K-E-24 K-E-24 K-E72 K-E72
3 ? 3 ?

Grafikon br. 23 Organosomatski indeks

Grafikon br. 24 Organosomatski indeks

desnog bubrega jedinki inficiranih eserihijom lijevog bubregajedinki inficiranih eSerihijom

Najnize vrijednosti indeksa desnog bubrega su uoc¢ene kod muzjaka grupe K-E-

72 (0.29%), a najvise kod muzjaka grupe K-E-24 (0.32%). Vrijednosti organosomatskog

indeksa lijevog bubrega su se kretale od 0.29%, uocenih kod zenki grupe K-E-24 i

muzjaka grupe K-E-72, do 0.31% zabiljezenih za muzjake zrtvovane nakon

dvadesetCetverocasovne infekcije (K-E-24 &).

Dobijene vrijednosti organosomatskagleksa slezene svoj minimum dostizu

kod eksperimentalnih jedinki inficiranih eSerihijom iz grupe K-E-24 &' (0.20% tjelesne

mase). NajviSe vrijednosti ovog indeksa su dostigle 0.26% ukupne tjelesne mase i

konstatovane su za zenke Zrtvovane nakon dvadesetéetveroCasovne infekcije (K-E249)

(grafikon br. 25) .

indeks slezene
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indeks srca
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Grafikon br. 25 Organosomatski indeks

dezene jedinki inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 26 Organosomatski indeks srca

jedinki inficiranih eSerihijom
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Najnize vrijednosti indeksa srca, 0.33% tjelesne massy uocene kod muzjaka i
zenki zrtvovanih nakon sedamdesetdvocasovne infekcije (K-E-72 &' i K-E-72 Q), dok su
prosjecne vrijednosti kod muzjaka Zrtvovanih 24 ¢asa nakon pocetka infekcije iznosile
0.34% (K-E24 @), da bi svoj maksimum, 0.36 %, dostigle kod zenki s istim periodom
izloZenosti tretmanu (K-E-24 Q). (tabela br. 7, grafikon br. 26.).

Zou i saradnici (2006) su konstatovali da infekcija izazvana bakterijom
Escherichia coline dovodi do promjene organosomatskih indeksa jetre, slezene, tankih
crijeva ipluca laboratorijskih pacova.

Dobijene vrijednosti svih pracenih morfometrijskih parametara kontrolnih
jedinki inficiranih &erihijom se nalaze u okviru referentnih vrijednosti za Wistar pacove
(Addou-Benounaret al, 2009; Onyeanuset al, 2009; Pecora i Highman, 1956
Gatsinget al, 2005; Mullaet al, 2010; Piacet al, 2013; Blamey i Evans, 1971; Uduak
et al, 2013 i drugi).

Komparacijom dobijenih podataka pracenih parametara nisu uocene statisticki

znacajne razlike izmedu pojedinih grupa.
4.1.2.1 Morfometrijske karakteristikerijeme zZrtvovanja (24 i 72h)

Vrijednosti morfometrijskih parametara jedinki zrtvovanih 24 c¢asa po
intraperitonealnom ubrizgavanju bakterijske suspenzije 0,2 ml rastvora (CFU8R10
Escherichia colisa jedinkama Zrtvovanim nakon 72 ¢asa su uporedene T testom, nakon
provjere normalnosti distrubucije (Shapiro-Wilk-ovim testom) i homogenosti skupa
(Leven-ovim testom) (Independent Samples Test, T-test for Equality of Means, SPSS
20.0).

prirast mase indeks srca
% % 0.35

16.50 16.21 0.35 0.33

15.84
16.00

0.30
15.50
15.00 - . . 0.25 - . .
K-E-24 3+Q  K-E-72 3+9 K-E-24 3+Q  K-E-72 349

Grafikon br. 27 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 28 Komparacija vrijednosti

prirasta izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i indeksa srca izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

72 sata 24 72 sata

67



Rezultati rada i diskusija

Komparacijom dobijenih vrijednosti organosomatskih indeksa nisu uocene
statisticki znacajne razlike (p>0.050): za prirast mase, za indeks srca, indeks desnog

bubrega, indeks lijevog bubrega, indeks jetre i indeks slezene (grafikoni 27-34).
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Grafikon br. 29 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 241 72 sata

Grafikon br. 30 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 31 Komparacija vrijednosti
indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 24 72 sata

Grafikon br. 32 Komparacija vrijednosti
indeksa slezene izmedu jedinki Zrtvovanih

nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 33 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 34 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Nize vrijednosti indeksa testisa su zabiljezene kod muzjaka K-E-24 (0.70 i
0.72%), u odnosu na muzjake K-E-72 (0.71 1 0.74%), pri ¢emu se ne uocava statisticki
znacajna razlika poredenjem dobijenih vrijednosti kod muzjaka zrtvovanih u razli¢itom

postaplikativnom periodu (p>0.050).
4.1.2.2 Morfometrijske karakteristike i pol

Komparacijom dobijenih vrijednosti morfometrijskih parametara izmedu jedinki
razliCitog pola, statisticki znacajna razlika nije konstatovana za prirast mase, indeks
desnog bubrega, indeks lijevog bubrega, indeks jetrdeks srcadok je uocena kod

organosomatsig indeksa slezene (grafikoni 3m).

indeks bubrega D indeks bubrega L
% % :
0.31
0.31 0.30 0.30 0.30
0.29
0.29
0.28
0.27 -+ T T 0.27 - T T
K-EJ EQ K-E & K-E @
Grafikon br. 35 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 36 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu muZjaka i indeksa lijevog bubrega izmedu muZjaka i
Zenki Zenki
indeks srca indeksjetre
% 0.35 %
- 3.20
0.35 0.34 3.40 o
0.33 2.90
0.31 -+ T T 2.40 + T T
K-E & K-E @ K-E & K-E 9
Grafikon br. 37 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 38 Komparacija vrijednosti
indeksa srca izmedu muZjaka i Zenki indeksa jetre izmedu muZjaka i Zenki

Ve¢i udio slezene u ukupnoj tjelesnoj masi je konstatovan kod jedinki zenskog
pola (0.25%:0.22%) u odnosu na jedinke muskog pola, pri cemu je statisticki znacaj

iznosio 0.034 (grafikon 40).
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prirast mase
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Grafikon br. 39 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 40 Komparacija vrijednosti

indeksa dezene izmedu muZjaka i Zenki
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4.1.3. Tretman olovo-acetatom (Pb-0)

Dvadeset zdravih jedinki oba pola je izdvojeno i nakon petnaestodnevne
adaptacije podijelieno u grupgeb-0-24 &, Pb-0-24 Q, Pb-0-72 & i Pb-0-72 Q. Sve
jedinke su pojene rastvorom olovo-acetata u koncentraciji od 1500 ppm (putemdvode
libitum) tokom CcCetrnaest dana. Potom im je intraperitonealno ubrizgano 0,2 ml
fizioloskog rastvora i grupe Pb-0-24 su zrtvovane 24, a grupe Pb-0-72 72 sata kasnije.
Dobijene vrijednosti morfometrijskih parametara ukupnog uzorka su predstavljene u
tabelama 81 9.

Tabela br. 8 Masa, prirast mase i duZina tijela jedinki pojenih olovo-acetatom

tijelo tijelo prirast tijelo

m (Q) m2 (g) mase | d(mm)
- 1 166.46 | 187.83 | 12.84 203
X 2 149.30 | 165.95 | 11.15 187
A 3 188.17 | 199.48 | 6.01 192
& 4 146.60 | 151.87 | 3.59 184
o 5 171.36 | 185.60 | 8.31 186
o 1 135.17 | 142.73 | 5.59 166
3 2 133.46 | 147.72 | 10.68 174
A 3 189.71 | 214.75 | 13.20 199
s 4 148.71 | 167.35 | 12.53 191
o 5 96.77 | 99.42 2.74 170
o 1 109.59 | 116.30 | 6.12 177
~ 2 142.62 | 157.46 | 10.41 188
g 3 145.11 | 153.67 | 5.90 190
2 4 136.09 | 143.61 | 5.53 188
s 5 146.22 | 165.87 | 13.44 194
. 1 153.69 | 162.97 | 6.04 193
R 2 143.87 | 159.85 | 11.11 195
A 3 80.26 | 89.31 11.28 162
& 4 119.84 | 130.10 | 8.56 175
o 5 118.35 | 126.00 | 6.46 170

AVG 141.07 | 153.39 | 857 184.20

o MmN 80.26 | 89.31 2.74 162.00

& | max 189.71 | 214.75 | 13.44 | 203.00

O ["stoev | 27.39 | 31.37 3.36 11.50
cov 17.11 18.29 | 41.65 5.85

Prosj&na masa eksperimentalnilzivotinja na pocetku eksperimenta je iznosila

141.07 g, a nakon ekspmenta, u momentu Zrtvovanja, prosjeCna masa je iznosila
153.39 g.Prirast mase se kretao od 2.74 do 13.44%, prosje¢no 8.57%, u odnosu na

pocetak eksperimeta. Najmanji prirast mase je uocen kod jedinke 5 iz grupe Pb-0-24 Q i
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iznosio je 2.74%, dok su najviSe vrijednosti dobijene za jedinku 5 grupe Pb-0-72 &
(tabela 8.
Tabela br. 9 Organosomatski indeksi jedinki pojenih olovo-acetatom

bmdeks IMEELE indeks indeks indeks indeks indeks
ubrega | bubrega . : :

D L testisa D| testisa L jetre slezene srca
0 1 0.39 0.41 0.76 0.75 3.39 0.19 0.34
i 2 0.42 0.45 0.75 0.80 3.46 0.27 0.33
o 3 0.38 0.37 0.71 0.74 2.85 0.20 0.33
—Qé 4 0.36 0.36 0.38 0.43 2.99 0.24 0.31

5 0.39 0.35 0.72 0.74 3.08 0.23 0.31
o 1 0.37 0.39 3.02 0.22 0.34

3, 2 0.41 0.38 3.00 0.24 0.37
o 3 0.40 0.37 2.95 0.26 0.33
hé_ 4 0.34 0.37 3.06 0.22 0.34

5 0.55 0.59 4.25 0.31 0.37
0 1 0.40 0.40 1.01 1.06 3.16 0.20 0.34

o 2 0.38 0.39 0.82 0.84 2.85 0.17 0.33
o 3 0.44 0.46 0.68 0.87 3.40 0.24 0.33
bé_ 4 0.33 0.33 0.84 0.87 3.38 0.25 0.32

5 0.42 0.38 0.23 0.33 3.26 0.22 0.36
1 0.36 0.34 4.42 0.31 0.37
2: 2 0.36 0.34 3.45 0.27 0.29

g 3 0.59 0.63 4.23 0.32 0.37

bé_ 4 0.61 0.57 4,13 0.42 0.42
5 0.63 0.60 4.43 0.44 0.42
AVG 0.43 0.42 0.69 0.74 3.39 0.26 0.35

o MIN 0.33 0.33 0.23 0.33 2.60 0.17 0.29
& | MAX 0.63 0.63 1.01 1.06 4.43 0.44 0.42
O I'sTDEV 0.09 0.10 0.23 0.21 0.58 0.07 0.04

Ccov 15.70 18.58 32.72 27.97 11.32 15.81 7.56

NajniZe zabiljezene vrijednosti indeksa desnog i lijevog bubrega su iznosile
0.33%, a najvise 0.63% tjelesne mase ispitivane jedinke, za indekse lijevog testisa
uocene su vrijednosti u rasponu od 0.23 do 1.01%, a desnog testisa od 0.33 do 1.06%
tielesne mase. Vrijednosimdeksa jetre su zabiljezene u intervalu od 2.60 do 4.43 %,
indeksa dezene od 0.17 - 0.44% tjelesne mase, dok ggita vrijednostindeksa srca
iznosila 0.29, a najvisa 0.42% ukupne tjelesne mase.

Prosjecne vrijednosti pracenih parametara za svaku grupu jedinki tretiranih
olovo-acetatom su prikazane geii(grafikoni 41-46) .

NajniZe vrijednosti prirasta mase su konstatovane za jedinke grupe P07

(8.28%), a najvise za jedinke iz grupe Pb-0-24 Q@ (8.95%). Visestrukom komparacijom

72



Rezultati rada i diskusija

se ne uocavaju statisticki signifikantne razlike izmedu prirasta tjelesne mase razli¢itih
eksperimentalnih grupa pojenih olovo-acetatpr0(050).

Abdel-Moneim i saradnici su uo¢ili da pri intoksikaciji pacova olovo-acetatom
putem vodead libitum dolazi do zn&jnog povecanja vrijednosti indeksa bubregal
odnosu na jedinke kontrolne grupe. Razlika se dodatno poveéava pri duzoj
eksponiranosti olovaeectatu, kada dolazi do signifikantnog gubitka tjelesne mase, ¢ime
vrijednosti pojedinih organosomatskih indeksa dodatno rastu (Abdel-Moekiat,
2011). Amjad i saradnici (2013} uocili da pri ve¢im koncentracijama olovo-acetata
dolazi do znacajnog pada vrijednosti tjelesne mase, ali i mase bubrega, $to u ovom
slu¢aju nije uoceno usljed kra¢eg vremena izlaganja i nizih koncentracija toksikanta.

Ibrahim i saradnici (2012) su konstatovali povecanje organosomatskih indeksa
pri eksponiranosti Wistar pacova oloxcetatu i to za bubrege, jetru, srce i slezenu, $to

se uocava i kod jedinki obuhvacenih ovim eksperimentom.

prirast mase
%

9.20 2> 8.69
870 -~ 8-38 8.28

8.20

7.70

7.20 . ; ; .

Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72
3 ? 3 ?

indeksjetre

%
6.00

4.13
4.00 3.15 3.26 321
2.00 E|;l l l I
0.00 - T T T 1

Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72
3 9 3 =

Grafikon br. 41 Prirast tjelesne mase jedinki

pojenih Pb-acetatom

Grafikon br. 42 Organosomatski indeks jetre

jedinki pojenih Pb-acetatom

Vrijednosti indeksa jetre su se kretale od 3.15% kod jedinki iz grupe28h40-
do 4.13% kod Pb-02 {. Maksimalne vrijednosti konstatovane kod jedinki iz Pb-0-72
Q grupe statistiscki znacajno odstupaju u odnosu na jedinke iz Pb-0-24 & grupe
(p=0.001), zatim iz Pb-Q4 9 grupe (p=0.002) i iz Pb-0-72 &' grupe (p=0.002).

Najnize vrijednosti indeksa bubrega su &mme kod muzjaka grupa Pb-0-24 i Pb-
0-72 (0.39%), a najvise kod Zenki grupe Pb-0-72 za desni bubreg (0.51%).

Vrijednosti indeksa desnog bubrega grupe PB2O? su znacajno veée od
vrijednosti zabiljeZenih za grupu Pb-0-24 & (p=0.034) i Pb-O-72 & (p=0.043), dok za

lijevi bubreg nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa.
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indeks bubrega D
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Grafikon br. 43 Organosomatski indeks
desnog bubrega jedinki pojenih Pb-acetatom

Grafikon br. 44 Organosomatski indeks
lijevog bubrega jedinki pojenih Pb-acetatom

indeks slezene
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Grafikon br. 45 Organosomatski indeks

dezene jedinki pojenih olovo-acetatom

Grafikon br. 46 Organosomatski indeks srca

jedinki pojenih olovo-acetatom

Dobijene vrijednosti indeksa slezesi®j minimum dostizu kod pacova iz grupe

Pb-0-72 &, a maksimum kod jedinki Pb-T2 Q@ grupe. Signifikantne razlike se uo¢avaju
komparacijom grupe Pb-@2 ¢ sa Pb-O-24 & (p=0.001), Pb-O-24 Q (p=0.004) i Pb-O-

72 & (p=0.000).

Najnize vrijednosti indeksa srcau uocene kod jedinki iz prve grupe (Pb-0-24

3), ¢iji je prosjek iznosio 0.32% tjelesne mase, dok je najvisa vrijednost (0.37%)
zabiljeZzena za grupu Pb-0-72 @ (tabela 9, grafikon 4§ sa statisticki znac¢ajnim
odstupanjem jedinki grupe Pb-Q-% u odnosu na grupe Pb-O-24 & (p=0.021) i Pb-O-
72 & (p=0.048).

4.1.3.1Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

Vrijednosti morfometrijskih parametara jedinki Zrtvovanih 24 ¢asa po
intraperitonealnom ubrizgavanju fizioloSkog rastvora sa jedinkama Zrtvovanim nakon 72
Casa su uporedene T testom (Independent Samples Test, T-test for Equality of Means,

SPSS 20.0).
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Statisticki signifikantna razlika nije konstatovana za indeks desnog bubrega, kao

ni indeks lijevog bubrega.

indeks bubrega D
% 0.45
0.45
0.40
0.35 -+ ; .

Pb-0-24 3+Q  Pb-0-72 3+Q

indeks bubrega L
%
0.49 0.45
0.44 0.41
0.39
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Pb-0-24 3+9 Pb-0-72 3+Q

Grafikon br. 47 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 48 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Statisticki znaCajna razlika izmedu dobijenih vrijednosti pra¢enih parametara

nije uocena ni pri komparaciji vrijednosti indeksa srca i indeksa slezene.

indeks srca

o)

% 0.36
0.36

0.34

0.34
0.32
0.30 - . .

Pb-0-24 3+Q  Pb-0-72 J+Q

indeks slezene
[v)
% 0.28
0.30
0.24
0.25
0.20
0.15 - . .
Pb-0-24 3+Q Pb-0-72 3+2

Grafikon br. 49 Komparacija vrijednosti
indeksa srca izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
241 72 sata

Grafikon br. 50 Komparacija vrijednosti
indeksa dezene izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 24i 72 sata

Nize vrijednosti indeksa testisau zabiljezene kod muzjaka Pb-0-24 (0.66 i

0.69%), u odnosu nauzjake Pb-0-72 (0.72 i 0.79%), pri cemu se ne uocava znacajna

razlika izmedu grupa zrtvovanih u razli¢itom vremenskom periody dok se pri

komparaciji dobijenih vrijednosti ganosomatskog indeksa jetre jedinki Zrtvovanih u

razli¢itom postaplikacionom periodu odstupanja nalaze na samoj granici statisticke

signifikantnosti (p=0.052).

Takode, vrijednosti prirasta mase ne pokazuju znacajnu razliku izmedu jedinki

Zrtvovanih 24 1 72 sata nakon intraperitonealnog ubrizgavanja fizioloSkog rastvora.
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indekstestisa D
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Grafikon br. 51 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 52 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 53 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24 72 sata

4.1.3.2. Morfometrijske karakteristike i pol

Grafikon br. 54 Komparacija vrijednosti
prirasta izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24 72 sata

Komparacijom dobijenih vrijednosti morfometrijskih parametara izmedu jedinki

razliCitog pola, statisticki znacajna razlika nije konstatovana za prirast mase, indeks

desnog bubrega, indeks lijevog bubrega, dok je konstatovana zadjele&sslezene

srca (grafikoni 55-60).

Vrijednosti organosomatskog indeksa jetre su znacajno vece kod zenki (3.70%) u

odnosu na muzjake (3.08%) pri ¢emu se dobija statisticki znacajna razlika poredenjem

istih (p=0.038).

Razmatraju¢i vrijednosti indeksa slezene, uocava se isti trend — povecane

vrijednosti kod Zenki (0.30%) u odnosu na muzjake (0.22%) pojene olovo-acetatom

(p=0.010). Isto se moze konstatovati i za vrijednosti indeksa srcgoredenjem Zenki i

muzjaka (p=0.035).
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Grafikon br. 55 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu muZjaka i

Grafikon br. 56 Komparacija vrijednosti

indeksa lijevog bubrega izmedu muZjaka i

Zenki Zenki
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Grafikon br. 57 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 58 Komparacija vrijednosti

indeksa dlezene izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 59 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 60 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu muZjaka i Zenki
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4.1.4 Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih olovo-acetatom (PB)

Nakon petnaestodnevne adaptacije dvadeset zdravih jedinki oba pola,
podijelienih u grupe Pb-B4 &, Pb-E-24 @, Pb-E-72 & i Pb-E-72 Q pristupilo se
tretmanu. Sve jedinke su pojene rastvorom olovo-acetata u koncentraciji od 1500 ppm
(putem vodead libitum) tokom Cetrnaest dana. Potom im je intraperitonealno ubrizgano
0,2 ml rastvora bakterijske suspenzije (CFU 3xh) Escherichia coli Jedinke oba
pola grupePb-E-24 su Zrtvovane dvadesei cetiri, a grupe Pb-E-72 sedamdeset i dva

sata kasnije. Dobijene vrijednosti morfometrijskin parametara ukupnog uzorka su

predstavljene u tabelama 10 i 11.

Tabela br. 10 Masa, prirast mase i duZina tijela jedinki pojenih olovo-acetatom i inficiranih

eSerihijom (Escherichia cali)

tijelo tijelo prirast tijelo

ml (g) | m2 (g) mase d (mm)
1 111.39 | 128.96 15.77 185
:(3 2 135.30 | 142.71 5.48 178
E 3 136.44 | 144.70 6.05 182
&'z 4 181.58 | 193.43 6.53 194
5 192.26 | 207.41 7.88 206
o 1 125.23 | 132.94 6.16 186
< 2 107.22 | 115.36 7.59 184
E 3 163.64 | 178.01 8.78 198
bé_ 4 111.27 | 122.72 10.29 176
5 147.38 | 159.55 8.26 198
o 1 125.73 | 134.82 7.23 193
~ 2 152.17 | 164.29 7.96 205
E 3 108.46 | 118.44 9.20 191
'né_ 4 159.55 | 167.67 5.09 212
5 14297 | 151.99 6.31 194
1 100.92 | 105.09 4.13 179
?: 2 151.08 | 163.60 8.29 198
E 3 159.54 | 171.88 7.73 203
.Dé_ 4 132.76 | 146.91 10.66 194
5 138.87 | 145.49 4.77 196

AVG 139.19 149.80 7.71 192.60

- MIN 100.92 105.09 4.13 176.00

élf MAX 192.26 207.41 15.77 212.00
STDEV 24.98 26.43 2.58 9.97
cov 17.95 17.64 33.48 5.17

Masa jedinki je odredena na pocetku i po okon¢anju eksperimenta, u momentu

zrtvovanja. Prosjecna masa eksperimentalnih zivotinja na pocetku eksperimenta je
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iznosila 139.19 g, a nakon eksperimenta 149.8%rgast mase se kretao od 4.13% do
15.7P%, prosjecno 7.71%, u odnosu na pocetak eksperimeta (tabela 1Q.

Tabela br. 11 Organosomatski indeks jedinki pojenih olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom
(Escherichia coli)

indeks indeks indeks indeks | indeks indeks indeks

bubrega D| bubrega L | testisaD | testisal | jetre slezene srca

. 1 0.42 0.44 0.79 0.83 3.99 0.27 0.36
3 2 0.42 0.44 0.89 0.85 3.66 0.29 0.36
Ul 3 0.35 0.38 0.77 0.86 3.43 0.23 0.40
o 4 0.34 0.34 0.68 0.68 3.07 0.19 0.34
o 5 0.36 0.37 0.68 0.70 3.29 0.20 0.35
o 1 0.34 0.33 3.51 0.24 0.34
I 2 0.47 0.47 4.19 0.22 0.40
L] 3 0.42 0.43 3.19 0.25 0.36
Yo 4 0.38 0.38 4.25 0.24 0.33
o 5 0.41 0.42 3.24 0.25 0.38
O 1 0.45 0.42 0.89 0.87 3.18 0.16 0.35
~ 2 0.34 0.37 0.86 0.85 3.16 0.18 0.37
E 3 0.39 0.41 1.01 1.08 3.43 0.19 0.38
A 4 0.47 0.47 0.76 0.74 3.23 0.23 0.37
o 5 0.35 0.37 0.84 0.89 3.53 0.19 0.36
o 1 0.39 0.39 3.31 0.19 0.36
~ 2 0.30 0.32 3.03 0.20 0.27
E 3 0.33 0.35 3.29 0.23 0.33
hé_ 4 0.32 0.33 3.36 0.23 0.31
5 0.31 0.32 3.29 0.25 0.33

AVG 0.38 0.39 0.82 0.83 3.43 0.22 0.35

n MIN 0.30 0.32 0.68 0.68 3.03 0.16 0.27
o | MAX 0.47 0.47 101 1.08 4.25 0.29 0.40
O 'sroev 0.05 0.05 0.10 0.11 0.35 0.03 0.03
cov 13.62 12.04 12.56 13.61 10.09 14.91 8.70

Najnize zabiljeZzene vrijednosti indeksa desnog i lijevog bubrega su iznosile
0.30%, odnosno 0.32%, a najvisSe 0.38%, odnosno 0.39% tjelesne mase ispitivane
jedinke. Dobijene vrijednosti organosomatsiiddeksa testisa kretale su se od 0.68% (i
lijevi i desni testisi) do 0.82% (desni) odnosno 0.83% (lijevi). Vrijednoskiksa jetre
su zabiljezene u intervalu od 3.03 do 4.25%indeksa slezene od 0.16 -0.29% tjelesne
mase, dok je najniza vrijednost indeksa srca iznosila 0.27 a najvisa 0.40% ukupne
tielesne mase.

Prosjecne vrijednosti prac¢enih parametara za svaku grupu jedinki tretiranih

olovo-acetatom su prikazane graficki (grafikoni 61-66).
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Najnize vrijednosti prirasta mase su konstatovane za jedinke grupe Pb-Ey72
(7.12%) i Pb-E72 & (7.16%), dok je najveta prosjeéna vrijednost prirasta mase
konstatovana za jedinke grupe PR4ES (8.34%6). Komparacijom dobijenih podataka
izmedu razli¢itih eksperimentalnih grupa inficiranih eSerihijom i pojenih olovo-acetatom
ne uocava se statisticki signifikantna razlika za ovaj parameter (p>0.050).

Znacajna razlika se ne uoCava ni za organosomatske indekse jefsa ¢emu su

svoj maksimum dostigle kod jedinki grupe PI2EL (3.68%), a minimum takode kod

zenki, ali iz grupe Pb-E-72 (3.25%).

prirast mase

% 8.34
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Grafikon br. 61 Prirast mase jedinki pojenih
olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom

(Escherichia coli)

Grafikon br. 62 Organosomatski indeks jetre
jedinki pojenih olovo-acetatom i inficiranih

eSerihijom (Escherichia coli)

indeks srca
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Grafikon br. 63 Organosomatski indeks srca
jedinki pojenih olovo-acetatom i inficiranih

eSerihijom (Escherichia coli)
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Grafikon br. 64 Organosomatski indeks slezene
jedinki pojenih olovo-acetatom i inficiranih

&Serihijom (Escherichia coli)

Signifikantna razlika se uocava visestrukom komparacijom indeksa srcéazmedu

jedinki grupe Pb-ER2 @, koje su ostvarile minimalne vrijednosti ovog parametra

(0.32%) 1 jedinki ostalih grupa. Maksimalne vrijednosti su zabiljeZene kod jedinki grupe
PbE-72 & (0.37%), gdje se uofava i najveéi statisticki znacaj (p=0.014), dok su
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neznatno nize (0.36%) kod muzjaka (p=0.024) i Zenki (p=0.019) zrtvovanih 24 casa od
izazivanja infekcije.

Poredenjem dobijenih vrijednosti organosomatskog indeksa slezene statisticki
znadajna razlika se uocava izmedu jedinki grupe Pb-E-72 & u odnosu na jedinke grupa
Pb-E-24 & (p=0.027) i Pb-E-24 @ (p=0.026), pri ¢emu su jedinke grupe Pb-E-72 &
ostvarile najnize vrijednosti ovog parametra (0.19%).

Prosje¢na vrijednost organosomatskog indeksa desnog bubrega grupe PG2E?
je iznosila 0,33% od ukupne tjelesne mase i bila znacajno niZza u odnosu na prosjecne
vrijednosti grupa Pb-B4 @, 0.40% (p=0.019) i Pb-E-72 &, 0.40% (p=0.029).

Sli¢cna odstupanja su uocena i za indeks lijevog bubrega, pemu su opet
najniZe vrijednosti ovog parametra konstatovane za jedinke grupe Pb-E-72 &, 0.35%, a

najvise za Pb-E-24 @, 0.41% (p=0.039) i Pb-E-72 &, 0.40% (p=0.045).

indeks bubrega D indeks bubrega L
% 0.40  0.40 %
0.40 038 044  g39 %41 0.0
0.35 0.33 0.39 0.35
0.34
0.30 0.29
0.25 - . . . . 0.24 - ; : : .
Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72 Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72
3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
Grafikon br. 65 Organosomatski indeks Grafikon br. 66 Organosomatski indeks
desnog bubrega jedinki pojenih olovo- lijevog bubrega jedinki pojenih olovo-
acetatom i inficiranih eSerihijom acetatom i inficiranih eSerihijom

Kako su sve jedinke bile pojene rastvorom olovo-acetata u koncentraciji od 1500
ppm, ocekivano je povecanje organosomatskih indeksa u odnosu na jedinke kontrolne
grupe, mada se gotovo sve dobijengednosti kre¢u u granicama referentnih, koje opet
variraju od autora do autora (Abdel-Monegnal, 2011; Ibrahimet al, 2012, Addou-
Benounaret al, 2009; Onyeanust al, 2009; Pecora i Highman, 1956; Gatsetgl,

2005; Mullaet al, 2010; Piacet al, 2013; Blamey i Evans, 1971; Uduakal, 2013 i
drugi). Odstupanja izmedu grupa mogu se objasniti razlikama u polu, kaoezlikamau
tjelesnoj masi jedinki na poc¢etku eksperimenta (Pecora i Highman, 1956, Cesta, 2006;
Yamanoet al,1998; Piacet al, 2013).
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4.1.4.1Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

Poredenjem dobijenih vrijednosti ne uocavaju se statisticki znacajne razlike

pracenih morfometrijskih parametara: prirasta mase i organosomatskih indeksa bubrega,

testis i srcaizmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata od izazivanja infekcije

(grafikoni 67-73.
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Grafikon br. 67 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 68 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

indekstestisa D
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Grafikon br. 69 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 70 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Vrijednosti indeksa jetrgokazuju nizi udio ovog organa u ukupnoj tjelesnoj

masi jedinki Zrtvovanih 72 sata od pocetka infekcije, na granici statitke znacajnosti

(p=0.05% u odnosu na jedinke Zrtvovane 24 sata od inokulacije (grafikon 73).

Organosomatski indeks slezene je dostigao znacajno (p=0.026) viSe vrijednosti

kod jedinki zrtvovanih 24 sata od aplikacije bakterijske suspenzije (0.24%) u odnosu na

jedinke zrtvovane 48 ¢asova kasnije (0.21%) (grafikon 74).
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prirast mase
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Grafikon br. 71 Komparacija vrijednosti
prirasta mase izmedu jedinki Zrtvovanih

Grafikon br. 72 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

nakon 24i 72 sata 241 72 sata
indeksjetre indeks slezene
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Grafikon br. 73 Komparacija vrijednosti
indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 24 72 sata

Grafikon br. 74 Komparacija vrijednosti
indeksa dezene izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 241 72 sata

Breuille i saradnici (1999) su uocili da gubitak na masi usljed infekcije
Escherichia colizavisi prvenstveno od nacina aplikacije bakterijske suspenzije (i.v., i.p.,
p.o. itd.), kao i od broja vitalnih bakterija u suspenziji. Kako je prirast mase jedinki
pojenih olovo-acetatom i tretiranih bakterijskom suspenzijom znatno manji nego kod
netretiranih jedinki kontrolne grupe, moZe se pretpostaviti da je doSlo do gubitka
tielesne mase pod uticajem infekcije. S druge strane, intoksikacija olovo-acetatom
dovodi do povecanja indeksa mase pojedinih organa uz gubitak ukupne tjelesne mase,
posebno pri ve¢im koncentracijama toksikanta i duzem vremenu eksponiranosti (Abdel-
Moneimet al, 2011; Amjacet al, 2013; Ibrahimet al, 2012).

Kako se funkcije slezene ogledaju s jedne strane u razgradnji ostecenih eritrocita
i trombocita iz krvotoka i recikliranju Zeljeza, a intoksikacija olovo-acetatom (lbrahinet
al., 2012), kao i infekcija eserihijom (Ogundare i Onifade, 2009) dovode do smanjenja

broja eritrocita u cirkulaciji, a s druge strane u imunom odgovoru na infekciju (Mebius i
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Kraal, 2005), povecanje udjela slezene u ukupnoj masi tijela nakon infekcije je

océekivano.

4.1.4.2. Morfometrijske karakteristike i pol
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Grafikon br. 75 Komparacija vrijednosti

indeksa desnog bubrega izmedu muZjaka i

Grafikon br. 76 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu muZjaka i

Zenki Zenki
indeksjetre indeks srca
%
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Grafikon br. 77 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu muZjaka i enki

Grafikon br. 78 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 79 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 80 Komparacija vrijednosti
indeksa sezene izmedu muzjaka i Zenki
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Poredenje dobijenih vrijednosti morfometrijskih parametara izmedu jedinki
razli¢itog pola, statisticki znacajna razlika nije konstatovana za prirast mase, indekse:

desnog bubrega, lijevog bubrega, jetre, srca, kao i slezene.

85



Rezultati rada i diskusija

4.1.5. Tretman aloksanom (All-0)

Tretman aloksanom zdravih jedinki Wistar pacova je proveden prvenstveno u
cilju izazivanja hiperglikemije, tjdiabetes mellitugip 1. Administracija aloksana je
vrsena intraperitonealno u dozi od 100 mg/kg tjelesne mase.

Prema literaturnim podacima uobicajeno doziranje aloksana u svrhu izazivanja
hiperglikemije kod Wistar pacova se kre¢e od 40 mg/kg, i.v. (Carvalhoet al, 2003;
Mudeet al, 2012), 42 mg/kg, i.v. (Lucchest al, 2013, 2015), 70 mg/kg, i.v. (Akadt
al.,, 2009), 100 mg/kg, i.pBri, 2014; Makinwaet al, 2013, Sabat al, 2010), 120
mg/kg, s.c. (Lachin i Reza, 2012; Ahmadvaatdl, 2012), 125 mg/kg, i.p. (Georgewill
i Georgewill, 2009), 140 mg/kg, i.p. (Olurisle¢ al, 2013) 150 mg/kg, i.p. (Dallatet
al., 2010; Ahmecdet al, 2010; Kim i Ha, 2013; Ebongt al, 2014), 160 mg/kg, i.p.
(Muhammacet al, 2012), do 200 mg/kg, i.p. (Indradeatial, 2012) i vise. Kako manje
doze aloksana unesenog intraperiotonealno mogu rezultovati autoreverzijom u normalno
glikemijsko stanje, zahvaljuju¢i regenerativnom kapacitetu celija Langerhansovih
ostrvaca (Jain i Arya, 2011), nivo glukoze u krvi je kontrolisan svakih 48 sati, uzorkom
krvi iz repne vene i upotrebom digitalnog glukometra Accu Check Active (Roche). Po
potrebi je ponavljan tretman aloksanom do postizanja stabilne glikemije (>11 mmol
glukoze po litri krvi).Podaci o nivou glukoze u krvi tretiranih i kontrolnih zivotinja su
obradeni u poglavlju 4.2. Crvena loza.

Dvadeset jedinki oba polaa izrazenom hiperglikemijom je zrtvovano 24,
odnosno 72 sata po i.p. ubrizgavanju fizioloskog rastvora. Dobijene vrijednosti
morfometrijskih parametara ukupnog uzorka su predstavljene u tabelama 12 i 13.

Prosj&na masa eksperimentalnih zivotinja na pocetku eksperimenta je iznosila
167.87 g, a nakon eksperimenta, u momentu Zrtvovanja, prosjecna masa je iznosila
154.29 g. Jedinke svigrupa tretiranih aloksanom su zabiljezile negativan prirast mase
u momentu Zrtvovanja, pri ¢emu se ne uocCava statisticki znacajna razlika njihovom
komparacijom (p>0.050). NajniZa vrijednost prirasta mase konstatovana je kod muzjaka
zrtvovanih 72 ¢asa od aplikacije fizioloskog rastvora (-11.93% = 7.98)pri cemu je
najveéi pad vrijednosti ovog parametra uocen upravo kod jedinke 5 iz ove grupe i
iznosio je 22.74% u odnosu na tjelesnu masu zabiljezenu prije tretmana aloksanom.
Pozitivne vrijednosti prirasta mase su zabiljezene kod dvije jedinke, jedinke 5 iz grupe
All-0-24 &, 1.69%, §to je i maksimalna vrijednost ukupnog uzorka za ovaj parametar, i

jedinke 5 iz grupe All-24 9, 0.83%. Obe ove vrijednosti su zanemarive u odnosu na
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prirast mase kontrolnih jedinki za isti period posmatranja, ¢ija srednja vrijednost
pracenog parametra je iznosila 18.72%.

Duzina tijela eksperimentalnih jedinki tretiranih aloksanom se kretala od 180 do
205 mm, sa srednjom vrijednosti 194.05 mm uz koeficijent variranja 4.10 i standardnom
devijacijom od 7.96.

Tabela br. 12 Masa, prirast mase i duZina tijela jedinki tretiranih aloksanom

tijelo tijelo prirast | tijelo
mi(g) | m2 (g) mase | d (mm)
- 1 165.23 | 142.68 | -13.65 | 197
- 2 17742 | 15591 | -1212 | 201
) 3 203.15 | 197.18 | -2.94 205
— 4 183.78 | 172.07 | -6.37 | 200.50
<[ s 18932 | 19252 | 1.69 199
1 17856 | 155.62 | -12.85 | 202
= 2 165.48 | 15530 | -6.15 | 200.25
) 3 172.28 | 159.79 | -7.25 204
— 4 156.92 | 150.35 | -4.19 198
<[ s 154.15 | 15543 | 0.83 197
- 1 158.33 | 14865 | -6.11 185
~ 2 156.87 | 138.83 | -11.50 | 190.00
g 3 17529 | 170.38 | -2.80 190
i 4 148.04 | 12364 | -16.48 | 185
< 5 14580 | 112.64 | 22.74 | 200
Lt 166.13 | 151.19 | 899 | 186.33
- 2 162.24 | 15001 | -7.54 | 182.00
51 3 173.90 | 15356 | -11.70 | 195
= 4 163.87 | 161.25 -1.60 184
< 5 160.61 | 138.76 | -13.60 | 180
AVG | 167.87 | 15429 | -830 | 194.05
o | MIN | 14580 | 11264 | -22.74 | 180.00
< [ MAX | 20815 | 19718 | 169 | 20500
< [ STDEV | 1413 | 1964 6.11 7.96
cov 8.42 1273 | -7355 | 410

Najnize vrijednosti organosomatskog indeksa bubrega su iznosile 0.28% za
desni i 0.27% za lijevi bubreg, ajnece vrijednosti 0.57% za desni i 0.49% za lijevi
bubreg Prosje¢ne vrijednosti ukupnog uzorka su iznosile 0.40% za desni i 0.39% za
lijevi bubreg.Udio testisa u ukupnoj masi tijela tretiranih jedinki se kretao od 0.65% do
1.14%.Zabiljezene su vrijednosti za organosomatskideksjetre u intervalu od 2.87 do

4.69% od ukupne tjelesne mase prosje¢nom vrijednos¢u ukupnog uzorka od 3.47%,
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pri ¢emu su i maksimalna i minimalna vrijednost uo¢ene kod jedinki muskog pola
zrtvovanih 72 sata od aplikacije fizioloskog rastvora.

Tabela br. 13 Organosomatski indeks jedinki tretiranih aloksanom

indeks indeks indeks indeks indeks indeks indeks
bubrega D| bubrega L | testisaD | testisaL | jetre slezene srca
o 1 0.38 0.40 0.74 0.77 3.65 0.24 0.40
s 2 0.44 0.40 0.74 0.76 4.18 0.21 0.40
('3 3 0.28 0.27 0.65 0.66 3.13 0.19 0.32
= 4 0.35 0.35 0.72 0.74 3.56 0.20 0.36
< 5 0.34 0.34 0.76 0.78 3.43 0.20 0.33
O 1 0.42 0.42 4.10 0.20 0.42
s 2 0.35 0.33 3.56 0.20 0.38
O' 3 0.34 0.31 3.13 0.21 0.31
= 4 0.32 0.30 3.60 0.19 0.37
< 5 0.30 0.29 3.42 0.19 0.42
O 1 0.42 0.44 0.88 0.85 3.36 0.17 0.36
a 2 0.46 0.44 0.87 0.87 3.37 0.24 0.41
O' 3 0.40 0.39 0.76 0.74 2.88 0.19 0.35
— 4 0.49 0.48 0.81 0.82 2.87 0.31 0.44
< 5 0.57 0.49 1.08 1.14 4.69 0.35 0.55
o 1 0.45 0.42 3.28 0.28 0.38
o 2 0.43 0.42 3.37 0.24 0.37
O' 3 0.47 0.42 3.10 0.34 0.40
= 4 0.42 0.43 3.32 0.25 0.35
<[ 0.45 0.40 342 | 024 | 0.39
AVG 0.40 0.39 0.80 0.81 3.47 0.23 0.39
o MIN 0.28 0.27 0.65 0.66 2.87 0.17 0.31
= | MAX 0.57 0.49 1.08 1.14 4.69 0.35 0.55
< STDEV 0.07 0.06 0.12 0.13 0.44 0.05 0.05
Ccov 17.62 16.23 14.91 15.80 12.60 22.02 13.46

Konstatovane vrijednostndeksa slezene su se kretale od 0.17% do 0.35%, sa
prosje¢nom vrijedno$éu ukupnog uzorka od 0.23%. Indeks srca je iznosio 0.39% za
jedinke tretirane aloksanom, sa minimalnom vrijednos¢u 0.31% i maksimalnom 0.55%.

Visestrukom komparacijom nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu
grupa jedinki tretiranih aloksanom za parametre prirast mase i indeks srca (grafikoni 81 i
82).

Za vrijednosti indeksa bubrega, desnog i lijevog, uoc€ava se statisticki znacajno
povecanje istog kod jedinki Zrtvovanih 72 sata nakon i.p. injekcije fizioloskog rastvora.

Pritom, muzjaci (All-0-72 &) pokazuju najveéu vrijednost ovog parametra u odnosu na
muzjake (p=0.003 za desni 1 p=0.002 za lijevi bubreg) 1 zenke (D: p=0.001 1 L: p=0.000
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bubreg) zrtvovane 24 Casa od tretmana fizioloskim rastvorom. Nesto nizu vrijednost

ostvarile su zenke grupe All-0-72, ali i dalje znacajnu u odnosu na muzjake (D: p=0.018

i L: p=0.021) i zenke (D: p=0.007 i L: p=0.004) iz grupe All-0-24 (grafikoni 83 i 84).
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Grafikon br. 81 Prirast mase jedinki

tretiranih aloksanom

Grafikon br. 82 Organosomatski indeks srca

jedinki tretiranih aloksanom
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Grafikon br. 83 Organosomatski indeks
desnog bubrega jedinki tretiranih aloksanom

Grafikon br. 84 Organosomatski indeks
lijevog bubrega jedinki tretiranih aloksanom
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Grafikon br. 85 Organosomatski indeks jetre
jedinki tretiranih aloksanom

Grafikon br. 86 Organosomatski indeks
lijevog bubrega jedinki tretiranih aloksanom
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Najveca vrijednost indeksa jetre je zabiljezena kod jedinki iz grupe All-0-24 i to
kod muzjaka 3.59% i Zenki 3.56%, pri ¢emu je stratisticki signifikantna razlika uocena u
komparaciji grupa All-24 &' i All1-0-72 @ (p=0.043).

Vrijednosti slezene pokazuju iatan tend; najvise vrijednosti su konstatovane
kod Zenki zrtvovanih 72 sata od administracije fizioloskog rastvora i znacajno se
razlikuju u odnosu na ostale grupe (p=0.022 u odnosu na 2410; p=0.020 sa All-0-

24 Q ip=0.033 sa All-0-72 3).

Ebong i aradnici (2014) su uodili da pri tretmanu aloksanom u dozi od 150
mg/kg tjelesne mase, nakon 14 dana se uocCava znaCajan gubitak tjelesne mase,
poveéanje indeksa bubrega i smanjenje indeksa mase jetre. Gubitak tjelesne mase je
povezan sa hiperglikemijom, ka kod eksperimentalnih modela, tako i kod ¢ovjeka.
Propadanje tkiva je karakteristi¢no za slabu glikemijsku kontrolu pri dijabetesu i najcese
je povezano sa mobilizacijom proteina i masnoéa. Dijabetes izaziva oStecenja tkiva
pankreasa, jetre, bubrega ¢srkoja su direktno povezana sa metaboli¢kim promjenama
lipidne peroksidaze. Povecanje nivoa ovih enzima u serumu kod dijabeti¢nih pacova
vjerovatno nastaje od njihove migracije iz tkiva jetre i drugih vitalnih organa u
cirkulaciju. Klju¢na morfoloska promjena, vezana za dijabetes, se ogleda u akumulaciji
granula glikogena u distalnim tubulima, §to dovodi do renalne hipertrofije. Akumulacija
te¢nosti u bubrezima tokom bijabetesa je uobicajena.

Indradevi i saradnici (2012) su izazvali dijabetes Wistar pacovima i.p. injekcijom
aloksana u dozi od 200 mg/kg. Petnaest dana nakon tretmana Zivotinje su Zrtvovane.

Uocili su znacajan gubitak tjelesne mase kod jedinki sa potvrdenom hiperglikemijom,
kao i povecanje indeksa mase jetre, slezene i bubrega u odnosu na jedinke kontrolne
grupe.

Akah 1 saradnici (2009) su takode uocili porast indeksa mase burega, jetre, srca i
slezene, pri tretmanu Wistar pacova aloksanom u dozi od 70 mg/kg, i.v., i ukupnoj
duzini tretmana od 37 dana.

Lucchesi i saradnici (2015) su presgvali dugorocni efekat aloksana (42 mg/kg
1.v.) na jetru pacova, pri ¢emu su uocili znacajno povecanje njenog udjela u ukupnoj
tjelesnoj masi nakon 6, 14 i 26 sedmica. Konstatovali su morfoloske i ultrastrukturne
lezile na jetri, uz promjene u rasponu od masnih degeneracija hepatocita do
steatohepatitisa i periportalne fibroze. Promjene su se ogledale u prisustvu masnih

vakuola u hepatocitama, dilatiranim sinusoidima 1 progresivnim gubitkom opSte
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strukture organaPracene lezije na jetri dijabeti¢nih zivotinja su zahvatile sve strukture
organa, od portalnih podru¢ja i sinusoida, hepatocita i citoplazmatskih organela,

prvenstveno mitohondrija, endoplazmatskog retikuluma i jedra.
4.1.5.1Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

Poredenjem dobijenih vrijednosti pracenih parametara izmedu jedinki Zrtvovanih
24 1 onih Zrtvovanih 72 sata nakon i.p. injekcije fizioloSkog rastvora, statisticki znacajna
razlika nije uoCena za prirast mase, indeks lijevog testisa, indeks jetre i indeks srca
(grafikoni 87-90).

prirast mase indeks testisa L
% % 0.88
0.00 - 0.90
5.00 - 0.80 0.74
0.70
-10.00 10.31
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-15.00 All-0-24 & All-0-72 3

Grafikon br. 87 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu jedinki Zrtvovanih

nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 88 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

indeksjetre
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Grafikon br. 89 Komparacija vrijednosti

Grafikon br. 90 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih indeksa srca izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
nakon 24i 72 sata 24 72 sata
Vrijednosti organosomatskog indeksa desnog i lijevog bubrega (grafikoni 91 i
92) su se znacajno razlikovale izmedu jedinki zrtvovanih u razli¢itom postaplikacionom
periodu (p=0.000), pri ¢emu su vece vrijednosti uoéene kod jedinki grupe All-0-72 J+9
(desni bubreg 0.46% i lijevi 0.43% ukupne tjelesne mase) u odnosu na jedinke grupe
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All-0-24 3+ (D 0.35% i L 0.34%). Kako su ove jedinke provele 48 sati viSe pod
uticajem stabilne hiperglikemije, ocekivalo se i vece oSte¢enje bubreznih tubula pra¢eno

nakupljanjem vode (Eboref al, 2014).

indeks bubrega D indeks bubrega L
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Grafikon br. 91 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 92 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Indeksi desnog testisa muzjaka su dostigli vece vrijednosti kod muzjaka
zrtvovanih kasnije (p=0.029) (grafikon 93). Vrijednosti indeksa slezene su pratile isti
trend, povecanje pri duzem postaplikacionom periodu, odnosno duzem
hiperglikemijskog stanju. Konstatovana je prosje¢na vrijednost ovog parametra kod
muzjaka grupe Al-0-72 0.26% d ukupne tjelesne mase, §to se znacajno razlikuje
(p=0.013) od muzjaka grupe All-0-24, ¢ija vrijednost ovog organosomatskog indeksa je
iznosila 0.20% ukupne tjelesne mase (grafikon 94). Kako stabilna hiperglikemija dovodi
i do, izmedu ostalog, povecanja udjela slezene u ukupnoj tjelesnoj masi (Akethal,

2009), dobijene razlike u odnosu na duzinu izloZenosti tretmanu su bile ocekivane.

indeks mase testisa D indeks mase slezene
% %
0.95 0.38 0.30 0.26
0.85 0.72
0.75 0.20
0.65
0.55 I T 1 0.10 T T T
All-0-24 & All-0-72 & All-0-24 3+Q  All-0-72 3+9
Grafikon br. 93 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 94 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog testisa izmedu jedinki indeksa dezene izmedu jedinki Zrtvovanih
Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata nakon 24 i 72 sata
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4.1.5.2. Morfometrijske karakteristike i pol
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Grafikon br. 95 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 96 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 97 Komparacija vrijednosti
indeksa dezene izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 98 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 99 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 100 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu izmedu

muZjaka i Zenki

Poredenjem vrijednosti pracenih parametara T testom izmedu jedinki muskog i

zenskog pola, statisticki znac¢ajne razlike nisu konstatovane (grafikoni 95-100).
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4.1.6. Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom (All-E)

Dvadeset jedinki oba pola sa izrazenom hiperglikemijom je podijeljeno u grupe

po 5 jedinki All-E24 &, All-E-24 9, All-E-72 & i All-E-72 Q. Svim jedinkama je

nakon 14 dana stabilne hiperglikemije ubrizgano (i.p.) 0,2 ml rastvora bakterijske

suspenzije (CFU 3x¥finl) Escherichia coli Zrtvovanje je obavljeno 24, odnosno 72

sata kasnije. Dobijene vrijednosti morfometrijskin parametara ukupnog uzorka su

predstavljene u tabelama 14 i 15.

Tabela br. 14 Masa, prirast mase i duZina tijela jedinki tretiranih aloksanom i inficiranih
eSerihijom (Escherichia coli)

tijelo tijelo prirast | tijelo

mi(g) | m2 (g) mase | d (mm)
- 1 216.32 | 203.20 | -6.07 210
- 2 190.20 | 181.06 | -4.81 200
E 3 221.09 | 201.19 | -9.00 200
= 4 192.15 | 163.32 | -15.00 195
< 5 205.78 | 210.77 | 2.42 212
. 1 148.43 | 137.41 | -7.42 180
-« 2 161.62 | 141.24 | -12.61 180
ﬂ 3 136.79 | 131.28 | -4.03 175
= 4 110.34 | 104.92 | -4.91 190
< 5 152.98 | 148.74 | -2.77 190
- 1 17458 | 156.66 | -10.26 186
~ 2 178.23 | 164.66 | -7.61 194
0 3 161.14 | 104.93 | -34.88 193
= 4 147.99 | 138.18 -6.63 195
< 5 189.15 | 176.52 | -6.68 180
1 167.96 | 153.77 | -8.45 189
?j 2 167.08 | 129.64 | -22.41 183
0l 3 | 17102 | 15879 | 764 | 186
flt 4 14757 | 130.92 | -11.28 178
5 159.17 | 153.80 | -3.37 190

AVG | 17002 | 15455 -9.17 190.30

W | MIN 11034 | 10492 | -34.88 | 175.00
— | MAX | 22109 | 210.77 2.42 212.00
< ['stpeEV | 2722 29.48 7.92 10.02
cov 16.01 19.07 -86.34 5.27

Kao i kod jedinki prethodne grupe, tretman aloksanom je izazvao veliki gubitak

tielesne mase eksperimentalnih jedinki, papsgast mase kretao od -34.88%lo

2.42%. Uopste, prosje¢an gubitak mase cjelokupnog uzorka je iznosio -9.17% (tabela

14).
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Tabela br. 15 Organosomatski indeks jedinki tretiranih aloksanom i inficiranih eSerihijom
(Escherichia coli)

indeks indeks indeks indeks indeks indeks indeks
bubrega D| bubrega L | testisaD | testisalL | jetre slezene srca
5 1 0.40 0.41 0.68 0.71 3.40 0.23 0.41
3 2 0.33 0.32 0.72 0.73 2.72 0.28 0.35
L] 3 0.38 0.38 0.58 0.60 2.34 0.21 0.34
= 4 0.36 0.37 0.74 0.81 3.26 0.20 0.37
< 5 0.33 0.36 0.65 0.79 2.67 0.24 0.36
o 1 0.34 0.41 3.52 0.28 0.38
3 2 0.45 0.41 3.66 0.25 0.43
L] 3 0.33 0.40 3.87 0.25 0.40
= 4 0.51 0.53 4,94 0.38 0.51
<[ s 0.39 0.38 381 | 026 | 044
0 1 0.34 0.32 0.71 0.79 2.55 0.24 0.35
~ 2 0.36 0.34 0.77 0.75 2.64 0.21 0.33
T EE 0.58 0.62 1.32 1.32 | 380 | 030 | 052
- 4 0.48 0.45 0.96 1.00 3.24 0.31 0.45
< 5 0.32 0.32 0.78 0.75 2.44 0.28 0.33
o 1 0.40 0.38 3.34 0.31 0.40
a 2 0.38 0.37 3.34 0.25 0.45
L 3 0.40 0.32 3.02 0.21 0.37
= 4 0.41 0.40 2.83 0.24 0.38
<[ s 0.44 0.42 253 | 024 | 0.36
AVG 0.40 0.40 0.79 0.83 3.20 0.26 0.40
n MIN 0.32 0.32 0.58 0.60 2.34 0.20 0.33
— | MAX 0.58 0.62 1.32 1.32 4.94 0.38 0.52
< [sroev| o007 0.07 021 | 020 | 064 | 004 | 006
cov 17.45 18.56 26.35 24.02 20.01 17.07 13.88

Organosomatskindeks bubrega se kretao od 0.32% do 0.58% za desni i 0.62%
za lijevi bubreg. Prosje¢na vrijednost ovog indeksa je iznosila 0.40% (+ 0.07).

Vrijednostiindeksa testisa su imale raspon od 0.58 (desni testis) i 0.60% (lijevi
testis) do 1.32% (oba testisa). Prosje¢na vrijednost cjelokupnog uzorka, ukupno 10
muzjaka, je iznosila 0.79% za desni 1 0.83% za lijevi testis.

Prosje¢ne vrijednosti pracenih parametara za svaku grupu jedinki tretiranih
olovo-acetatom su prikazane graficki (grafikoni 101 - 106) .

Najniza prosjecna vrijednost prirasta mase (grafikon 10jt) zabiljezena kod
muzjaka Zrtvovanih 72 sata nakon infekcije eSerihijom (- 13.21%), potom Zenki iste

grupe (- 10.63%), dok su jedinkeace izlozene infekciji imale manji gubitak tjelesne
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mase (J - 6.49% i @ - 6.35%). Visestrukom komparacijom dobijenih vrijednosti ne

uocava se statisticki znacajna razlika izmedu grupa (p>0.050).

Posmatranjem dobijenih vrijednosti za organosomatstteks jetre (grafikon

102) primjeéuje se znacajno odstupanje kod jedinki grupe All-E-24 Q, koje su dostigle

najvece vrijednosti ovog parametra, 3.96%, u odnosu na jedinke grupa 24I-&-
2.88% (p=0.003), All-E?2 &, 2.94% (p=0.005) i All-E-72 9, 3.01% (p=0.008).
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Grafikon br. 101 Prirast mase jedinki

tretiranih aloksanom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 102 Organosomatski indeksjetre
jedinki tretiranih aloksanom i inficiranih

eSerihijom
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Grafikon br. 103 Organosomatski indeks
srcajedinki tretiranih aloksanom i

inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 104 Organosomatski indeks
dezenejedinki tretiranih aloksanom i

inficiranih eSerihijom

Poredenjem dobijenih vrijednosti ostalih pracenih parametara ne uocavaju se

statisticki znacajne razlike (p>0.050). Jedinke grupe All-B4 9 su dostigle najvece

vrijednosti organosomatskih indeksa srca (0.43%), slezene (0.28%) i lijevog bubrega

(0.43%), da& je u slucaju desnog bubrega najveca vrijednost zabiljeZena kod jedinki

grupe All-E72 & (0.42%).
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Grafikon br. 105 Organosomatski indeks Grafikon br. 106 Organosomatski indeks
desnog bubrega jedinki tretiranih aloksanom  lijevog bubrega jedinki tretiranih aloksanom i
i inficiranih eSerihijom inficiranih eSerihijom

Tokom dijabetesa, zahvaljuju¢i nedostatku insulina ili rezistentnosti na njega,
kao 1 neosjetljivosti ¢elija na aktivnost insulina, smanjuje se transport glukoze u Celije, te
njen nedostak rezultuje glukoneogenezom (lipoliznom, proteoliznom i sli¢no), $to
dalje dovododi do smanjenja tjelesne mase, usljed sagorjevanja masti i proteina (Onwuli
et al, 2014).

Ananthi 1 saradnici (2003) su uocili da pri intoksikaciji pacova aloksanom u dozi
od 150mg/kg dolazi do prosje¢nog gubitka tjelesne mase od priblizno 30% nakon 70
dana hiperglikemije.

Lucchesi i saradnici (2015) su evidentirali povecanje indeksa jetre usljed
histopatoloskih promjena nastalih intoksikacijom aloksanom, Indradevi i saradnici
(2012) su zabiljezili gubitak tjelesne mase i povecanje organosomatskih indeksa jetre i
bubrega usljed aloksanskog dijabetea&ah i saradnici (2009) su uocili poveéanje
organosomatskih indeksa bubrega, jetre, srca i slezene, dok su Ebong i saradnici (2014)
nakon cCetrnaestodnevnog izlaganja toski¢nom efektu aloksana u dozi od 200 mg/kg

konstatovali povecanje indeksa bubrega i smanjivanje vrijednosti indeksa mase jetre.

4.1.6.1Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

Primjerom nezavisnog T testa ne uocCavaju se statisticki znacajne razlike
(p>0.050)prac¢enih morfometrijskih parametara izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i 72

sata od izazivanja infekcije (grafikoni 107-114).
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Grafikon br. 107 Komparacija vrijednosti

Grafikon br. 108 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu jedinki Zrtvovanih indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
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Grafikon br. 109 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 110 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 111 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 112 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 113 Komparacija vrijednosti
indeska srca izmedu jedinki Zrtvovanih

nakon 24 i 72 sata

4.1.6.2. Morfometrijske karakteristike i pol

Grafikon br. 114 Komparacija vrijednosti
indeksa sezene izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 24i 72 sata
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Grafikon br. 115 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 116 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 117 Komparacija vrijednosti

indeksa slezene izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 118 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu izmedu muZjaka i Zenki

Komparacija dobijenih vrijednosti pra¢enih parametara u odnosu na pol takode

nije pdkazala statisticki znacajne razlike (p>0.050) (grafikoni 115-120).
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indeks bubrega D
%
0.45 0
0.39

0.40

0.35

0.30 - . .

All-ES All-E @

indeks bubrega L
% 0.39 o
0.40
0.35
0.30 - . .
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Grafikon br. 119 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 120 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu izmedu

muZjaka i Zenki
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4.1.7. Tretman aloksanom i olovo-acetatom (A-0)

Dvadeset zdravih jedinki je podvrgnuto sinergistickom dejstvu olovo-acetata i

aloksana. Po postizanju stabilne hiperglikemije jedinke su izlagane dvonedeljnoj

intoksikaciji olovo-acetatom u koncentraciji od 1500 ppm. Dobijene vrijednosti

morfometrijskih parametara tretiranih jedinki,

predstavljene u tabelama iL&7.

dobijene nakon Zrtvovanja,

Su

Tabela br. 16 Masa, prirast mase i duZina tijela jedinki tretiranih olovo-acetaom i aloksanom

tijelo tijelo prirast | tijelo
mi(g) | m2 (g) mase | d (mm)
9 1 211.49 | 18533 | -12.37 210
phy 2 208.89 | 17850 | -14.55 195
a‘: 3 208.85 | 190.04 | -9.01 199
- 4 202.94 | 182.16 | -10.24 203
< 5 205.36 | 178.01 | -13.32 205
of 1 163.28 | 141.15 | -13.55 180
phy 2 179.27 | 152.91 | -14.70 177
é_': 3 199.36 | 168.14 | -15.66 181
- 4 184.25 | 160.77 | -12.74 180
< 5 201.18 | 171.43 | -14.79 181
b 1 205.48 | 171.22 | -16.67 184
iy 2 202.05 | 174.15 | -13.81 187
5‘_: 3 204.01 | 171.48 | -15.95 193
_ 4 203.47 | 170.41 | -16.25 183
< 5 200.86 | 173.65 | -13.55 194
ot 1 185.41 | 156.80 | -15.43 191
py 2 179.03 | 150.47 | -15.95 192
5‘_: 3 182.54 | 160.05 | -12.32 186
— 4 175.72 | 151.72 | -13.66 191
<l 5 182.12 | 150.64 | -17.29 | 196
o |_AVG | 19428 | 166.95 | -14.09 | 190.40
S| MIN 16328 | 14115 | -17.29 | 177.00
S [ mAX | 21249 | 19004 | -901 | 21000
< | STDEV | 13.82 13.28 2.10 9.19
cov 7.11 7.95 -14.91 4.83

Vrijednosti prirasta mase (grafikon 121)zabiljezene kod jedinki tretranih

aloksanom i olovo-acetatom su se kretale od - 17.29 %1%, prosjecno - 14.09%.

Nijedna jedinka nije ispoljila pozitivne vrijednosti ovog parametra. Komparacijom

srednjih vrijednosti prirasta mase tretiranih jedinki statisti¢ki znacajna razlika se uocava
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izmedu jedinki grupe All-Pb-0-24 &, koji su zabijeZili najmanji gubitak mase, i jedinki
grupa AllPb-0-24 9 (p=0.047), All-Pb-0-72 & (p=0.008) i All-Pb-0-72 @ (p=0.015).

Tabela br. 17 Organosomatski indeks jedinki tretiranih olovo-acetatom, aloksanom i
inficiranih eSerihijom (Escherichia coli)

indeks indeks | indeks | indeks | . . .
bubrega| bubrega| testisa | testisa |r_1deks indeks | indeks
jetre | slezene| srca
D L D L

:_3 1 0.61 0.60 0.71 0.74 3.80 0.24 0.48
g 2 0.61 0.61 0.66 0.60 3.93 0.30 0.49
& 3 0.53 0.53 0.63 0.65 3.68 0.27 0.47
& 4 0.61 0.55 0.63 0.58 3.94 0.30 0.51
< 5 0.57 0.56 0.61 0.56 4.07 0.31 0.48
:: 1 0.56 0.55 3.95 0.27 0.40
g 2 0.53 0.54 4.05 0.29 0.33
& 3 0.54 0.54 3.91 0.30 0.36
& 4 0.59 0.58 4.06 0.26 0.40
< 5 0.60 0.59 3.83 0.27 0.36
\;? 1 0.61 0.60 0.75 0.77 3.84 0.30 0.48
g 2 0.57 0.56 0.62 0.60 3.99 0.28 0.45
& 3 0.57 0.57 0.65 0.63 3.91 0.29 0.47
& 4 0.58 0.58 0.62 0.65 4.01 0.29 0.49
< 5 0.60 0.58 0.71 0.68 4.02 0.26 0.46
Ot 1 0.63 0.63 413 0.29 0.44
S 2 0.59 0.58 404 | 029 | 0.49
e 0.57 0.56 3.96 0.27 0.44
&1 4 0.63 0.63 3.95 0.26 0.47
<| 5 0.58 0.57 4.09 0.31 0.54
AVG 0.58 0.58 0.66 0.65 3.96 0.28 0.45

2 MIN 0.53 0.53 0.61 0.56 3.68 0.24 0.33
& MAX 0.63 0.63 0.75 0.77 413 0.31 0.4
< | sTDEV 0.03 0.03 0.05 0.07 0.11 0.02 0.05
cov 4.93 5.06 7.45 10.52 2.78 6.99 11.98

Organosomatskindeks jetre (grafikon 122) se kretao od 3.68-4.13% tjelesne
mase tretiranith jedinki, prosjecno 3.95%. ViSestrukom komparacijom uocCeno je
znadajno odstupanje jedinki grupe ARD-0-24 & u odnosu na jedinke grupe All-Pb-0-

72 @ (p=0.039), nastalo vjerovatno usljed najmanjeg gubitkdethe mase muzjaka
navedene grupe.

Statisti¢ki signifikantne razlike se uocavaju i za indeks srca (grafikon 123), koji
se kretao od 0.33 - 0.54%, sa srednjom vrijednosti od 0.45% tjelesne mase jedinki, pri

¢emu je najniza vrijednost ovog parametra, 0.37%, konstatovana kod zenki grupe All-
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Pb-0-24. Vece vrijednosti ovog parametra su zabiljezene kod muzjaka iste grupe, kao i

jedinki oba pola grupe AIRb-0-72 (p=0.000).

prirast mase

'14.29 _15.24 _14.93

indeksjetre

%
4.50
3.50
2.50

Grafikon br. 121 Prirast mase jedinki

tretiranih olovo-acetatom i aloksanom

Grafikon br. 122 Organosomatski indeks

jetre jedinki tretiranih olovo-acetatom i

aloksanom
indeks srca indeks bubrega D
% % 0.59 ncq 0.60
U.J0
0.55 0.60 0.56
8-;‘3 0.55
0.15 - 0.45 - ; ; ; .
,\,b(% ,-LVOX /\’\//5 /\'\/OX
\0' % \001 \0,0' \0'0/ \OQ,
R Q R R N
N NN N

Grafikon br. 123 Organosomatski indeks
srcajedinki tretiranih olovo-acetatom i

Grafikon br. 124 Organosomatski indeks
desnog bubrega jedinki tretiranih olovo-

aloksanom acetatom i aloksanom
indeks bubrega L indeks slezene
% 0.58—0:60 %

060 27 056 0.30
0.25

0.55 0.0

0.50 015

0.45 - ; . . . 0.10 -

(s Q (s Q
™ ™ Vv 4%
& &N -

Grafikon br. 125 Organosomatski indeks
lijevog bubrega jedinki tretiranih olovo-
acetatom i aloksanom

Grafikon br. 126 Organosomatski indeks
dezenejedinki tretiranih olovo-acetatom i

aloksanom
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Ostali organosomatski ieklsi ne pokazuju statisticki znacajne razlike oredenjem
razli¢itih grupa tretiranih aloksanom i olovo-acetatom.

Indeksi desnog i lijevog bubrega su imali vrijednosti od 0.53 do 0.63% tjelesne
mase jedinki, prosjecno 0.58%, pri ¢emu su najmanju vrijednost ovog parametra
pokazale jedinke grupe ARb-0-24 Q, a najvisu All-Pb-0-72 Q (grafikoni 124 i 125.

Dobijene vrijednosti organosomatskagdeksa slezene su bile ujednacene za
sve grupe, 0.28% tjelesne mase, sa minimumom od 0.24 i maksimumom od 0.31%
(grafikon 126.

Pri dvostrukom tretmanu uocene su znacajne promjene prirasta tjelesne mase
kod svih jedinki. Stres izazvan samom aplikacijom aloksana, kao i dejstvo olovo-acetata
i aloksana na organizam doveli su do gubitkkdne mase tretiranih jedinki, $to ujedno
izaziva povecanje indeksa mase pojedinih organa.

Mude i saradnici (2012) su konstatovali znacajan gubitak tjelesne mase kod
jedinki intoksikovanih aloksanom u dozi od 40 mg/kg tjelesne mase, 10 i 21 dan od
aplikacije. Dijabetes uzrokovan aloksanom (L2@/kg tjelesne tezine, i.p.) izaziva
signifikantan gubitak tjelesne mase, polidipsiju, kao i povecanje indeksa bubrega i jetre
kod Wistar pacova (Eweniglat al, 2015). Gubitak tjelesne mase dijabeti¢nih pacova
ukazuje na degradaciju strukturnih proteina usljed dijabetesa (Arerahi2003).

Saba 1 saradnici (2010) su uocili da pri Cetveronedeljnoj hiperglikemiji izazvanoj
aloksanom (100 mg/kg tjelesne mase, i.p.) dolazi do znacajnog smanjenja tjelesne mase
tretiranih jedinki, povecanja indeksa jetre i bubrega i smanjenja indeksa slezene i srca.
S druge strane, takode nakon dvadesetosmodnevne izloZenosti aloksanskoj
hiperglikemiji (150 mg/kg tjelesne mase, i.p.) Kim i saradnici (2013) su konstatovali
pozitivne vrijednosti prirasta mase, ali znac¢ajno niZe od istih dobijenih za jedinke
kontrolne (netretirane) grupe, dok Sarma i Das (2008), pri istoj dozi aloksana i nakon
petnaestodnevne izloZenosti povecanoj koncentraciji glukoze biljeZe negativan prirast
mase dijabeti¢nih jedinki.

Takode, pri svakodnevnoj intoksikaciji Wistar pacova olovo-acetatom (6 mg/kg
tielesne mase) tokowetrnaest dana javlja se izrazen gubitak tjelesne mase (Isaac et al,

2013). Deveci (2006), kao i Deveet al. (2011) su uéili znacajan (- 20%) gubitak
tielesne mase nakon dwfesecne intoksikacije olovo-acetatom putem vodsd libitumu

koncentraciji od 500 ppn8li¢ne podatke, gubitak tjelesne mase od 17%, su dobili i de
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Figueiredo 1 saradnici (2014) nakon dvomjesecne intoksikacije olovo-acetatom
koncentracije 30 mg/l dejonizovane vode.

Pri intoksikaciji olovo-acetatom koncentracije 15 mg/kg tjelesne mase dolazi do
gubitka mase u vrijednosti od 5% (u odnosu na inicijalnu masu) nakon 14 dana
(Olchowiket al, 2014).

Nizu tjelesnu masu kod jedinki intoksikovanih olovo-acetatom u odnosu na
kontrolne jedinke su uocili i Shahandeh i saradnici (2013), kao 1 Ait Hamadouche i
saradnici (2013).

Allouchei saradnici (2011) smatraju da olovo moZe uticati na smanjenje tjelesne
mase u prvom periodu izlozenosti, da bi se organizam nakon dugoro¢ne eksponiranosti
adaptirao na toksi¢nost ovog metala i nadomjestio gubitak mase. Istovremeno udio mase
jetre se znacajno povecCava s povecanjem koncentracije olovo-acetata i vremena
izlozZenosti.

Dnevna administracija 100 mg/kg olovo-acetata pacovima, dovodi do smanjenja
ukupne tjelesne mase tih jedinki u odnosu na kontrolne, pra¢enog povecanjem udjela
mase pojedinih organa, konstatovano na primjeru mozga, jetre i bubrega (Alatibassi
al., 2008).

4.1.7.1Morfometrijske karakteristike i vrijeme Zrtvovanja (24 1 72h)

prirast mase indeksjetre
% %
-9.00 4.30 2 3.99
-11.00 3.80
-13.00 3.30
2.80 - . .

+15.00 -15.09 All-Pb-0-24  All-Pb-0-72
-17.00 3+Q 3+Q
Grafikon br. 127 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 128 Komparacija vrijednosti
prirasta mase izmedu jedinki Zrtvovanih indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

nakon 24i 72 sata 24 72 sata

Poredenjem  dobijenih  vrijednosti morfometrijskih  karaktera jedinki
intoksikovanih olovoacetatom i aloksanom u odnosu na vrijeme Zrtvovanja, 24 i 72 sata
od i.p. injekcije fizioloSkog rastvora, statisticki znacajna razlika (p=0.029) se uocava

samo za prirast mase (grafikon }27Jedinke Zrtvovane kasnije su imale izraZeniji
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gubitak tjelesne mase 16.09%) u odnosu na one Zrtvovane 24 sata od tretmana
(13.09%).

indeks srca

%

0.55 0.47_
0.43
0.45
0.35
0.25 . .
All-Pb-0-24  All-Pb-0-72
I+ J+9

indeks dezene
% 0.28 0.28
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10 - . .
All-Pb-0-24  All-Pb-0-72
3+ 3+

Grafikon br. 129 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

Grafikon br. 130 Komparacija vrijednosti

indeksa dezene izmedu jedinki Zrtvovanih

24 72 sata nakon 24i 72 sata
indeks bubrega D indeks bubrega L
% 0.58 0.59 % 0.57 0.59

0.60 0.60

0.50 0.50

0.40

030 0.40

0.20 - . . 0.30 - . ;

All-Pb-0-24  All-Pb-0-72 All-Pb-0-24  All-Pb-0-72

349 3+Q 349 3+Q

Grafikon br. 131 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 132 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

indekstestisa D
%
0.70 0.67
0.65
0.60
0.55 - T T

All-Pb-0-24 & All-Pb-0-72 &

indekstestisa L
%
0.70 0.66
0.63
0.65
0.60
0.55 -

All-Pb-0-24 & All-Pb-0-72 &

Grafikon br. 133 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog festisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 134 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog testisa izmedu jedinki
Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Ostali morfometrijski parametri, indeksi jetre, srca, slezene, bubrega i testisa

(grafikoni 128-134 su bili ujednaceni kod jedinki zrtvovanih u razli¢ito postaplikativno

vrijeme 1 nisu pokazali satisticki zna€ajna odstupanja (p>0.050).

4.1.7.2. Morfometrijske karakteristike i pol

Nezavisnim T testom su uporedene 1 vrijednosti dobijene za pripadnike razli¢itog

pola tretirane aloksanom i oloweetatom. Signifikantna razlika se uocava samo za

organosomatski indeks srca (grafikon 13f) ¢emu su znatno nize vrijednosti ovog

parametra uocene kod zenki u odnosu na muzjake (p=0.032).

prirast mase

%
-8.00

-10.00

-12.00

-14.00

-14.61

-16.00

indeks srca
%
0.57
0.47 0.42
0.37 .
0.27 T T 1
All-Pb-0 & All-Pb-0 @

Grafikon br. 135 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu muZjaka i Zenki

Indeksi jetre, slezene, bubrega (grafikoni 137-140), kao ni prirast tjelesne mase

Grafikon br. 136 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu izmedu muZjaka i Zenki

(grafikon 135) ne pokazuju znacajna odstupanja poredenjem dobijenih vrijednosti

izmedu jedinki muskog i Zenskog pola (p>0.050).

indeksjetre
% 3.92 3.99
4.00
3.50
3.00
2.50
2.00 - . .
All-Pb-0 & All-Pb-0 @

indeks slezene
%
0.28 0.28
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10 . .
All-Pb-0 & All-Pb-0 Q

Grafikon br. 137 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 138 Komparacija vrijednosti
indeksa dezene izmedu izmedu muzjaka i

zenki
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indeks bubrega D
% 0.59 0.58
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indeks bubrega L
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Grafikon br. 139 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu izmedu

muZjaka i Zenki

Grafikon br. 140 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu izmedu

muZjaka i Zenki
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4.1.8.Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (AllPb-E)

Zadnja grupa od 20 zdravih jedinki je izdvojena u cilju prac¢enja sinergistickog
efekta oba toksikanta, olovo-acetata i aloksana, zajedno sa bakterijskom infekcijom.
Uporedo sa postizanjemtabilne hiperglikemije vrsila se intoksikacija olovo-acetatom
eksperimentalnih jedinki. Cetrnaest dana kasnije izazvana je infekcija kod svih jedinki
i.p. ubrizgavanjem 0,2 ml rastvora bakterijske suspenzije (CFU’Brt)(Escherichia
coli. Deset jedinki oba pola (ARbE 24) je Zrtvovano 24 Casa po administraciji
bakterijske suspenzije, a preostalin deset jedinki PAIE 72) 48 casova kasnije.
Dobijene vrijednostpra¢enih morfometrijskih karaktera su predstavljene u tabelama 18
i 19.

Tabela br. 18 Masa, prirast mase i duZina tijela jedinki tretiranih olovo-acetaom, aloksanom i
inficiranih eSerihijom (Escherichia coli)

tijelo tijelo prirast | tijelo
mi(g) | m2 (g) mase | d (mm)
e 1 148.59 | 132.94 | -10.53 160
E 2 149.95 | 134.04 | -10.61 170
a‘: 3 153.85 | 122.59 | -20.32 171
- 4 143.01 | 119.73 | -16.28 173
< 5 153.31 | 135.44 | -11.66 175
< 1 146.19 | 131.54 | -10.02 180
E 2 179.01 | 144.73 | -19.15 179
é_': 3 157.33 | 130.28 | -17.19 187
- 4 153.58 | 134.57 | -12.38 180
< 5 159.03 | 135.28 | -14.93 | 181.50
9 1 153.02 | 130.93 | -14.44 183
N 2 161.27 | 13251 | -17.83 177
é_': 3 185.73 | 155.24 | -16.42 193
- 4 175.15 | 130.36 | -25.57 183
< 5 168.79 | 137.26 | -18.68 | 184.00
o 1 152.31 | 133.89 | -12.09 | -12.09
E 2 166.28 | 134.02 | -19.40 | -19.40
3'-:. 3 149.15 | 130.16 | -12.73 | -12.73
- 4 164.58 | 135.24 | -17.83 | -17.83
< 5 172.17 | 149.74 | -13.03 | -13.03
W |_AVG 159.62 | 13452 | -1555 | 130.07
A | MIN 14301 | 119.73 | -2557 | -19.40
& | mMAX | 18573 | 15524 | -10.02 | 193.00
< | STDEV | 1171 8.01 4.03 86.23
cov 7.34 5.96 -25.90 66.29
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Prosje¢na masa jedinki na pocetku eksperimenta je iznosila 159.66 g (od 143.01
do 185.73g), da bi u momentu Zrtvovanja iznosila 134.52 g (od 119.73 do 155.24 g).

Sve jedinkepodvrgnute trojnom tretmanu su zabiljezile veliki gubitak mase, tako da se

po okoncanju tretmana prirast mase kretao od - 25.57% do - 10.02%aosjecan gubitak

mase je iznosio -15.55%, znatno vise nego kod ostalih eksperimentalnih grupa

(grafikon141).

Tabela br. 19 Organosomatski indeks jedinki tretiranih olovo-acetatom, aloksanom i
inficiranih eSerihijom (Escherichia coli)

indeks indeks indeks indeks indeks indeks indeks
bubrega D| bubrega L | testisaD | testisal | jetre slezene srca
23 1 0.59 0.56 0.67 0.66 4.20 0.23 0.44
a 2 0.63 0.59 0.63 0.72 3.96 0.25 0.37
“éi 3 0.61 0.62 0.79 0.78 4.06 0.21 0.33
o 4 0.65 0.63 0.78 0.84 4.00 0.24 0.40
= 5 0.65 0.63 0.77 0.79 3.63 0.21 0.47
2: 1 0.65 0.65 4.08 0.28 0.40
N 2 0.67 0.65 4.07 0.30 0.37
“bi 3 0.53 0.51 4.28 0.35 0.43
o 4 0.58 0.57 4.13 0.34 0.48
= 5 0.61 0.60 4.14 0.32 0.42
:8 1 0.57 0.57 0.81 0.89 4.10 0.32 0.39
N~ 2 0.71 0.69 0.85 0.87 4.35 0.23 0.37
'-'bJ 3 0.57 0.57 0.86 0.86 4.37 0.30 0.41
o 4 0.72 0.73 1.02 1.04 4.63 0.31 0.55
= 5 0.64 0.64 0.89 0.91 4.36 0.29 0.43
OF 1 0.67 0.69 4.29 0.30 0.37
NP 0.66 0.63 464 | 029 | 043
'-'bJ 3 0.68 0.67 4.31 0.32 0.42
o 4 0.70 0.71 4.36 0.30 0.36
= 5 0.68 0.67 4.24 0.29 0.39
AVG 0.64 0.63 0.81 0.84 4.21 0.29 0.41
W | MIN 0.53 0.51 0.63 0.66 3.63 0.21 0.33
T [ max | o 0.73 102 | 104 | 464 | 035 | 055
=< | STDEV 0.05 0.06 0.11 0.11 0.23 0.04 0.05
cov 8.00 9.11 13.60 12.67 5.44 1417 | 1211

Organosomatski indeksi unutra$njih organa su zabiljezili povecanje u odnosu

jedinke kontrolne grupe, kao i jedinke podvrgnute drugacijem tretmanu.

na

Indeks desnogbubrega je dostigao vrijednosti od 0.53 do 0.72%, a lijevog

bubrega 0.51 do 0.73% tjelesne mase (tabelasd9rosjecnim vrijednostima za desni
0.64% i lijevi bubreg 0.63%.
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Dobijene vrijednosti organosomatskideksa testisa su imale raspon od 0.63
do 1.02% (prosjecno 0.81%) za desni 1 0.66 do 1.04% (prosjecno 0.84%) za lijevi testis.

Prosje¢ne vrijednosti indeksa jetre (4.21%), slezene (0.29%) isrca (0.41) su
pokazale tendenciju povecanja pod uticajem trojnog tretmana, posebno usljed znacajnog
gubitka tjelesne mase.

Prosjecne vrijednosti pracenih parametara za svaku grupu podvrgnutih trojnom
tretmanu (aloksan, olovaeetat i infekcija eSerihijom) su prikazane graficki (grafikoni
141-146) .

Najveci gubitak mase, tj. najniza vrijednost prirasta mase je uoc¢ena kod muzjaka
zrtvovanih 72 sata od inokulacije bakterijske suspenzije (- 18.59%), dok je najmanji
gubitak mase, odnosno najveca vrijednost prirasta mase konstatovana kod muzjaka

zrtvovanih 24 sata od iniciranja infekcije (- 13.88%) (grafikon 141).

% prirast mase indeks srca
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Grafikon br. 141 Prirast mase jedinki Grafikon br. 142 Organosomatski indeks srca
tretiranih olovo-acetatom i aloksanom i jedinki tretiranih olovo-acetatom i aloksanom
inficiranih eSerihijom i inficiranih eSerihijom

Komparacijom dobijenih vrijednosti univarijantnom analizom varijanse ne
uocava se statisticki znacajna razlika izmedu grupa tretiranih jedinki za parametre prirast
mase i organosomatski indeks srca (p>0.050), dok se kod ostalih morfometrijskih
parametara, indeksgtre, slezene, desnog i lijevog bubrega, uocavaju signifikantne
razlike (p<0.050).

Najniza prosje¢na vrijednost indeksa srcge zabiljeZena za grupe All-Pb-E-24 &

i All-PbE 72 @ (0.40%), dok je kod AIl-PB-E 24 Q iznosila 0.42%, a kod All-Pb-E 72
& 0.43% ukupne tjelesne mase.

Organosomatski indeks jetre (grafikon )48 dostigao signifikantno nize
vrijednosti kod muzjaka grupe All-Pb-E 24,u odnosu na muzjake i zenke grupe AllPb-
E 72 (p=0.021 Niske vrijednosti su zabiljezene i kod Zenki Zrtvovanih 24 sata od
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aplikacije bakterijske suspenzije (AMB-E 24 9, 4.14%), §to je znacajno niZe u odnosu

na zenke zrtvovane 48 ¢asova kasnije (p=0.050).
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Grafikon br. 143 Organosomatski indeks
jetre jedinki tretiranih olovo-acetatom i

aloksanom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 144 Organosomatski indeks
slezenejedinki tretiranih olovo-acetatom i

aloksanom i inficiranih eSerihijom

Najnize vrijednosti indeksa slezen@rafikon 144) su uocene kod jedinki grupe

All-PbE 24 & i iznosile su 0.23% ukupne tjelesne mase. Komparacijom ove vrijednosti

sa podacima dobijenim za ostale eksperimentalne grupe uocCava se statisticki

signifikantna razlika i to: u odnosu na Zenke grupa All-Pb-E 24 i All-Pb-E 72 (p=0.000),

kao i muzjake grupe All-Pb-E 72 (p=0.001).
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Grafikon br. 145 Organosomatski indeks
desnog bubrega jedinki tretiranih olovo-

Grafikon br. 146 Organosomatski indeks
lijevog bubrega jedinki tretiranih olovo-

acetatom i aloksanom i inficiranih eferihijom acetatom i aloksanom i inficiranih eSerihijom

Za organosomatksi indeks bubrega (grafikoni 145 i Id4)sticki znacajna

razlika se uocava izmedu zenki grupe All-PB-E 24 u odnosu na zenke All-PB-E 72
(p=0.032 za desni bubreg i p=0.027 zmvii bubreg), pri ¢emu su nize vijednosti

konstatovane kod jedinki Zrtvovanih 24 sata od pocetka infekcije.

Pacjenti sa SeCernom boles¢u su skloniji infekcijama od nedijabeti¢ara (Larkin

et al,

1985), kod njih se uclestalije javljaju neuobicajene infekcije kao Sto su
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rinocerebralna 1 pluéna mukormikoza, emfizemni holecistis 1 pielonefritis,
nekrotizirajuci celulitis ili fascitis i maligni eksterni otitis (Seidel et al, 2003).

Mogu¢énost infekcija, posebno urinarnog trakta, predstavlja ozbiljan klinicki
problem kod pacijenata shabetes mellituom (Sabeet al, 2010). Emfizemni cistitis,
pielonefritis, renalni i perinefricki apsces, bakteremija i renalna papilarna nekroza su
znatno Cesc¢e zastupljene kod dijabeticara. Kod pacijenata sa dijabetesom znacajan
morbiditet i mortalitet su uzrokovani infekcijamaPrevalenca asimptomati¢ne
bakteriurije kod zena sa dijabetesom je ¢esS¢a 2-3 puta nego kod nedijabeticara. Najcesce
izolovan organizam kod pacijenata sa asimptomati¢non bakteriurijom je Escherichia
coli (Dalalet al, 2009; Sharmat al, 2011).

Brush (2011) je naveo da se emfizemni pielonefritis javlja 90PO-slucajeva
kod dijabeticara i da je u 60% slucajeva posljedica infekcije Escherichia coli Takode,
oko polovina pacijenata sa dijagnostifikovanim emfizemnim pielitisom je imala razvijen
diabetes mellitusa izolovana bakterija, uzro¢nik komplikacija, je u vecini slucajeva bila
Escherichia coli Sto se tie emfizemnog cistitisa i on se javlja kao komplikacija
infekcije urinarnog trakta u znatno vec¢em broju kod dijabeticara. Navodi se da da je
80% potvrdenih oboljenja ovog tipa utvrdeno kod dijabeticara.

Potvrdeno je da umjerena i jaka glukozurija povecavaju bakterijski rast, §to
objasnjava povecanu osjetljivost dijabeticara na infekcije urinarnog trakta, pri ¢emu se
ne uoCava razlika u rastu uropatogenih i ne-uropatogenih sojevd&scherichia coli
(Geerlingset al, 1999).

Dijabetes uzrokuje nekoliko abnormalnosti u odbrambenom sistemu domacina
koji mogu rezultovati povecanim rizikom od pojedinih infekcija, ukljucujuci infekcije
urinarnog trakta (UTI). Wright i saradnici (2000) su utvrdili da je dijabetes nezavisan
faktor rizika za infekcije organizmima rezistentnim na veci broj lijekova. Saber 1
saradnici (2010) su konstatovali d@sscherichia coli izolovana kod dijabeti¢ara sa
razvijenom UTI, pokazuje znatno vecu rezistentnost na veliki broj antibiotika, Sto
dotatno komplikuje lijecenje ozbiljnijih oboljenja kod pacijenata sa SeCernom bolesti.

Studije koje ukljucuju razlicite dijabeti¢ne modele Zivotinja podrzavaju ideju da
odgovarajuc¢a kontrola glikemije mogu povecati otpornost na sepsu kod dijabeti¢nih
osoba 1 zivotinja. Dijabetes 1 hiperglikemija mogu narusiti 1 urodeni 1 steceni imunitet i

time smanijiti otpornost organizma na patogene infekcijgaiece bolesti. Tretman
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inzulinom i pravilna kontrola glikemije mogu smanijiti brojnost bakterija u lezijéima
se direktno utice na tok bolesti (Yeh et al, 2014).

Hiperglikemija povecava oksidativni stres koji dovodi do razvoja komplikacija
kod dijabetic¢ara. Utvrdena je povezanost glikemijskog statusa sa oksidativnim stresom,
¢ak i kod dobro kontrolisanog dijabetesa tipa 2. Poznato je da olovo indukuje Sirok
spektar fizioloskih 1 biohemijskih poremeéaja, kao 1 poremecaje nervnog,
hemopoetskog, kardiovaskularnog sistema, bubrega, jetre i reproduktivhog sistema kod
zivotinja i kod ljudi (Ayoubi et al, 2015). Toksi¢nost olova se¢ ispoljava putem
generisanja oksidativnog stresa, jonskog mehanizma i apoptoze, od kojih je oksidativni
stres izrazeniji 1 znatno ozbiljniji. Intoksikacijom organizma olovom nastaje oksidativni
stres istovremeno pod uticajem dva razli¢ita mehanizma, S jedne strane dolazi do
generacije ROS, kao $to su hidroperoksilni radikali (H®), singlet kiseonik'Q,) i
vodonik peroksidH»0) i do gubitka antioksidativnih rezervi s druge strane. Nastanak
ROS rezultuje kriticnom osteé¢ivanjem razli¢itih biomolekula kao $to su DNK, enzimi,
sistem (Floraet al, 2012).

Izlozenost organizma olovu se najbolje ogleda u koncentraciji olova u krvi,
ukoliko se izlozenost desila u skorije vrijeme ili u koncentraciji olova u kostima, gdje se
akumulira oko 95% olova unesenog u organizam. Olovo u kostima predstavlja izvor
endogene intoksikacije pojedinaca usljed starenja ili pri pojedinim oboljenjima, kada
dolazi do imobilizacije olova iz koStanog tkiva i njegovog prelaska u cirkulaciju putem
koje dobija pristup mekim tkivima. U oba slucaja, pri egzogenoj ili endogenoj
intoksikaciji, najces¢e dolazi do razli¢itih oSteCenja bubrega. Veoma znacajan faktor
koji doprinosi olovnoj nefrotoksicnosti je dijabetes. Sa staro$¢u jedinki povecava se
prevdenca dijabetesa tipa 2, koji se javlja u oko 10% ljudske populacije (sa vecim
udjelom kod osoba starijih od 55 godina), koji je sam po sebi nezavisni predskazivac
ubrzanog pada renalne funkcije. Istrazivanja su pokazala da olovo u krvi i akumulirano
olovou kostima dovode do znacajnog povecanja kreatinina u serumu kod sredovjecnih i
starijih ljudi sa dijabetesom ili hipertenzijom. Ovakva interakcija moZe nastati
zdruZenim efektom patoloskih promjena glomerula izazvanih dijabetesom 1 tubularnom
atrofijom i intersticijalnim nefritisom/fiborozom uzrokovanih olovom (Tsatlal, 2004).

Prema Huang i saradnicima (2013) izlozenost olovu iz spoljasnje sredine moze

progresivno da ubrza nefropatiju kod pacijenata sa razvijenim dijabetesom tipa 2, bez
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obzira na glikenijsku kontrolu i primjenjenu terapiju. Smatra se da dijabeticari trebaju
izbjegavati svaki kontakt s ovim toksikantom i ukoliko u svom organizmu imaju
koncentraciju olova vecu od 80 pg neophodno je primijeniti helatnu terapiju.

Pri izloZenosti dijabeti¢nih Wistar pacova niskim dozama olowcetata uocene
su znacajne toksi¢ne promjene u gradi i funkciji testisa, nastale kao rezultat oksidativnog

stresa, koji ima veliku ulogu u patogenezi dijabetesa (Apagtia, 2015).

4.1.8.1 Morfometrijske karaktgrike i vrijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

Primjenom nezavisnog T testa ne uoCavaju se statistiCki znaCajne razlike
(p>0.050) izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 1 72 sata od izazivanja infekcije za
parametar prirast tjelesne mase, indeks slezene i indeks srce (grafikoni 147-149), dok se
za desni bubreg (grafikon 15@)ednje vrijednosti pracenih grupa nalaze na granici
statistickog znacaja (p=0.053), pri ¢emu je veca vrijednost uocena kod jedinki
zrtvovanih kasnije.

Vrijednosti indeksa lijevodubrega su znacajno vece (p=0.024) kod jedinki oba
pola grupe AlIPb-E-72 i iznosile su 0.66% ukupne tjelesne mase, dok je kod jedinki
zrtvovanih 24 ¢asa od pocetka infekcije zabiljeZzena prosjecna vrijednost ovog indeksa

0.62% (grafikon151).

prirast mase indeks slezene
0, 0n
% % 0.28 63¢
-10.00 0.30
-12.00 0.25
0.20
-14.00 0.15
16.00 0.10 - . .
16.80 All-Pb-E-24  All-Pb-E-72
-18.00 - d+Q 3+Q
Grafikon br. 147 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 148 Komparacija vrijednosti
prirasta mase izmedu jedinki Zrtvovanih indeksa dezene izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 24i 72 sata nakon 24i 72 sata
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Grafikon br. 149 Komparacija vrijednosti
indeksa srca izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 241 72 sata

Grafikon br. 150 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 151 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 152 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 153 Komparacija vrijednosti
indeska mase lijevog testisa izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 154 Komparacija vrijednosti
indeksa jetre izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 24 i 72 sata

Vece vrijednosti organosomatskog indeksa jetre (4.36%) su takode zapazene kod

jedinki Zrtvovanih 72 sata od inokulacije bakterijske suspenzije u odnosu na jedinke
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zrtvovane 48 Casova ranije (4.06%), pri ¢emu je statisticki znacaj iznosio p=0.001

(grafikon 154.

Kod muzjaka grupe All-Pb-E-72 prosjecne vrijednosti indeksa testisa su iznosile

0.92% za lijevi 1 0.89% za desni testis ¢ime se signifikantno razlikuju (p=0.010 L 1

p=0.011 D) odnuzjaka grupe All-Pb-E-72, ¢ije su vrijednosti iznosile 0.76% za lijevi i

0.73% za desni testis (grafikoni 152 i 153

4.1.8.2. Morfometrijske karakteristike i pol

prirast mase

%
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Grafikon br.155 Komparacija vrijednosti

prirasta mase izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 156 Komparacija vrijednosti

indeksa dezene izmedu muZjaka i Zenki

Kompancijom jedinki razli¢itog pola uocavaju se statisticki znacajne razlike

samo zarganosomatski indeks slezene (p=0.007). Kod Zenskih jedinki konstatovane su

znatno vece vrijednosti ovog parametra (0.31%) u odnosu na muZzjake (0.26%).

Posmatranjem ostalih morfometrijskih parametara ne zapazaju se znacajne razlike

izmedu jedinki razli¢itog pola (p>0.050).
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Grafikon br. 157 Komparacija vrijednosti

indeksa jetre izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 158 Komparacija vrijednosti

indeksa srca izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 159 Komparacija vrijednosti
indeksa lijevog bubrega izmedu mujaka i

Zenki

Grafikon br. 160 Komparacija vrijednosti
indeksa desnog bubrega izmedu muZjaka i

Zenki
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4.1.9. Komparacija morfometrijskih vrijednosti tretiranih i kontrolnih jedinki

Dobijene vrijednosti pra¢enih morfometrijskih parametara jedinki podvrgnutih

rezli¢itom tretmanu su uporedene sa onim dobijenim za jedinke kontrolnih grupa, K-0 i

K-E, kao i1 poredenjem sinergistickog efekta visestrukih tretmana u odnosu na dvojne i

pojedinacne intoksikacije.Vrijednosti statisticke signifikantnosti su izlozene u tabeli 20.

Tabela br. 20 Vrijednosti statistickog znacaja u komparaciji rezultata morfometrijskih

parametara

MORFOMETRIJSK|I PARAMETRI®

organosomatski indeksi Prirast
_ _ tj elesne p02|_t|vna
bubr bubr testis | testis | . i
tretman dcsneig Iijev?g desni | lijevi jetra | slezena | srce (r)nase u negativna
% kontrola
Tretiranih u odnosu na kontrolne jedinke
K-E 0.823 | 0.677 | 0.836| 0.000| 0.162| 0.001 | 0.000| 0.099 K-0
b0 0.000 | 0.000 | 0.962| 0.000| 0.001| 0.157 | 0.000| 0.000 K-0
0.000 | 0.000 | 0.874| 0.806 | 0.035| 0.041 | 0.716| 0.000 K-E
Pb-E 0.000 | 0.000 | 0.042| 0.013| 0.001| 0.000 | 0.000| 0.000 K-0
0.000 | 0.000 | 0.066| 0.118| 0.040| 0.456 | 0.403| 0.000 K-E
AllO 0.000 | 0.000 | 0.073| 0.005| 0.000| 0.001 | 0.000| 0.000 K-0
0.000 | 0.000 | 0.112| 0.211| 0.018| 1.000 | 0.001| 0.000 K-E
AlLE 0.000 | 0.000 | 0.102| 0.009| 0.120| 0.112 | 0.000| 0.000 K-0
0.000 | 0.000 | 0.151| 0.156| 0.874| 0.061 | 0.000| 0.000 K-E
All-Pb-0 0.000 | 0.000 | 0.657| 0.000| 0.000| 0.915 | 0.000| 0.000 K-0
0.000 | 0.000 | 0.515| 0.250| 0.000| 0.000 | 0.000| 0.000 K-E
All-Pb-E 0.000 | 0.000 | 0.060| 0.013| 0.000| 0.831 | 0.000| 0.000 K-0
0.000 | 0.000 | 0.092| 0.115| 0.000| 0.000 | 0.000| 0.000 K-E
Sinergisticki efekat viSestrukih tretmana u odnosu na dvojne i pojedinacne
intoksikacije
All-Pb-0 0.000 | 0.000 | 0.623| 0.164 | 0.000| 0.128 | 0.000| 0.000 Pb-0
0.000 | 0.000 | 0.027| 0.018| 0.000| 0.000 | 0.000| 0.000 All-0
0.000 | 0.000 | 0.066| 0.182| 0.000| 0.104 | 0.000| 0.000 Pb-0
0.000 | 0.000 | 0.874| 0.988| 0.000| 0.000 | 0.000| 0.000 Pb-E
All-Pb-E | 0.000 | 0.000 | 0.924| 0.740| 0.000| 0.000 | 0.060| 0.000 All-0
0.000 | 0.000 | 0.799| 0.874| 0.000| 0.072 | 0.276| 0.000 All-E
0.003 | 0.003 | 0.021| 0.007 | 0.042| 0.915 | 0.005| 0.369 | All-Pb-0

Kao §to je 1 o€ekivano, doslo je do znacajnih promjena u vecini posmatranih

parametara usljed dejstva razliitih tretmana, posebno pri sinergistiCkom dejstvu oba

toksikanta udruzenom sa dejstvom infekcije, u odnosu na jedinke kontrolnih grupa.

Najmanje statisticki znacajnih odstupanja se uocCava za vrijednosti organosomatskog

® Statisticki znaGajne razike su oznaene roza bojom, dok plava polja ozna¢avaju vrijednosti

iznad statisticke signifikantnosti.
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indeksa desnog testisa, zatim lijevog testisa i udjela slezene u ukupnoj tjelesnoj masi
intoksikovanih jedinki.
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Grafikon br. 161 Srednje vrijednosti indeksa desnog bubrega kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razli¢itom tretmanu
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Grafikon br. 162 Srednje vrijednosti indeksa lijevog bubrega kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razlic¢itom tretmanu’
Udio bubrega, desnog i lijevog, u ukupnoj tjelesnoj masi tretiranih jedinki se

znacajno povecao, u odnosu na jedinke kontrolnih grupa, Sto pod uticajem intoksikacije

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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olovo-acetatom, usljed nagomilavanja ovog metala u njima, $to pod uticajem gubitka
tjelesne mase usljed toksi¢nosti aloksana (grafikoni 161 1 162).

Najvecu vrijednost ovih organosomatskih indeksa su ostvarile jedinke grupa All-
PB-E i All-Pb-0 podvrgnute aloksanskom dijabetesu i intoksikaciji olovo-acetatom, a
potom inficirane eSerihijom.

Njihova odstupanja su veoma znacajna u odnosu na netretirane jedinke, kao i na
jedinke podvrgnute dvostrukom, m@no pojedina¢nom tretmanu. Sama bakterijska
infekcija kod jedinki kontrolne grupe K-E nije dovela do promjena u udjelu ovih organa
u ukupnoj tjelesnoj masi (grafikoni 161 i 162, tabela 20).

Kod organosomatskiindeksa testisa ne uocavaju se isti obrasci za desni i lijevi
testis. Prosjecan udio desnog testisa u ukupnoj tjelesnoj masi je najmanji kod jedinki
grupe AllPb0, a najveci kod jedinki grupe Pb-E, tako da se statisticki znacajne
promjene uocavaju samo poredenjem jedinki grupe Pb-E sa jedinkama negativne
kontrole K. Srednja vrijednost udjela lijevog testisa je najveéa u masi jedinki
negativne kontrole i znacajno odstupa od vrijednosti svih ostalih grupa, dok se ne
uocavaju bitne razlike tretiranih jedinki u odnosu na inficirane jedinke pozitivne

kontrole (K-E).

| ndeks testisa D

%
0-90 082  pgoc 79

1

Pb-E All-0 All-E  All-Pb-0 All-Pb- E

Grafikon br. 163 Srednje vrijednosti indeksa desnog testisa kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razlic¢itom tretmanu’
Takode, poredenjem prosjecnih vrijednosti organosomatskih indeksa desnog i

lijevog testisa izmedu jedinki podvrgnutih dvojnom i trojnom tretmanu sa onim

znaca]no drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrole® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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izlozenim pojedinacnim tretmanima, znacajna odstupanja se uocavaju izmedu grupa All-

Pb-0 i All-0, kao i All-Pb-E u poredenju sa All-Pb-0 (grafikoni 163 i 164).

Indekstestisa L |
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Pb-E All-0 All-E AII Pb-0 AII Pb- E

Grafikon br. 164 Srednje vrijednosti indeksa lijevog testisa kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razlic¢itom tretmanu’

Prosje¢ne vrijednosti indeksa jetre su kod svih testnih grupa, inficiranih i
neinficiranih eserihijom, uvecane u odnosu na prosjek negativne i pozitivne kontrolgK-

0 i K-E), mada u slu¢aju grupe All-E razlika nije statisticki znacajna (p>0.050).
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Grafikon br. 165 Srednje vrijednosti indeksa jetre kontrolnih i jedinki podvrgnutih razlic¢itom
tretmanu®

znaca]no drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrole® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Infekcija jedinki kontrolne grupe nije dovela do znacajnih odstupanja u
vrijednostima ovog parametra u odnosu na neinficirane jedinke. Dvojna intoksikacija
olovo-acetatom i aloksangnkao i dodatna infekcija eSerihijom su izazvali veca
odstupanja u udjelu mase jetre u ukupnoj tjelesnoj masi. Pojavile su se znacajne razlike
izmedu jedinki grupe All-Pb-O u paedenju sa All-0 i Pb-0, kao i analizom vrijednosti
dobijenih za jedinke grupe ARH-E u odnosu na All-0, Pb-0, All-E, Pb-E i AflbO
(grafikon 165 , tabela 20).

Jedinke negativne kontrolne grupe (@K-su zabiljezile iznenadujuée visoke
vrijednosti indeksa sezene, jednake onim kod jedinki grupa Ab-0 i All-PbE, a
priblizne onim kod jedinki grupe Pb-0, tako da se statisticki signifikantne razlike javljaju
izmedu njih i pozitivne kontrole (K-E). S druge strane, jedinke grupa Pb-E i All-O, kao i
sama peitivna kontrolna, su zabiljezile niZze vrijednosti ovog parametra, koje znacajno

odstupaju od onih konstatovanih za jedinke negativne kontrole (grafikon 166).

Indeksslezenel
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030~ 0.28 028> 0.28°

0.26°
0.222 d 0. 23acd

Pb-E All-0 All-E A||-Pb-O All-Pb-E

0.25 - 0.23°

Grafikon br. 166 Srednje vrijednosti indeksa slezene kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razli¢itom tretmanu®
Srednje vrijednosti indeksa slezene jedinki grupeP&H su znacajno povecane

u odnosu na jedinke grupe All-0, kao i kod jedinki grupePHE u odnosu na jedinke
grupa Pb-E i All-0.

Znacajno najnize vrijednosti indeksa srca su zapazene kod neinficiranih jedinki
kontrolne grupe u odnosu na pozitivhu kontrolu 1 razliCite grupe tretiranih jedinki

(grafikon 1673. Ovaj parametar je ostvario najvece vrijednosti kod jedinki pojenih

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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olovo-acetatom i tretiranih aloksanom (AB-0), posebno u odnosu na jedinke
pozitivne i negativne kontrole, kao i jedinke grupa All-0, Pb-0 iAME. Nesto nize
vrijednosti su uocene kod jedinki grupe All-Pb-E (u odnosu na AIRbO) i dalje

znacajno vise od onih uo¢enih kod grupa Pb-0 i Pb-E.
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Grafikon br. 167 Srednje vrijednosti indeksa srca kontrolnih i jedinki podvrgnutih razlic¢itom
tretmanu’®
Jedinke kontrolnih grupa, kao i jedinke intoksikovane samo olovo-acetatom, sa

infekcijom i bez, su ostvarile pozitivaprirast mase (grafikon 168), signifikantno

slabiji kod tretiranih jedinki u odnosu na netretirane.

Prirast masel

Grafikon br. 168 Srednje vrijednosti prirasta mase kontrolnih i jedinki podvrgnutih razli¢itom
tretmanu

* znacajno drugacije u odnosu & vrijednosti® negativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Sve jedinke intoksikovane aloksanom u cilju izazivanja stabilne hiperglikemije
su pretrpile znacCajan gubitak tjelesne mase, najveéi kod jedinki podvrgnutih
sinergistickom dejstvu aloksana, olovo-acetata i bakterijske infekcije, iz grupe AB-E
(tabela 20).

Znacajan gubitak tjelesne mase su ostvarile i jedinke podvrgnute dvojnoj

intoksikaciji u odnosu aipojedinacne tretmane i jedinke kontrolnih grupa.
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4.2 Eritrocitni profil

Po anesteziranju jedinki prikupljena je krv kardijalnom punkcijom, u sterilnim
uslovima, iglom promjera 1,2 mm i Spricom zapremine 2 ml. Krv je odlagana u
vakutenere sa antikoagulansorgERTA. Odredeni su sljedeci parametri crvene loze

broj eritrocita /I krvi, hematokrit, koncentracija hemoglobina, MCV, MCH i MCHC.

4.2.1. Kontrolne jedinke (K-0)

Dobijene vrijednosti parametara crvene loze dvadeset jedinki kontrolne sgrupe

predstavljene u tabeli 21.
Tabela br. 21 Parametri crvene loze kontrolne grupe jedinki (K-0)

E Hb Hct MCV MCH | MCHC
(x10%1) | (g/) (I7) (fl) (pg) | (9/1E)
1 7.68 137.04 | 0.333 43.40 17.84 411.11
:C_D 2 6.67 107.41 0.222 33.32 16.10 483.33
g 3 7.68 15185 | 0.381 49.60 19.77 398.61
NV 4 7.90 133.33 0.346 43.82 16.88 385.19
5 7.60 148.15 | 0.364 47.60 19.39 407.41
1 7.32 129.63 0.304 41.58 17.71 425.93
2: 2 7.76 129.63 0.333 42.96 16.70 388.89
g 3 8.84 140.74 | 0.333 37.71 15.92 422.22
v 4 8.05 118.52 0.259 32.21 14.72 457.14
5 8.14 111.11 0.263 32.33 13.65 422.22
1 7.41 118.52 0.320 43.19 15.99 370.37
i? 2 7.04 122.22 0.333 47.35 17.36 366.67
o 3 7.60 144.44 | 0.263 34.63 19.01 548.89
i 4 7.90 122.22 0.333 42.19 15.47 366.67
5 7.82 125.93 0.380 48.59 16.10 331.38
1 7.49 129.63 0.370 49.45 17.31 350.00
?: 2 7.64 129.63 0.353 46.20 16.97 367.28
‘oT 3 7.59 155.56 0.333 43.92 20.49 466.67
v 4 7.91 133.33 0.361 45.60 16.86 369.70
5 8.22 140.74 | 0.375 45.62 17.12 375.31
AVG 7.71 131.48 0.328 42.56 17.07 405.75
MIN 7.04 111.11 0.259 32.21 13.65 331.38
E MAX 8.84 155.56 0.381 49.60 20.49 548.89

STDEV 0.45 12.97 0.045 5.63 1.68 51.94

cov 5.8 9.9 13.6 132 9.8 12.8

Broj eritrocita se kretao od 7.04x19do 8.84x1¢, saprosje¢nom vrijednosti

od 7.71x167 po litri krvi, $to je u opsegu referentnih vrijednosti navedenih kod Sharp i
Villano (2013), Thrallet al. (2012) Brki¢ et al. (2011), Davidovi¢ et al. (2007, 2010),
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Charles River Laboratories (1998) i Hiellyer i Quesenberry (1997). Antai. (2009),
Prichet i Corning (2004) i Moore (2000) navode niZe vrijednosti broja eritrocita u
perifernoj krvi Wistar pacova, dok je raspon vrijednosti ovog parametra naveden kod
Lewickaet al (2012), Kampfmanmet al. (2012) i Oyeyemet al. (2009) znatno visi od
dobijenih podataka za jedinke kontrolne grupe.

Koncentracija hemoglobina izmjerena u uzorcima krvi kontrolnih jedinki je
imala vrijednosti od 111.11 do 155.56 i srednju vrijednost 131.48 g/l krvi. Literaturni
podaci o normalnim vrijednostima koncentracije hemoglobin u krvi Wistar pacova
variraju od autora do autora. Dobijene vrijednosti su u skladu sa onim navedenim kod
Sharp i Villano (2013)Brki¢ et al (2011), Davidovi¢ et al. (2007, 2010), Gikins i
Clifford (2008), Charles River Laboratories (1998) i Hiellyer i Quesenberry (1997).
Prosjecna koncentracija hemoglobina u krvi netretiranih jedinki Lewicka i saradnika
(2012) je bila niza od srednje vrijednosti dobijene za kontrolne jedinke tokom ovog
eksperimenta, dok su Kampfmaenal. (2012), Thrallet al.(2012), Antaiet al. (2009)i
Moore (2000) naveli vise vrijednosti.

Hematokrit se kretao od 25.9% (0.2%9) do 38.1% (0.381 I/l), sarpsjecnom
vrijednosti za kontrolnu grupu 32.8% (0.328),l/to je u saglasnosti sa podacima
navedenim kod Oyeyenai al.(2009), dok su ostali autori (Sharp i Villano, 2013; Thrall
et al, 2012; Kampfmanret al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011;
Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Antaet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet i
Corning, 2004; Charles River Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i
Research Animal Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvaluey.himaveli vise
vrijednosti ovog parametra.

Najniza vrijednosti hematoloskog indeksaM CV je iznosila 32.21 fl, aajvisa
49.60 fl, saprosjecnom vrijednosti ukupnog uzork2.56 fl, sto je nize od literaturnih
podataka (Sharp i Villano, 2013; Thrali al, 2012; Kampfmanmet al, 2012; Lewicka
et al, 2012; Antai et al, 2009; Charles River Laboratories, 1998; Hiellyer i
Quesenberry, 1997 [ Research Animal Recources,
www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.himi

Srednja vrijednosM CH je iznosila 17.07 pg, dobijena na osnovu intervala od
13.65-20.49 pg. Dobijene vrijednosti se nalaze u okviru referentnih, navedenih kod
Thrall et al. (2012), Hiellyer i Quesenberry (199i7) Kampfmannet al. (2012). Vise
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vrijednosti su navedene kod Sharp i Villano (2013), Aataal. (2009) i Charles River
Laboratories (1998), a nize kod Lewicka et al. (2012).
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Grafikon br. 169 Broj eritrocita po litri krvi
kontrolnih jedinki

Grafikon br. 170 Koncentracija hemoglobina

u litri krvi kontrolnih jedinki
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Grafikon br. 171 Hematokrit kontrolnih

Grafikon br. 172 MCV kontrolnih jedinki
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Grafikon br. 173 MCH kontrolnih jedinki

Grafikon br. 174 MCHC kontrolnih jedinki

MCHC se kretao od 331.3848.89 g/1, sa prosjekom od 405.75 g/1 eritrocita, $to
je malo viSe od navedenih literaturnih podataka (Sharp i Villano, 2013; Thralét al,
2012; Kampfmanret al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Antaiet al,
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2009; Charles River Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i Research
Animal Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues ntml
Poredenjem dobijenih vrijednosti pracenih parametara crvene loze se ne

uocavaju statisti¢ki signifikantne razlike izmedu jedinki kontrolne grupép>0.050).

4.2.1.1Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h)
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Grafikon br. 175 Komparacija vrijednosti
broja eritrocita po litri krvi izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 176 Komparacija vrijednosti
koncentracija hemoglobina u litri krvi

izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata
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Grafikon br. 177 Komparacija vrijednosti

Grafikon br. 178 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
241 72 sata

MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata
Primjenom nezavisnog T testa nisu uocene statisti¢ki znacajne razlike pracenih
hematoloSkih parametara izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 1 72 sata od

intraperitonealnog ubrizgavanja fizioloskog rastvora (grafikoni 175-18§0

129



Rezultati rada i diskusija

MCH
Pg 17.27
17.50
16.87

17.00
16.50
16.00 . .

K-0-24 3+Q  K-0-72 3+Q

MCHC
g/lE
500.00 42021 391.29
400.00
300.00
200.00
100.00 - T T
K-0-24 3+Q  K-0-72 3+9

Grafikon br. 179 Komparacija vrijednosti
MCH izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

Grafikon br. 180 Komparacija vrijednosti
MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
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Grafikon br. 181 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita po litri krvi izmedu muZjaka i

Grafikon br. 182 Komparacija vrijednosti
koncentracija hemoglobina u litri krvi

Zenki izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 183 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 184 Komparacija vrijednosti

MCV izmedu muZjaka i Zenki
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Komparacijom dobijenih podataka nisu uocene statisticki znacajne razlike

pracenih hematoloskih parametara izmedu muzjaka i zenki (grafikoni 181-186.
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Grafikon br. 185 Komparacija vrijednosti

MCH izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 186 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu muZjaka i Zenki
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4.2.2 Kontrolne jedinke inficirane eserihijom (K-E)

Dvadeset i Cetiri i sedamdeset | dvéasa od izazivanja infekcije aplikacijom
bakterijske suspenzije, svim jedinkama grupe K-E uzeta je krv kardijalnom punkcijom.
Dobijene vrijednosti eritrograma su navedene u tabeli 22.

Tabela br.22 Parametri crvene loze kontrolnih jedinki inficiranih eSerihijom (K-E)

E Hb | Hct | MCV | MCH | MCHC

(x10%1) | (g | (my | @) | (pg) | (@NE)

1 4.83 | 103.70| 0.238] 49.30 | 21.47 | 43556
o2 590 |111.11]0.214] 36.32] 18.83| 51852
R E 5.46 | 92.59 | 0.190| 34.89| 16.96 | 486.11
ol 6.27 | 92.50 | 0.227] 36.25| 14.77 | 407.41
5 6.32 | 114.81| 0.240| 37.98| 18.17 | 478.40
L 6.50 | 107.41| 0.300| 46.15| 16.52 | 358.02
- 2 6.80 | 103.70| 0.222] 32.68| 15.25 | 466.67
R EE 5.88 | 96.30 | 0.231| 39.25| 16.38 | 417.28
ol 478 |111.11] 0.269] 56.32| 23.24| 412.70
5 5.72 | 85.19 | 0.222| 38.85| 14.89 | 383.33

1 6.18 | 77.78 | 0.333| 53.94 | 12.59 | 233.33
NI 6.15 | 92.59 | 0.283| 45.95| 15.06 | 327.64
g E 6.01 | 85.19 | 0.250| 41.60 | 14.17 | 340.74
ol 4 5.96 | 111.11| 0.288| 48.40| 18.64 | 385.19
5 6.51 | 88.89 | 0.250| 38.40 | 13.65| 355.56

1 474 | 81.480.150| 31.65| 17.19 | 543.21
2 550 | 77.78|0.182| 33.06| 14.14 | 427.78
N EE 463 |111.11] 0.250| 54.00 | 24.00 | 444.44
o4 4.93 | 88.89 | 0.280| 56.80 | 18.03 | 317.46
5 491 | 88.89|0.158| 32.16 | 18.10 | 562.96

AVG 570 | 96.11 | 0.239 | 42.20 | 17.10 | 415.11
MIN 463 | 7778 | 0.150 | 31.65 | 1259 | 233.33

L;-J MAX | 6.80 |114.81|0.333| 56.80 | 24.00 | 562.96
STDEV | 0.68 | 1216 | 0047 | 849 | 3.09 | 81.64
cov 12.0 127 | 195 | 201 | 181 | 197

Broj eritrocita u litri krvi inficiranih jedinki se kretao od 4.63 do 6.80 X4 Ga
prosje¢nom vrijedno$¢u od 5.70 x10'%/1. Dobijene vrijednosti swize od referentnih
vrijednosti navedenih kod Sharp i Villano (2013), Thetllal. (2012), Lewickaet al.
(2012), Kampfmanret al. (2012), Brki¢ et al. (2011), Davidovi¢ et al. (2010, 2007),
Oyeyemi et al. (2009), Prichet i Corning (2004), Moore (2000), Charles River
Laboratories (1998) i Hiellyer i Quesenberry (1997), dok véte od vrijednosti
navedenih za kontrolnu grupu kod Angdial. (2009).
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Analizom koncentracije hemoglobina u krvi inficiranih jedinki dobijen je
raspon od 77.78 do 114.81 g/l, sa srednjom vrijedno$¢u od 96.11 g/l krvi. Navedene
vrijednosti su nize od literaturnih (Sharp i Villano, 2013, Lewickeaet al. 2012,
Kampfmannet al. 2012, Thrallet al, 2012, Antaiet al,, 2009, Moore, 2000, Ri¢ et al,

2011, Davidovi¢ et al, 2007, 2010, Gikins i Clifford, 2008, Charles River Laboratories,
1998 i Hiellyer i Quesenberry, 1997) i nastale kao posljedica bakterijske infekcije.

Dobijene vrijednostihnematokrita jedinki grupe K-E su se kretale od 0.150-
0.333 /I, odnosno 15.83.3%, prosjecno 0.239 I/l krvi (23.90%). U odnosu na
literaturne referentne vrijednosti zdravih jedinki (Sharp i Villano, 2013; Tletadl.,
2012; Kampfmanret al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et
al., 2010, 2007; Oyeyenat al, 2009, Antaiet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet
i Corning, 2004; Charles River Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i
Research Animal Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.html), dobijene vrijednosti
hematokrita su znatno nize.

Hematoloski indeksi MCV, MCH 1 MCHC su imali prosje¢ne vrijednosti sli¢ne
onima dobijenim kod kontrolnih jedinki, sa odstupanjima u minimalnim i maksimalnim
vrijednostima.

MCV se kretao od 31.65-56.80 fIX£42.20fl, MCH 12.59-24.00 pg
(X=17.10pg) i MCHC 233.33-562.96 ¢/l eritrocitaX&415.11 g/l), pri ¢emu su
vrijednosti MCV malo nize, MCH u skladu sa literaturnim, i MCHC nesto vise od
navedenih literaturnih vrijednosti (Sharp i1 Villano, 2013; Thrall al, 2012;
Kampfmannet al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al,
2010, 2007; Oyeyenwt al, 2009; Antaiet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet i
Corning, 2004; Charles River Laboratories, 1998; Hiellyer i Quesenberry, 1997 i
Research Animal Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalueg.html

Ogundare 1 Onifade (2009) navode znatno nize vrijednosti koncentracije
hemoglobina, hematokrita i broja eritrocita kod jedinki inficiraB#cherichia colip.o.,

Sto ukazuje na hemoliti¢ni efekat infekcije.

Ogundare i Onifade navode vrijednosti hematokrita prije (39.0 - 41.0%) i nakon
per oralnoizazvane infekcije (25 29%), sa znacajnim padom istih usljed anemije.
Breuille et al. (1999) biljeze pad vrijednosti hematokrita Sest dana od i.p. inokulacije
bakterijske suspenzife. coli CFU 8.3x16, sa 42.1 + 2.5 na 37.3 + 3.6%.
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Grafikon br. 187 Broj eritrocita po litri krvi

jedinki inficiranih E. cali

Grafikon br. 188 Koncentracija hemoglobina

u litri krvi jedinki inficiranih E. coli
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Grafikon br. 189 Hematokrit kontrolnih

jedinki inficiranih E. cali

Grafikon br. 190 MCV kontrolnih jedinki

inficiranih E. coli
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Grafikon br.191 MCH kontrolnih jedinki

inficiranih E. coli

Grafikon br. 192 MCHC kontrolnih jedinki

inficiranih E. coli

Kompaacijom dobijenih podatakatatisticki znacajna razlika izmedu grupa se

uocava za tri parametra — broj eritrocita, hematocrit i MCHC. Najnize vrijednosti broja

eritrocita su zabiljezene za jedinke grupe K-E 72 Q, 4.94x10% litri krvi, znagajno niZe u

odnosu na jedinke grupe K24 4 (p=0.029), K-E 24 @ (p=0.010) i K-E 72 & (p=

0.002). Sto se ti¢e hematokrita najveée vrijednosti su konstatovane za jednike grupe K-E
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72 &, znacajno vee od jedinki grupe K-E 24 & (p=0.030) i K-E 72 @ (p=0.007).
Najnize vrijednosti MCHC su imale jedinke grupe K-72 &, znadajno poviSene u

odnosu na vrijednosti grupe K24 & (p=0,004) i K-E 72 Q (p=0.006).

4.2.2.1Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 i 72h)
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Grafikon br. 193 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu jedinki Zrtvovanih

Grafikon br. 194 Komparacija vrijednosti konc.

hemoglobina izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

nakon 24 i 72 sata 24| 72 sata
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Grafikon br. 195 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24 72 sata

Grafikon br. 196 Komparacija vrijednosti
MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata

Poreienjem parametara crvene loze izmedu jedinki Ztvovanih 24 i 72 sata od

aplikacije bakterijske suspenzije, statisticki znaCajna razika se uocava samo za
vrijednosti koncentcije hemoglobina. Jedinke Zrtvovane kasnije su pokazale zatno nize
(p=0.031) vrijednosti ovog parametra, usljed infekcijom uzrokovane anemije (grafikon
194). Takode, vrijednosti broja ertirocita su nize kod jedinki Zrtvovanih 72 sata od
aplikacije bakteijske suspenzije, usljed duze izlozenosti hemolitickom efektu infekcije,

ali bez statistiCkog znacaja.
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Grafikon br. 197 Komparacija vrijednosti
MCH izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

72 sata

4.2.2.2. Eritrogram i pol

Grafikon br. 198 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

72 sata

Analizom eritrograma jedinki razli¢itog pola grupa K-E ne uocavaju se znacajne

razlike za pojedine parametre (grafikoni 199-204
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Grafikon br. 199 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 200 Komparacija vrijednosti

konc. hemoglobina izmedu muzjaka i Zenki
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Grafikon br. 201 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu muZjaka i enki

Grafikon br. 202 Komparacija vrijednosti

MCV izmedu muZjaka i Zenki
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Broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i hematokrit su imali nize vrijednosti

kod Zenki u odnosu na muzjake, ali bez statistickog znacaja.
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Grafikon br. 203 Komparacija vrijednosti

MCH izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 204 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu muZjaka i Zenki
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4.2.3. Tretman olovo-acetatom (Pb-0)

Dobijene vrijednosti eritrograma ukupnog uzorka su predstavljene u tabeli 23.
Vrijednostibroja eritrocita u litri krvi su se kretale od 3.42-7.93%1®a prosje¢nom
vrijedno$éu od 5.96x10'%1 krvi, §to je niZe od veéine navedenih referentnih vrijednosti
(Sharp i Villano, 2013; Thralet al, 2012; Lewickaet al, 2012; Kampfmanret al,

2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Oyeyenst al., 2009; Prichet i
Corning, 2004; Moore, 2000; Charles River Laboratories, 1999; Hiellyer i Quesenberry,
1997), kao i od vrijednostiabiljezenih kod jedinki kontrolne grupe (7.04 - 8.84x167,
prosjecno 7.71 x10*4).

Tabela br. 23 Parametri crvene loze jedinki pojenih olovo-acetatom (Pb-0)

E Hb | Hct | MCV | MCH | MCHC

(x10m) | (@M | ) | @) | (p9) | (GNE)

o [t 4.14 |103.70| 0.333] 80.52 | 25.05| 311.11
< | 2 2.41 | 85.19 | 0.286| 118.55| 35.35| 298.15
S s 3.24 | 100.00| 0.333| 102.88| 30.86 | 300.00
ol 4 7.00 | 96.30 | 0.310| 44.34 | 13.70 | 310.29
5 7.20 | 92.59 | 0.308| 42.74 | 12.86 | 300.93
ot 3.42 | 96.30]0.291| 85.09 | 28.16 | 330.92
<« 2 6.45 | 103.70| 0.318| 49.33 | 16.08 | 325.93
S s 7.93 |111.11] 0.227| 28.66 | 14.01 | 488.89
ol 4 7.66 | 85.19 | 0.308| 40.17 | 11.12 | 276.85
5 7.66 | 114.81] 0.286| 37.30 | 14.99 | 401.85

o Lt 6.85 | 77.78|0.211] 30.73 | 11.35| 369.44
~ ] 2 5.69 | 100.00| 0.375| 65.91 | 17.57 | 266.67
I 7.21 | 88.89 | 0.333] 46.23 | 12.33 | 266.67
ol 4 7.82 | 92.59 | 0.250| 31.97 | 11.84 | 370.37
5 6.20 | 107.41] 0.296| 47.79 | 17.32 | 362.50

1 549 | 92.59 | 0.263| 47.93 | 16.87 | 351.85
a2 6.44 | 88.89 | 0.313| 48.53 | 13.80 | 284.44
& 3 5.88 | 107.41| 0.296| 50.39 | 18.27 | 362.50
c’i 4 4.78 | 92.59 | 0.267| 55.79 | 19.37 | 347.22
5 5.72 | 103.70| 0.167| 29.14 | 18.13 | 622.22

AVG | 596 | 97.04 | 0.289 | 54.20 | 17.95 | 347.44

o | MIN | 342 | 77.78 | 0.167 | 2866 | 11.12 | 266.67
o | MAX | 793 |11481|0375| 11855 | 3535 | 622.22
STDEV | 162 | 958 |0.048| 24.65 | 679 | 8343
cov | 27.3 99 | 166 | 455 | 37.8 | 240

Vrijednosti koncentracije hemoglobina su se kretale u rasponu od 77.78 -
114.81, prosjecno 97.04 g/l krvi, Sto je znatno nize i od referentnih (Sharp i Villano,
2013, Lewickaet al. 2012, Kampfmanret al. 2012, Thrallet al, 2012, Antaiet al,
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2009, Moore, 2000, Brki¢ et al, 2011, Davidovi¢ et al, 2007, 2010, Gikins i Clifford,
2008, Charles River Laboratories, 1998 i Hiellyer i Quesenberry, 1997) i od vrijednosti
zabiljezenih kod jedinki kontrolne grupe (111.11 - 155.56, x =131.48g/l), dok
odgovaraju vrijednostiadobijenim za inficirane jedinke (77.78 - 114.815:96.119/l).

Hematokrit se kretao od 0.167-0.375, bh srednjom vrijednos¢u 0.289 I/l krvi,

§to je nize od referentnih vrijednosti (Sharp i Villano, 2013; Thrallet al, 2012;
Kampfmannet al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al,

2010, 2007; Antaet al, 2009; Oyeyemet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet i
Corning, 2004; Charles River Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i
Research Animal Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.html), kao i vrijednosti
dobijenih za jedinke kontrolne grupe.

MCYV je imao vrijednost 54.20 fl, u rasponu 28.66 - 118.5%iril,cemu su
prosjeéne vrijednosti grupe u skladu sa vecinom literaturnih navoda (Sharp i Villano,
2013, Kampfmanmt al. 2012, Thrallet al, 2012, Moore, 2000, Gikins i Clifford, 2008 i
Charles River Laboratories, 1998) dok su Hiellyer i Quesenberry (1997) i éngdi
(2009) naveli vise vrijednosti ovog parametra, a Lewicka i saradnici (2012) nize.

Srednja vrijednosMCH je iznosila 17.95 pg (od 11.12 - 35.35 pg), kako je
navedeno i kod Thrakt al. (2012), Kampfmanret al. (2012) i Hiellyer i Quesenberry
(1997), dok Sharp i Villano (2013) i Antat al. (2009) navode ¥e, a Lewickaet al.
(2012) niZe vrijednosti.

MCHC ukupnog uzorka ima $iri raspon (266.67 - 622.22 g/IE) od navedenih
referentnih vrijednosti, mada su srednje vrijedn@siblizne prosje¢nim literaturnim
podacima (Sharp i Villano, 2013, Kampfmaginal. 2012, Thrallet al, 2012, Lewicka i
saradnicj 2012; Antaiet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Charles River Laboratories,
1998; Hiellyer i Quesenberry, 1997).

Krv uzeta kardijalnom punkcijom nakon Sestonedeljnog tretmana pacova olovo-
acetatom u koncentraciji od 100 ppm imala je niZe vrijednosti broja eritrocita,
koncentracije hemoglobina, hematokrita i MCHC, dok su vrijednosti MCV i MCH bile
uveéane u odnosu na iste zabiljezene kod netretiranih jedinki (Nwokocha et al, 2011).

Alabbassi 1 saradnici (2008) su istakli, pored ostalih toksi¢nih efekata olova na
organizam pacova, smanjenjadjela uoblicenih krvnih elemenata i snizenu

koncentraciju hemoglobina.
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Pri osmonedeljnoj intoksikaciji Wistar pacova olovo-acetatom u dozi od 200
mg/kg dnevno, p.o., uo€eno je znacajno smanjenje broja eritocita, kao i koncentracije
hemoglobina u krvi uzetoj kardijalnom punkcijom (Mannem, 2014§nSlakljucke su
izveli i drugi autori. Tako su lbrahim i saradnici (2012) konstatovali smanjenje
koncentracije hemoglobina, kao i maniji broj eritrocita u krvi jedinki intoksikovanih
olovo-acetatom, Noori Mugahi i saradnici (2003) smanjenje sljede¢ih parametara: E,

Hb, Hct MCH i MCV, dok su Okediran i saradnici (2010) zabiljezili znacajniji pad
parametara crvene loze (E, Hb, MCV 1 MCHC) s pove¢anjem doze toksikanta.

Subletalne doze olovaectata, i.p., znaCajno uti¢u na parametre standardne
hematoloske analize, izazivaju¢i smanjenje broja eritrocita, kao i koncentracije
hemoglobina i nize vrijednosti hematokrita u krvi zenki Wistar pacova (Nikoli¢ et al,
2011).

I Suradkar i saradnici (2009) su uocili toksic¢an efekat olova u dozi ve¢ od 100 1
1000 ppm, pracen smanjenjem svih parametara crvene loze (E, Hb, Hct, MCV, MCH,
MCHC) $§to ukazuju na razvoj mikrocistiéne hipohromne anemije usljed toksi¢nosti
olovo-acetataPromjene su ocitije pri ve¢im dozama i duZzem izlaganju ovom teSkom
metalu. Olovo inhibira sitezu hepkracuje zivotni vijek eritrocita (Klassen, 2001), pri
¢emu usljed povecane destrukcije eritrocita dolazi do snizavanja navedenih

hematoloskih vrijednosti (Helmy et al, 2000).
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Grafikon br. 205 Broj eritrocita po litri krvi  Grafikon br. 206 Koncentracija hemoglobina
jedinki intoksikovanih ol ovo-acetatom u litri krvi jedinki intoksikovanih olovo-

acetatom
Statistickom analizom dobijenih hematoloskih parametara signifikantna
odstupanja se uocCavaju samo za vrijednosti MCV jedinki tretiranih olovo-acetatom

(grafikon 208), pri ¢emu su viSe vrijednosti ovog parametra konstatovane kod jedinki
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grupe Pb-@4 & u odnosu na jedinke grupe Pb-0-24 @ (p=0.049), Pb-0-72 &' (p=0.030)
i Pb-072 @ (p=0.039).

Hct MCV
1/1 fl 1
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Grafikon br. 207 Hematokrit kontrolnih Grafikon br. 208 MCV kontrolnih jedinki

jedinki intoksikovanih olovo-acetatom intoksikovanih olovo-acetatom

MCH MCHC
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25.10 400.15 1304.10 gmm 32713
20.10 300.15
15.10
10.10 200.15

5.10 100.15

0.10 T T T T 1 0,15 T T T T T

Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72 Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72
3 ? d ? 3 ? 3 ?

Grafikon br. 209 MCH kontrolnih jedinki Grafikon br. 210 MCHC kontrolnih jedinki

intoksikovanih olovo-acetatom intoksikovanih olovo-acetatom

4.2.3.1 Eritrogram vrijeme zZrtvovanja (24 1 72h)

E Hb
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Grafikon br. 211 Komparacija vrijednosti ~ Grafikon br. 212 Komparacija vrijednosti konc.
broja eritrocita izmedu jedinki Zrtvovanih hemoglobina izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
nakon 24 i 72 sata 24 72 sata
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Komparacijom pra¢enih hematoloskih parametara izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 24 i 72 sata od intraperitonealnog ubrizgavanja fizioloskog rastvora nezavisnim T

testom nisu uocena statisti¢ki znacajna odstupanja (p>0.050).

Htc MCV
I/l -300 fl
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45.44
0.260 60.00
40.00
0.210 50.00
0.160 - T 1 0.00 T T
Pb-0-24 $+Q Pb-0-72 3+ Pb-0-24 3+Q Pb-0-72 3+Q
Grafikon br. 213 Komparacija vrijednosti Grafikon br. 214 Komparacija vrijednosti
hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24i 72
241 72 sata sata
MCH MCHC
20.22 g/IE
Pg 360.39
15.69 402.80 334.49
20.00 302.80
202.80
10.00
l 102.80
0.00 - ; . 2.80 - . .
Pb-0-24 3+Q Pb-0-72 3+Q Pb-0-24 3+Q Pb-0-72 3+%

Grafikon br. 215 Komparacija vrijednosti MCH  Grafikon br. 216 Komparacija vrijednosti
izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24i 72 sata  MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata

4.2.3.2. Eritrogram i pol

Poredenjem dobijenih vrijednosti pripadnika muskog pola sa onim
konstatovanim kod jediki zenskog pola (grafikoni 217-223, statisti¢ki znacajna razlika

se ne uocava ni za jedan posmatrani parametar crvene loze (p>0.050).
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Grafikon br. 217 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 218 Komparacija vrijednosti

konc. hemoglobina izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 219 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu muzjaka i Zenki

Grafikon br. 220 Komparacija vrijednosti

MCV izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 221 Komparacija vrijednosti

MCH izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 222 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu muZjaka i Zenki
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4.2 .4 Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih olovo-acetatom (Ple)

Eritrogram jedinki, pojenih rastvorom olovo-acetata u koncentraciji od 1500
ppm (putem voded libitum) tokom ¢etrnaest dana, a potom inficiranih eSerihijom (0,2
ml rastvora bakterijske suspenzije CFU 3% Escherichia coli, podijeljenih u grupe
PbE-24 4, Pb-E-24 @, Pb-E-72 &' i Pb-E-72 ¢ je predstavljen u tabeli 24.

Tabela br. 24 Parametri crvene loze inficiranih jedinki pojenih olovo-acetatom (Pb-E)

E Hb Hct | MCV | MCH | MCHC

(x10™1) | (g | (M) | (f) | (pg) | (9N E)

o 1 4.61 70.37 | 0.357| 77.47| 15.26 | 197.04
- 2 5.04 74.07 | 0.227| 45.09 | 14.70 | 325.93
E 3 3.42 77.78 | 0.294| 86.00| 22.74 | 264.44
o 4 4.61 |111.11]0.321] 69.72| 24.10| 345.68
o 5 5.39 92.59 | 0.313] 57.98 | 17.18 | 296.30
. 1 4.46 92.59 | 0.208| 46.71 | 20.76 | 444.44
I, 2 524 |107.41] 0.316| 60.27| 20.50 | 340.12
" 3 4.19 |114.81| 0.273| 65.09 | 27.40| 420.99
o 4 5.12 55.56 | 0.250| 48.83 | 10.85 | 222.22
o 5 4.65 44.44 | 0.263| 56.59 | 9.56 | 168.89
. 1 4.73 70.37 | 0.313| 66.07 | 14.88 | 225.19
a 2 4.80 | 100.00| 0.267| 55.56 | 20.83 | 375.00
L] 3 3.18 |103.70| 0.316| 99.31 | 32.61 | 328.40
o 4 4.02 77.78 | 0.333| 82.92 | 19.35| 233.33
o 5 4.82 |114.81| 0.348] 72.16 | 23.82 | 330.09
o 1 4.05 92.59 |1 0.211| 51.98 | 22.86 | 439.81
~ 2 4.50 85.19 | 0.250| 55.56 | 18.93 | 340.74
LIITJ 3 3.29 |111.11] 0.273| 82.90| 33.77 | 407.41
g 4 486 |111.11] 0.333] 68.59 | 22.86 | 333.33
5 4.46 81.48 | 0.333| 74.74 | 18.27 | 244.44

AVG 4.47 89.44 | 0.290 | 66.18 | 20.56 | 314.19

n MIN 3.18 4444 | 021 | 4509 | 956 | 168.89
A | MAX 5.39 114.81 | 0.357 | 99.31 | 33.77 | 44444
- STDEV 0.62 20.33 | 0.045 | 1460 | 6.22 81.20
cov 13.9 227 | 156 | 221 | 303 25.8

Vrijednosti broja eritrocita u litri krvi su se kretale od 3.18-5.39%%0sa
prosjenom vrijednoséu od 4.47x10'%1 krvi, §to je nize od veéine literaturno
evidentiranih vijednosti ovog hematoloskog parametra (Sharp i Villano, 2013; Thrakt
al., 2012; Lewickeet al, 2012; Kampfmanrt al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovié¢
et al, 2010, 2007; Oyeyendt al, 2009; Prichet i Corning, 2004; Moore, 2000; Charles
River Laboratories, 1999; Hiellyer i Quesenberry, 1997), dok je u saglasnosti sa

podacima publikovanim od strane Antai i saradnika (2009). Takode, dobijene vrijednosti
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su nize od onih zabiljeZenih kod jedinki kontrolne grupe (7.04-8.84x1G%1, prosjetno
7.71 x1671).
Vrijednosti koncentracije hemoglobina jedinki pojednih olovo-acetatom i
inficiranih eSerihijom su se kretale u rasponu od 44.44 do 114.81, prosje¢no 98.96¢/1,
nize od uobicajenih vrijednosti netretiranih jedinki navedenih od strane razlicitih autora
(Sharp i Villano, 2013, Lewickat al.2012, Kampfmanet al. 2012, Thrallet al, 2012,
Antai et al, 2009, Moore, 2000, Brki¢ et al, 2011, Davidovi¢ et al, 2007, 2010, Gikins
i Clifford, 2008, Charles River Laboratories, 1998 i Hiellyer i Quesenberry, 1997), kao i
od vrijednosti zabiljezenih kod jedinki kontrolne grupe (111.11 - 155.56,x =131.48g/l).
Odnos uobli¢enih krvnih elemenata i krvne plazme jedinki inficiranih
eSerihijom i intoksikovanih olovo-acetatom je imao smanjene vrijednosti (u rasponu od
0.208 do 0.357, prosjec¢no 0.290 I/l krvi) u odnosu na jedinke kontrolne grupe (0.259-
0.381, prosje¢no 0.328), kao i vrijednosti navedene u literaturi (Sharp i Villano, 2013;
Thrall et al, 2012; Kampfmanret al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011,
Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Antaét al, 2009; Oyeyemet al, 2009; Gikins i Clifford,
2008; Prichet i Corning, 2004; Charles River Laboratories, 1998, Hiellyer i
Quesenberry, 1997 [ Research Animal Recources,

www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.himi

E Hb
x10%?/I
! 4.73 g/!
5.00 " 4.61 : 100.00
4.50 2423 95.00
90.00
4.00 85.00
3.50 80.00
3.00 ; ; ; . 75.00 - ; ; ; .
Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72 Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72
6} ? 5} ? 3 ? 3 ?
Grafikon br. 223 Broj eritrocita po litri krvi  Grafikon br. 224 Koncentracija hemoglobina
jedinki intoksikovanih olovo-acetatom i u litri krvi jedinki intoksikovanih olovo-
inficiranih eSerihijom acetatom i inficiranih eSerihijom

Hematoloski indeksi MCV, MCH i MCHC su takode pokazali odstupanje u
vrijednostima u odnosu na jedinke kontrolne grupe i navedene literaturne podatke. Tako
se MCV krec¢e u rasponu od 45.09-99.31, prosjecno 66.18 fl, ve¢em od vrijednosti
konstatovanih za kontrolne jedinke (32.21 - 49.6& & 42.56). Nize vrijednosti ovog

parametra su naveli i Sharp i Villano, 2013, Lewigkaal, 2012, Kampfmanret al.
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2012, Thrallet al, 2012, Moore, 2000, Charles River Laboratories, 1998 i Hiellyer i
Quesenberry (1997) a Antat al. (2009) i Gikins i Clifford, 2008 su dobili vrijednosti

sli¢éne onim kod tretiranih jedinki.

Visestrukom komparacijom dobijenih vrijednostiisu uocena statisticki znac¢ajna
odstupanja (p>0.050) izmedu jedinki razliCitih grupa tretiranih olovo-acetatom u
koncentraciji od 1500 ppm putem voa@el libitum i inficiranih eSerihijom (0,2 ml
rastvora bakterijske suspenzije CFU 340 Escherichia coli (grafikoni 223-228

Hct MCV

I/I 2590
0350 - 0.302 0.315 81.50 - 67.25 2 66.75
0.300 0.262 ' 61.50 :
0.250 41.50
0.200 21.50
0.150 - ; ; ; . 1.50 - ; ; ; .

Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72 Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72
3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
Grafikon br. 225 Hematokrit jedinki Grafikon br. 226 MCV jedinki intoksikovanih
intoksikovanih olovo-acetatom i inficiranih olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom
eSerihijom
MCH MCHC

pg 22 24 g/l E
25.10 S T 400.15 319.33 50840 e
20.10 300.15
15.10
10.10 200.15

5.10 100.15

0.10 - ; ; ; . 0.15 - ; ; ; .

Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72 Pb-E-24 Pb-E-24 Pb-E-72 Pb-E-72
3 ? ) ? 3 ? 3 ?
Grafikon br. 227 MCH jedinki Grafikon br. 228 MCHC jedinki
intoksikovanih olovo-acetatom i inficiranih intoksikovanih olovo-acetatom i inficiranih
eSerihijom eSerihijom

4.2.4 1Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h)

Poredenjem pracenih hematoloskih parametara izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
24 | 72 sata (grafikoni 229-234) od intraperitonealnog ubrizgavanja bakterijske

suspenzijenisu uocena statisticki zna¢ajna odstupanja (p>0.050).
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Grafikon br. 229 Komparacija vrijednosti
broja eritrocita izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 241 72 sata

Grafikon br. 230 Komparacija vrijednosti konc.
hemoglobina izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
241 72 sata

Htc
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Grafikon br. 231 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

Grafikon br. 232 Komparacija vrijednosti
MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

24 72 sata 72 sata
MCH MCHC
pg g/l E
30.00 22.82 350.00 325.77
20.00 300.00
10.00 250.00
0.00 - 200.00 - : ,
Pb-E-24 3+9 Pb-E-72 3+9 Pb-E-24 3+Q Pb-E-72 3+Q

Grafikon br. 233 Komparacija vrijednosti
MCH izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata

Grafikon br. 234 Komparacija vrijednosti
MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata
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4.2.4.2. Eritrogram i pol

E
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Grafikon br. 235 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 236 Komparacija vrijednosti

konc. hemoglobina izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 237 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu muzjaka i Zenki

Grafikon br. 238 Komparacija vrijednosti

MCV izmedu muZjaka i Zenki

MCH
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Grafikon br. 239 Komparacija vrijednosti

MCH izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 240 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu muZjaka i Zenki

Primjenom nezavisnog T testa na uzorke razliitog pola tretirane olovo-acetatom

1 inficirane eSerihijom koli (grafikoni 235-240Q ne uocavaju se statisticki signifikantne

razlike (p>0.050) pracenih parametara eritrograma.
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4.2.5. Tretman aloksanom (All-0)

Jedinke su tretrirane aloksanom u cilju postizanja stabilne hiperglikemije (>11

mmol glukoze po litri krvi), koja je odrzavana do okoncanja eksperimenta (grafikon
241).

mmol/l Koncentracija glukoze

30.0

25.0 ~—

20.0 /’ N\ All-0-24 &
—All-0-24

15.0 ¥
—Al-0-72 &

10.0 All-0-72 @

5.0

0-0 T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Grafikon br. 241 Koncentracija glukoze u krvi pacova tretiranih aloksanom

Jedinkama je 24, odnosno 72 ¢asa nakon i.p. administracije 0.2 ml fizioloSkog
rastvora uzeta krv kardijalnom punkcijom. Vrijednosti eritrograma su predstavljene u
tabeli 25.

Dobijene vrijednostbroja eritrocita u litri krvi pacova tretiranih aloksanom su
se kretale od 4.44 7.06, prosje¢no 5.98x10%% §to je u saglasnosti sa podacima
navedenim kod Sharp i Villano (2013), Prichet i Corning (2004), Charles River
Laboratories (1998) i Hiellyer i Quesenberry (1997). U odnosu na vrijednosti broja
eritrocita zabiljezene kod Thrall et al. (2012), Lewickaet al. (2012), Kampfmanret al.
(2012), Brki¢ et al. (2011), Davidovi¢ et al. (2010, 2007), Moore (2000) i Oyeyermsi
al. (2009), kao i kod jedinki kontrolne grupe, maniji broj eritrocita je izbrojan kod jedinki
tretiranih aloksanom, dok Antat al.(2009) navode jo§ niZze vrijednosti kao uobicajene
za zdrave jedinke (4.44 + 0.15X80krvi).

Koncentracija hemoglobina u krvi je bila snizena kod jedinki tretiranih
aloksanom, u odnosu na jedinke kontrolne grupe (111.11 - 1565631.48g/l)i
kretala se od 44.44 - 15148 prosjecno 102.96g/l, Sto je nize i od navedenih
literaturnin podataka (Sharp i Villano, 2013, Lewiakiaal. 2012, Kampfmanret al.
2012, Thrallet al, 2012, Antaiet al, 2009, Moore, 2000, Brki¢ et al, 2011, Davidovi¢
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et al, 2007, 2010, Gikins i Clifford, 2008, Charles River Laboratories, 1998 i Hiellyer i
Quesenberry, 1997).
Tabela br. 25 Parametri crvene loze jedinki tretiranih aloksanom (All-0)

E Hb | Hct |MCV |MCH | MCHC

(x10%0) | (o) | () (f) | (pg) | (Q/E)

B 6.25 | 62.96 | 0.200 | 32.00 | 10.07 | 314.81
A 6.47 | 118.52| 0.208 | 32.20 | 18.32 | 568.89
N F 6.23 | 111.11| 0.261 | 41.87 | 17.83 | 425.93
A 6.24 | 92.59 | 0.185 | 29.68 | 14.84 | 500.00
<[ s 6.01 | 77.78 | 0.167 | 27.73| 12.94 | 466.67
e 6.24 | 133.33| 0.291 | 46.63 | 21.37 | 458.19
- [ 2 577 | 114.81 0.250 | 43.33 | 19.90 | 459.26
N E 558 | 62.96 | 0.296 | 53.10 | 11.28 | 212.50
~ [ 2 540 | 151.85| 0.259 | 48.01 | 28.12 | 585.71
<[5 585 | 114.81] 0.182 | 31.08 | 19.63 | 631.48
B 477 | 118.52| 0.259 | 54.35 | 24.85 | 457.14
o [ 2 571 | 100.00| 0.313 | 54.73| 17.51 | 320.00
S s 6.54 | 125.93| 0.370 | 56.63 | 19.25 | 340.00
I 523 | 100.00| 0.348 | 66.51 | 19.12 | 287.50
<[ s 6.28 | 44.44 | 0.421 | 67.05| 7.08 | 105.56
! 6.23 | 103.70| 0.321 | 51.59 | 16.65 | 322.63
o 2 6.19 |107.41| 0.211 | 34.01| 17.35| 510.18
S s 7.06 | 133.33| 0.364 | 51.51| 18.89 | 366.67
<:'E 4 5.64 | 9259 | 0.320 | 56.74 | 16.42| 289.35
5 592 | 9259 | 0.214 | 36.20| 15.64 | 432.10

AVG | 598 |10296| 0272 | 45.75 | 17.35 | 402.73

o | min | 477 | 4444 | 0167 [ 27.73 | 7.08 | 10556
— | max | 706 |151.85| 0421 | 67.05 | 28.12 | 631.48
< Istoev | 051 | 2637 | 0072 | 1220 | 479 | 13099
cov | 855 | 2561 | 26.319 | 26.66 | 27.60 | 32.53

Hematokrit dijabeti¢nih jedinki se kretao od 0.167 - 0.421 I/l krvi, sa srednjom
vrijednosti od 0.272 I/l krvi, e od svih navedenih opsega datog parametra kod
razli¢itih autora (Sharp i Villano, 2013; Thralét al, 2012; Kampfmanret al, 2012;
Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Antagt al, 2009;
Oyeyemiet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet i Corning, 2004; Charles River
Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i Research Animal Recources,
www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.html), kao i vrijednosti dobijenih za jedinke kontrolne
grupe (0.259 - 0.38% =0.328).
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Hematoloski indeksi MCV 1 MCH su neznatno visi, a MCHC malo nizi od onih
zabiljezenih kod jedinki kontrolne grupe.

MCYV je pokazao vrijednosti od 27.73 - 67,.pbosjecno 45.75 fl, §to je u skladu
sa podacima publikovanim od strane Lewickt al. (2012) i nie od vrijednosti
navedenih kod ostalih istrazivaca (Sharp i Villano, 2013, Kampfmaret al. 2012, Thrall
et al, 2012, Moore, 2000, Antat al, 2009, Gikins i Clifford, 2008, Charles River
Laboratories, 1998 i Hiellyer i Quesenberry, 1997).

Vrijednosti hematolo§kog parametra MCH su imale raspon od 7.08 - 28.12, sa
prosjekom od 17.35 pgto se moze dovesti u saglasnost sa publikovanim vrijednostima
za zdrave jedinke (Sharp i Villano, 2013, Kampfmanral. 2012, Thrallet al, 2012,
Moore, 2000, Antakiet al., 2009, Gikins i Clifford, 2008, Charles River Laboratories,
1998 i Hiellyer i Quesenberry, 1997ntai i saradnici (2009) su zabiljeZili znatno vise
vrijednosti ovog parametra (31.8+1.28 pg).

Hematoloski indeks MCHC se kretao od minimalno 105.56 do maksimalno
631.48 g/l eritrocita, dok je srednja vrijednost iznosila 402.73 g/l eritrocita. Ovakva
prosjecna vrijednost je neznatno niza od one dobijene za jedinke kontrolne grupe, visa
od vrijednosti zabiljezenih kod Sharp i Villano (2013), Thrakt al. (2012), Lewickaet
al. (2012, Kampfmannet al. (2012), Brki¢ et al (2011), Gikins i Clifford (2008),
Charles River Laboratories (1998), Hiellyer i Quesenberry (19%@search Animal
Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.htmla od istih publikovanih od strane
Antai i saradnici (2009).

Helal i saradnici (2005) su uocili da cetiri nedelje nakon podkozne aplikacije
aloksana u dozi od 120 mg/kg tjelesne mase i postizanja stabilne hiperglikemije dolazi
do znacajnih promjena u vrijednostima pojedinih hematoloskih parametara. Sto se tice
eritrograma, zabiljezili su izuzetno znacajno (p<<0.010) smanjenje broja eritrocita po litri
krvi, koncentracije hemoglobina i hematokrita kod dijabeti¢nih jedinki. Kao rezultat
toksi¢nosti aloksana, pacovi su razvili anemiju, koja je vjerovatno nastala usljed
destrukcije eritrocita i smanjenja produkcije istih od strane kostane srzi. Mnoge studije
su pokaale da anemiju izaziva povecan nivo lipidne peroksidacije membrana eritrocita.

Azeez 1 saradnici (2010) su takode konstatovali mikrocisticnu hipohromnu
anemiju kod pacova sa dijabetesom indukovanim aloksanom u dozi od 100 mg/kg
tjelesne mase, i.p., uzrokovanu znacajnim padom Hct, E, Hb i MCV vrijednosti.

Smatraju da ovakva klini¢ka slika nastaje usljed dvojakog dejstva aloksana na ubrzano
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dijeljenje hemopoetskih celija i supresiju hemopoeze, kao rezultat nedostatka inzulina
nastalog destrukcijom [-Celija Langerhansovih ostrvaca pankreasa pod dejstvom
aloksana.

Tri nedelje po izazivanju aloksanskog dijabetesa (150 mg/kg tjelesne mase, i.p.)
u krvi Wistar pacova je uoceno, izmedu ostalog, znacajno smanjenje vrijedosti broja
eritrocita,odnosa uoblic¢enih krvnih elemenata i krvne plazme, kao i poremecaji sr¢anog
ritma, nastali usljed autonomnih disfunkcija sr€anog 1 centralnog parasimpatickog
sistema povezanih sa dijabetesom (Mansi, 2006).

Signifikantno smanjenje broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i vrijednosti
hematokrita kod pacova sa aloksanskim dijabetesom (160 mg/kg tj.mase, i.p.),
Muhammad i saradnici (2012) oBjgavaju nastalim oS$teCenjima eritrocita usljed
poveéane koncentracije ROS izazvane toksi¢nim dejstvom aloksana, kako navode i
drugi autori. Hiperglikemija rezultujepove¢anjem koncentracije glikoziliranog
hemoglobinasto dovodi do smanjenja ukupne koncentracije hemoglobina u krvi pacova
intoksikovanih aloksanomRedukcija u koli¢ini hemoglobina moze biti pracena
smanjenjem broja eritrocita i vrijednosti hematokrita, Sto ukazuje na anemiju.

Sve dobijene vrijednosti eritrograma pacova razlicitih grupa tretiranih aloksanom

su uporedene i graficki predstavljene (grafikoni 242-248).
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Grafikon br. 242 Broj eritrocita po litri krvi

jedinki tretiranih aloksanom

Grafikon br. 243 Koncentracija hemoglobina

u litri krvi jedinki tretiranih aloksanom

Vrijednosti pacenih parametara crvene loze: broj eritrocita po litri krvi,
koncentracijehemoglobina u litri krvi, kao i hematoloskih indeksa MCH i MCHC ne
pokazuju statisticki znacajne razlike (p>0.050) izmedu jedinki razli¢itih grupa (All-0-24
419, All-0-72 & i Q) tretiranih aloksanom.

S druge strane, odnos uobli¢enih krvnih elemenata i krvne plazme je imao

najveée vrijednosti kod jedinki All-0-72 & u odnosu na jedinke grupa All-0-24 Q
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(p=0.023) i All-024 & (p=0.001), zatim kod jedinki grupe All-0-72 @ u odnosu na

jedinke grupe All-024 & (p=0.030).
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Grafikon br. 245 Hematokrit jedinki

Grafikon br. 246 MCV jedinki tretiranih

tretiranih aloksanom aloksanom
MCH MCHC

pg 20.06 g/l E
20.10 17.56 16.99 500.00 384.19
15.10 400.00 302 04

300.00

10.10 200.00

5.10 100.00

0.10 . . 0.00

All0-24 AII0-24 AIl0-72 AII-0-72
3 ? 3 ?

AIL0-24 AIL0-24 AILO-72 Al-0-72
3 ? <) ?

Grafikon br. 247 MCH jedinki tretiranih

aloksanom

Grafikon br. 248 MCHC jedinki tretiranih

aloksanom

Najnize zabiljezene vrijednosti MCV su kod jedinki grupe All-0-24 J,
signifikantno niZe od jedinki grupa All-0-72 & (p=0.000), All-0-72 @ (p=0.016) i All-O-

24 Q (p=0.030).

4.2.5.1Fritrogram i vrijeme zZrtvovanja (24 1 72h)

Posmatraju¢i dobijene vrijednosti jedinki Zrtvovanih 24 casa od aplikacije

fizioloSkog rastvora i.p. u odnosu na jedinke Zrtvovane 48 Casova kasnije (grafikoni

249-254) statisticki znacajne razlike (p<0.050) se uocavaju za vrijednosti hematokrita,
MCV i MCHC, pri ¢emu je uoeno povecanje Hct (p=0.005) i MCV (p=0.005) i
smanjenje MCHC (p=0.038) kod jedinki Zrtvovanih kasnije.

Ostale pracene vrijednosti crvene loze jedinki tretiranih aloksanom nisu pokazale

statisti¢ki znacajna odstupanja u odnosu na vrijeme Zrtvovanja (p>0.050).
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Grafikon br. 249 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu jedinki Zrtvovanih

Grafikon br. 250 Komparacija vrijednosti konc.

hemoglobina izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

nakon 24 i 72 sata 24 72 sata
Htc MCV
1/l fl 52.93
0.400 0.314 60.00
0.230

Bt 40.00

0.200

6 20.00

0.000 - . . 0.00 . .

All-0-24 3+Q  All-0-72 3+Q

All-0-24 3+Q  All-0-72 3+9

Grafikon br. 251 Komparacija vrijednosti

Grafikon br. 252 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i 72

24 72 sata sata
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Grafikon br. 253 Komparacija vrijednosti
MCH izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata

Grafikon br. 254 Komparacija vrijednosti
MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata
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4.2.5.2. Eritrogram i pol

Uporedivanjem vrijednosti nezavisnim T testom za jedinke razliitog pola

tretirane aloksanom, statisticki znacajna razlika (p>0.050) nije uocena ni za jedan

praceni parametar (grafikoni 255-260).
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Grafikon br. 255 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 256 Komparacija vrijednosti

konc. hemoglobina izmedu muzjaka i Zenki
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Grafikon br. 257 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu muzjaka i Zenki

Grafikon br. 258 Komparacija vrijednosti

MCV izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 259 Komparacija vrijednosti

MCH izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 260 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu muZjaka i Zenki
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4.2.6.Infekcija eserihijom jedinki tretiranih aloksanom (All-E)

Cetrnaest dana po postizanju stabilne hiperglikemije, jedinke sa aloksanskim
dijebetesom (grafikon 261) su inficirane intraperitonealnom administracijom bakterijske
suspenzije Escherichia colii zrtvovane 24, odnosno 72 c¢asa kasnije. Dobijene

vrijednosti eritrograma su predstavljene u tabeli 26.

mmol/l Koncentracija glukoze

30.0

25.0 [

20.0 AN All-E-24 3
—All-E-24

15.0 ¥
—All-E-72 &

10.0 All-E-72 @

5.0

0-0 T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Grafikon br. 261 Koncentracija glukoze u krvi pacova tretiranih aloksanom i inficiranih
eSerihijom

Ukupanbroj eritrocita pacova sa izrazenom hiperglikemijom i bakterijskom
infekcijom, se kretao od 3.94 do 6.03%4D krvi, odnosno prosjene vrijednosti
4.95x10%1 krvi, i bio smanjen u odnosu na kontrolnu grupu jedinki (7.04-8.84410
prosje¢no 7.71 x10*4/1), kao i veéinu literaturnih podataka (Sharp i Villano, 2013; Thrall
et al, 2012; Lewickaet al, 2012; Kampfmanret al, 2012; Brki¢ et al, 2011;
Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Oyeyengt al, 2009; Prichet i Corning, 2004; Moore,
2000; Charles River Laboratories, 1999; Hiellyer i Quesenberry, 1997).

Koncentracija hemoglobina je takode imala sniZzene vrijednosti kod tretiranih
(51.85 - 122.22g/Ix =104.44¢g/l) u odnosu na kontrolne jedinke (111.11 - 155.56,
x =131.48g/l) i referentne vrijednosti za zdrave, netretirane jedinke (Sharp i Villano,
2013, Lewickaet al. 2012, Kampfmanret al. 2012, Thrallet al, 2012, Antaiet al,
2009, Moore, 2000, Brki¢ et al, 2011, Davidovi¢ et al, 2007, 2010, Gikins i Clifford,
2008, Charles River Laboratories, 1998 i Hiellyer i Quesenberry, 1997).

Hematokrit je kod tretiranih jedinkiakode bio snizen i kretao se u rasponu od
0.160 - 0.379 I/l krvi prosje¢no 0.286 I/l krvi, §to je dosta nize od vrijednosti
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uobicajenih za zdrave jedinke (Sharp i Villano, 2013; Thrakt al, 2012; Kampfmanet

al., 2012; Lewickeet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Antagt

al., 2009; Oyeyemiet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet i Corning, 2004;
Charles River Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i Research Animal
Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.html), kao i za jedinke kontrolne grupe
obuhvacene ovim eksperimentom (0.2594.381, prosje¢no 0.328).

Tabela br. 26 Parametri crvene loze inficiranih jedinki tretiranih aloksanom (All-E)

E Hb | Hct |MCV | MCH | MCHC

(x10%) | (oM | @m | @) | (pg) | (9N E)

1 411 |118.52] 0.259 | 63.08 | 25.23 | 400.00
K 523 | 114.81| 0.286 | 54.63 | 21.95| 401.85
EE 5.32 |118.52| 0.333 | 62.66 | 22.28 | 355.56
~ | 4 4.67 |107.41] 0.379 | 81.22 | 20.62| 253.87
<[ s 5.97 |111.11| 0.286 | 47.86 | 18.61| 388.89
L 6.03 | 103.70| 0.291 | 48.26 | 17.20 | 356.37
E 529 |111.11| 0.357 | 67.51 | 24.50 | 362.96
EE 5.60 | 114.81| 0.250 | 44.64 | 20.50 | 459.26
~ | 4 412 |107.41] 0.304 | 73.87 | 27.87 | 377.25
<[ s 3.94 |122.22| 0.313 ] 79.31| 31.02| 391.11
1 5.63 | 103.70| 0.250 | 44.40 | 18.42 | 414.81
S 5.10 | 85.19 | 0.278 | 54.47 | 16.70 | 306.67
NEE 5.30 | 92.59| 0.333 | 62.89 | 17.47 | 277.78
~ | 4 437 |111.11] 0.318] 72.81| 25.43| 349.21
<[5 410 |103.70| 0.227 | 55.43| 25.29 | 456.30
R 553 | 51.85| 0.160 | 28.93 | 9.38 | 324.07
o | 2 5.29 |103.70| 0.267 | 50.41 | 19.60| 388.89
NEE 530 | 88.89| 0.314 | 59.30| 16.77 | 282.83
~ | 2 412 |107.41] 0.286 | 69.35| 26.07 | 375.93
< s 3.94 |111.11| 0.238 | 60.43 | 28.20 | 466.67
AVG | 495 |104.44| 0.286 | 59.07 | 21.66 | 369.51

L LM 394 | 5185 | 0.160 | 28.93 | 9.38 | 253.87
~ | MAX | 603 |12222| 0379 | 81.22 | 31.02 | 466.67
< Istoev| 070 | 1565 | 0049 | 1305 | 513 | 5917
cov | 1422 | 1498 |17.251| 22.09 | 2370 | 16.01

Hematoloski indeksi MCV i MCH su imali vise vrijednosti od onih dobijenih za
jedinke kontrolne grupe, dok je u odnosu na M@HC imao nize vrijednosti. Sva tri
parametra su prilicno U saglasnosti sa literaturnim navodima (Sharp i Villano, 2013;
Thrall et al, 2012, Hiellyer i Quesenberry, 19%€r vecéih odstupanja.

Visestrukom komparacijom srednjih vrijednosti pojedinih grupa pacova

tretiranih aloksanom 1 inficiranih eSerihijom, statisticki znacajna odstupanja se uocavaju
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samo za vrijednosti koncentracije hemoglobina u krvi, dok drugi parametri ne pokazuju

signifikantne razlike (p>0.050). NajniZze vrijednosti koncentracije hemoglobina su

izmjerene kod zenki grupe All-E-72 u odnosu naenke (p=0.043) i muzjake (p=0.026)

grupe All-E-24.
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x10%2/| g/l

5.50 150.00 :
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F9V784
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Grafikon br. 262 Broj eritrocita po litri krvi
jedinki tretiranih aloksanom i inficiranih

Grafikon br. 263 Koncentracija hemoglobina

u litri krvi jedinki tretiranih aloksanom i

eSerihijom inficiranih eSerihijom
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Grafikon br. 264 Hematokrit jedinki

tretiranih aloksanom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 265 MCV jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom
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Grafikon br. 266 MCH jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 267 MCHC jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom
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Ajiboye i Ojo (2014)su u hematoloskom statusu hiperglikemi¢nih jedinki
(intoksikovanih aloksanom u dozi od 150 mg/kg tjelesne mase) uocili brojne
abnormalnosti, prvenstveno znacajno sniZenje broja eritrocita, koncentracije
hemoglobina, snizene vrijednosti hematokrita i hematoloskih indeksa MCV, MCH 1
MCHC. Autori navode razvoj anemije usljed destrukcije zrelih eritrocita, zbog reakcije
glukoze sa hemoglobinom i nastanka glikoziliranog hemoglobina.

Onwuli 1 saradnici (2014) su wuocili znaCajno smanjenje koncentracije
hemoglobina u krvi pacova sa dijabetesom indukovanim injekcijom aloksana (80mg/kg)
u odnosu na nedijabetogene jedinke.

Dallatu i saradnici (2010) su nakon mjesec dana u krvi pacova tretiranih
aloksanom u dozi 150mg/kg konstatovali izuzetno znacajno (p<0.010) smanjenje
koncentracije hemoglobina i vrijednosti hematokrita u odnosu na jedinke kontrolne
grupe. Za smanjen broj eritrocita, smanjene MCV i MCH vrijednosti i meeMCHC
vrijednosti nisu konstatovali statistiCki signifikantna odstupanja u odnosu na pracene
parametre jedinki kontrolne grupe.

Pri ¢etveronedeljnom aloksanski indukovanom dijabetesu (100mg/kg, i.p.) u krvi
Wistar pacova, Saba i saradnici (2010) sWiluoizuzetno znacajno smanjenje
koncentracije hemoglobina, broja eritrocita, vrijednosti hematokrita, kao i hematoloskih
indeksa MCV, MCH i MCHC.

Nakon eksperimentalnog perioda od 21 dan kod pacova tretiranih sa 40mg/kg
aloksana, i.p., Nudet al. (2012)su zapazili znacajno smanjenje broja eritrocita, kao i

koncentracije hemoglobina u odnosu na netretirane jedinke.
4.2.6.1Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h)

Primjenom nezavisnog T testa vrijednosti dobijene za jedinke zrtvovane 24 u
odnosu na me zrtvovane 72 Casa od aplikacije bakterijske suspenzije, statisti¢ki
znacajna razlika konstatovana je samo za koncentraciju hemoglobina u krvi tretiranih
jedinki. Pri tome, znatno niZe vrijednosti tog parametra (p=0.016) su uocene kod jedinki
duze izlozenih infekciji.

Za ostale parametre konstatovane razlike nisu u opsegu statisticke

signifikantnosti (p>0.050).
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Grafikon br. 268 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu jedinki Zrtvovanih

Grafikon br. 269 Komparacija vrijednosti konc.

hemoglobina izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
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Grafikon br. 270 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

Grafikon br. 271 Komparacija vrijednosti
MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
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Grafikon br. 272 Komparacija vrijednosti
MCH izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata

Grafikon br. 273 Komparacija vrijednosti
MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata
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4.2.6.2. Eritrogram i pol

Dobijene vrijednosti parametara crvene loze jedinki tretiranih aloksanom i

inficiranih eSerihijom ne pokazuju statisticki zanaCajne razlike u odnosu na pol

(p>0.050).
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Grafikon br. 274 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 275 Komparacija vrijednosti

konc. hemoglobina izmedu muzjaka i Zenki
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Grafikon br. 276 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu muzjaka i Zenki

Grafikon br. 277 Komparacija vrijednosti

MCV izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 278 Komparacija vrijednosti

MCH izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 279 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu muZjaka i Zenki
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4.2.7. Tretman aloksanom i olovo-acetatom (AbO)

Jedinke podvrgnute dvojnom tretmanu - intoksikaciji olovo-acetatom i
aloksanom su ¢etrnaest dana nakon dostizanja stabilne hiperglikemije (grafikoh 280
dodatno podvrgnute stresu. Ubrizgano im je 0.2 ml fizioloskog rastvora
intraperitonealno i 24, odnosno 72 casa kasnije su zrtvovane. Krv je prikupljena

kardijalnom punkcijom i parametri crvene loze su izloZeni u tabeli 27.

mmol/l Koncentracija glukoze
30.0
25.0 =
20.0 e All-Pb-0-24 &
e All-Pb-0-24 Q
15.0
e All-Pb-0-72 &
10.0 All-Pb-0-72 Q
5.0
0-0 T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Grafikon br.280 Koncentracija glukoze u krvi pacova tretiranih aloksanom

Broj eritrocita u krvi pacova prodvrgnutih sinergistickom dejstvu aloksana i
olovo-acetata se kretao od 4.10 - 5.77%1rvi, sa prosje¢nom vrijednodéu cijele
grupe od 4.83xT8/ krvi. Navedene vrijednosti su smanjene u odnosu na vrijednosti za
zdrave jedinke izloZene u literaturi (Sharp i Villano, 2013; Thrakt al, 2012; Lewicka
et al, 2012; Kampfmanret al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al, 2010, 2007;
Oyeyemi et al, 2009; Prichet i Corning, 2004; Moore, 2000; Charles River
Laboratories, 1999; Hiellyer i Quesenberry, 1997). Samo Antai i saradnici (2009)
navode nize vrijednosti broja eritrocita (4.44 + 0.15x10%1) kao uobicajene za
netretirane jedinke. Vrijednosti broja eritocita jedinki kontolne grupe (7.04 - 8.84x10
prosje¢no 7.71 x10*%1) su bile vise nego kod jedinki tretiranih aloksanom i olovo-
acetatom.

Dobijeni podaci z&oncentraciju hemoglobina su se kretali u rasponu od 66.67
do 103.70 g/l kvi, sa srednjom vrijednos¢u od 95.00 g/l krvi, §to je nize i od citiranih
podataka drugih autora (Sharp i Villano, 2013, Lewiekal. 2012, Kampfmanret al.
2012, Thrallet al, 2012, Antaiet al, 2009, Moore, 2000, Brki¢ et al, 2011, Davidovié¢
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et al, 2007, 2010, Gikins i Clifford, 2008, Charles River Laboratories, 1998 i Hiellyer i
Quesenberry, 1997) i od vrijednosti uoc¢enih kod jedinki kontrolne grupe (od 111.11 do
155.56 x =131.489/).

Tabela br. 27 Parametri crvene loze jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (All-Pb-0)

E Hb | Hct | MCV | MCH | MCHC

(X107 | () | () () | (pg) | (9/1E)

0 1 456 |103.70| 0.250 | 54.82 | 22.74 | 414.81
S 2 5.33 | 96.30 | 0.276 | 51.76 | 18.07 | 349.07
< 3 5.67 | 100.00| 0.286 | 50.39 | 17.64 | 350.00
o 4 4.87 | 92.59 | 0.257 | 52.80 | 19.01 | 360.08
= 5 5.77 |103.70| 0.286 | 49.52 | 17.97 | 362.96
o 1 5.13 | 100.00| 0.222 | 43.32| 19.49 | 450.00
3 2 5.29 | 92.59 | 0.263 | 49.75| 17.50 | 351.85
P 3 4.80 | 96.30 | 0.238 | 49.60 | 20.06 | 404.44
o 4 452 |100.00| 0.280 | 61.95| 22.94 | 370.37
= 5 4.34 | 103.70| 0.263 | 60.64 | 24.75| 408.15
0 1 493 | 92,59 | 0.240 | 48.68| 18.78 | 385.80
N 2 482 | 85.19| 0.263 | 54.60| 17.67 | 323.70
< 3 487 | 92.59| 0.250 | 51.33| 19.01 | 370.37
o 4 4.37 |100.00| 0.240 | 54.92 | 22.88 | 416.67
=< 5 410 | 103.70| 0.227 | 55.43 | 25.29 | 456.30
or |1 443 | 66.67 | 0.167 | 37.62 | 15.05| 400.00
N 2 479 | 9259 | 0.214 | 44.74 | 19.33 | 432.10
s 3 5.10 | 88.89 | 0.250 | 49.02 | 17.43 | 355.56
& 4 452 | 96.30 | 0.240 | 53.10 | 21.30 | 401.23
< 5 434 | 9259 | 0.227 | 52.37 | 21.33| 407.41
AVG 483 | 9500 | 0.247 | 51.32 | 19.91 | 388.54

g MIN 410 | 66.67 | 0.167 | 37.62 | 15.05 | 323.70
o | mAX 577 |103.70 | 0.286 | 61.95 | 25.29 | 456.30
< | sTbEV | 045 852 | 0028 | 551 | 270 | 36.16
cov 9.36 897 |11.381| 10.73 | 1357 | 931

Odnos uobli¢enih elemenata i krvne plazme je takode imao niZe vrijednosti od
uobiCajenih za netretirane jedinke (Sharp i Villano, 2013; Thralet al, 2012;
Kampfmannet al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al,

2010, 2007; Antaet al, 2009; Oyeyemet al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet i
Corning, 2004; Charles River Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i
Research Animal Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.html), kao i od jedinki
kontrolne grupe (0.2590.381, prosje¢no 0.328) i kretao se od 0.167 - 0.286, prosjecno

0.247 I/l krvi.
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Hematoloski indeks MCV je imao vrijednosti od 37.62 61.95 fl, prosjecno
51.3211, sto je nize od vrijednosti navedenih kod Antai et al. (2009) ivise od podataka
publikovanih od strane Lewickat al. (2012) za zdrave, netretirane jedinke i onih
konstatovanih kod kontrolnih jedinki (32.2149.60 fl, sa prosje¢nom vrijednosti
ukupnog uzorka 42.56 fljlok je u saglasnosti sa ostalim navedenim podacima razli¢itih
autora (Sharp i Villano, 2013; Thradt al, 2012; Kampfmanret al, 2012; Charles
River Laboratories, 1998; Hiellyer i Quesenberry, 1997 i Research Animal Recources,
www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.hjmi

Minimalne vrijednostiMCH su iznosile 15.05 pg, a maksimalne 25.29 pg, dok
je prosjek uzorka iznosio 19.91 pg. Ove vrijednosti ne odstupaju mnogo od referentnih
vrijednost, priblizne su onim navedenim kod Sharp i Villano (2013), Thrall et al.
(2012), Charles River Laboratories (1998iellyer i Quesenberry (1997), nize od
publikovanih kod Antaket al. (2009) i vise od onih istaknutih od strane Lewicka et al.
(2012), Kampfmanret al. (2012), kao i vrijednosti dobijenih za jedinke kontrolne grupe
(prosje¢no 17.07 pg, od 13.65 - 20.49 pg).

Hematoloski indeks MCHC je imao prosje¢nu vrijednost 388.54¢g/1 eritrocita,
dobijenu na osnovu opsega od 323.70-456.30 g hemoglobinauneilitocita, $to je u
saglasnosti sa Sharp i Villano (2013), kao i Aetaal. (2009) i iznad ostalih referentnih
vrijednosti (Thrallet al, 2012; Kampfmanmt al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et
al., 2011; Charles River Laboratories, 1998; Hiellyer i Quesenberry, 1997 i Research
Animal Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.htimt)ze od vrijednosti uocenih
kod kontrolnih jedinki (331.38548.89 g/1, prosjecno 405.75 g/1 eritrocita).

Pri osmonedeljnoj intoksikaciji pacova olovo-acetatom koncentracije 100 mg/kg
tielesne mase, p.o., Abd El-Ghaetal. (2009) su uodili zna¢ajno smanjenje ukupnog
broja eritrocita, koncentracije hemoglobina u krvi i odnosa uobli¢enih elemenata 1 krvne
plazme.

Mhammadet al. (2015) su primjetili kod pacova sa aloksanski indukovanim
dijabetesom (150 mg/kg tjelesne mase, s.c.) signifikantne promjene hematoloskih
vrijednosti u odnosu na jedinke kontrolne grupe. Konstatovali su sniZzen broj eritrocita,
smanjenu koncentraciju hemoglobina u krvi, kao i snizenu vrijednost hematokrita, dok
su hematoloski indeksi, MCV, MCH i MCHC imali neSto vece vrijednosti u odnosu na

netretirane jedinke.
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Smanjen ukupan broj eritrocita, sniZenu koncentraciju hemoglobina, pad
vrijednosti hematokrita i hematoloskih indeksa MCV, MCH i MCHC u krvi Wistar
pacova sa aloksanom (80 mg/kg, i.v.) izazvanom hiperglikemijom konstatovali su i
Chigozie i Chidinma (2012).

Slicne promjene u broju eritrocita i koncentraciji hemoglobina (smanjene
vrijednosti) su pretrpili i miSevi sa aloksanskim dijabetesom (120 mg/kg, i.p.), kako su
zabiljezili Sengupta et al. (2012), dok su smanjenje broja eritrocita i koncentracije
hemoglobina u krvi pacova sa indukovanim dijabetesom (aloksan u dozi 40)mg/kg
publikovali i Mudeet al. (2012).

Akah i saradnici (2009) stakode uocili promjene u hematoloskim vrijednostima
dijabeti¢nih pacova (administracija aloksana u dozi od 70 mg/kg, i.v.). Medutim, oni su
konstatovali povecéanje vrijednosti hematokrita kao i koncentracije hemoglobina u krvi i
vrijednosti MCHC pacova, dvadeset i osam dana od potvrde stabilne hiperglikemije.

Pri intoksikaciji pacova olovaeetatom tokom 30 dana u razli¢itim dozama (1/4,

1/8 i 1/16 olovo-acetat L§, odnosno 61.94, 30.97 i 15.49 mg/kg tjelesne mase dnevno,
p.o.) dolazi do znaCajnog smanjenja ukupnog broja eritrocita u krvi, snizavanja
koncentracije hemoglobina i vrijednosti hematokrita u odnosu na zdrave, netretirane
jedinke (El-Nahal, 2010).

Abdou 1 Hassan (2014) su uocili da administracija olovo-acetata Zenkama
rezultuje signifikantnim padom vrijednosti koncentracije hemoglobina, hematokrita, kao
1 broja eritrocita. Olovo moZe izazvati osSte¢enja membrane eritrocita, Sto dovodi do
hemolize i smanjenje nivo&ljeza u krvi, $to dalje dovodi do smanjene koncentracije
hemoglobina u krvi intokRovanih pacova. Ove hematoloske promjene mogu nastati i
zbog uticaja olova na aktivhost dehidrogenaze delta-aminolevulinske kiseline, koja
djeluje ka klju¢ni enzim u sintezi hema, §to dovodi do smanjene produkcije Hb i kraceg
Zivotnog vijeka eritrocita.

Pri intoksikaciji pacova olovo-acetatom u dozama 60 i 30 mg/kg tjelesne mase
tokom dvanaest nedelja, Karamath al. (2011) su konstatovali takode znacajno
smanjenje broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i vrijednosti hematokrita, usljed
skracenog Zivotnog vijeka eritrocita i povecane fragilnosti njihove membrane, kao i
inhibitornog efekta olova na enzime odgovorne za sintezu hema.

Akinloye i saradnici (2010) su vrsili istrazivanja koncentracije teSkih metala (Pb,

Cd i As), kao iSe poznatog antioksidanta, u krvi ljudi u zapadnoj Nigeriji, radi
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utvrdivanja postojanja veze izmedu eventualnog razvoja dijabetesa i zagadenja zivotne

sredine teSkim metalima. Utvrdili su da je u krvi dijabeticara,

nedijabeticare,

signifikantno veca koncentracija olova 1

u odnosu na

kadmijuma, pracena

nedostatkom selena, Sto upucuje na zakljucak da ovi toksi¢ni metali predstavljaju jedan

od faktora patogeneze dijabetesa kod ljudi.

Uporedivanjem dobijenih vrijednosti

jedinki tretiranih olovo-acetatom

aloksanom stafiicki znaCajna razlika (p<0.050) se uoCava za broj eritrocita,

koncentraciju hemoglobina i vrijednosti hematokrita, dok su srednje vrijednosti ostalih

parameira bile ujednacene izmedu razli¢itih grupa (grafikoni 281-286.
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Grafikon br. 281 Broj eritrocita po litri krvi
jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 282 Koncentracija hemoglobina
u litri krvi jedinki tretiranih aloksanom i
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Grafikon br. 283 Hematokrit jedinki

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 284 MCV jedinki tretiranih

aloksanom i olovo-acetatom

Ukupan broj eritrocita u krvi jedinki grupa Aib-0-72 &' i All-Pb-0-72 @ je bio

snizen u odnosu na jedinke izlozene dejstvu aloksana i olovaetata 48 Casova krace,

pri ¢emu se signifikantnost uoc¢ava u odnosu na muzjake grupe All-Pb-0-24 (All-Pb-0O-

24 3 : All-PB-0-72 &, p=0.027 i All-Pb-0-72 Q : All-Pb-0-24 3, p=0.031).
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Najniza vrijednost koncentracije hemoglobina je konstatovana kod zenki grupe
All-Pb-0-72, znaajno veéa u odnosu na muzjake (p=0.026) i zenke (p=0.036) grupe
All-Pb-0-24. Isti trend je uoCen i za vrijednosti hematokrita, znacajno snizene kod
jedinki grupe AllPb-0-72 9 u odnosu na jedinke grupe All-Pb-0-24 &' (p=0.002) i All-
Pb-0-24 ¢ (p=0.032).
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Grafikon br. 285 MCH jedinki tretiranih
aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 286 MCHC jedinki tretiranih

aloksanom i olovo-acetatom

4.2.7.1Eritrogram i vrijeme zZrtvovanja (24 i 72h)

Uporedivanjem dobijenih vrijednosti pracenih hematoloskih parametara crvene
loze pacova tretiranih aloksanom i olovo-acetatanydnosu na vrijeme Zrtvovanja
nakon24 i 72 sata po i.p. aplikaciji 0,2 ml sterilnog fizioloskog rastvora, statisticka

signifikantost se uocava za broj crvenih celija, koncentraciju hemoglobina 1 udio

uobli¢enih krvnih elemenata u plazmi (grafikoni 287-289).
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Grafikon br. 287 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu jedinki Zrtvovanih

nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 288 Komparacija vrijednosti konc.
hemoglobina izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
241 72 sata

Navedeni paramatsu bili znacajno smanjeni kod jedinki Zrtvovanih 48 ¢asova

kasnije (za E p=0.044, za Hb p=0.037 i za Hct p=0.011). <
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Nezavisni T test nije ukazao na statisticki bitna odstupanja (p>0.050) vrijednosti

ostalih paratetara dobijenih kardijalnom punkcijom igkd Zrtvovanih u razlicito

vrijeme od injekcije fizioloskog rastvora (grafikoni 290-292).
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Grafikon br. 289 Komparacija vrijednosti

Grafikon br. 290 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i 72
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Grafikon br. 291 Komparacija vrijednosti
MCH izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

72 sata

4.2.7.2. Eritrogram i pol

Grafikon br. 292 Komparacija vrijednosti
MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

72 sata

Primjenom istog testana podatke dobijene za jedinke razliCitog pola

intoksikovane olovacetatom i aloksanom ne uocavaju se statisti¢ki znacajne razlike

(p>0.050) pracenih hematoloskih parametara: broj eritrocita u litri krvi, koncentracija

hemoglobina u litri krvi odnos uobli¢enih elemenata i krvne plazme u 1/1, srednjoj

vrijednosti zapremine eritrocita, srednjoj vrijednostli&me hemoglobina u eritrocitu i

srednjoj vrijednosti hemoglobina u litri eritrocita (grafikoni 293-298).
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Grafikon br. 294 Komparacija vrijednosti
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4.2.8.Infekcija eserihijom jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (AlIPb-E)

Cetrnaest dana po postizanju stabilne hiperglikemije (grafikon 299), uz
svakodnevnu intoksikaciju olovo-acetatom u koncentraciji od 1500 ppm putenastode
libitum, jedinke sa aloksanskim dijebetesom su inficirane intraperitonealnom
administracijom bakterijske suspenzgecherichia coli zrtvovane 24, odnosno 72 ¢asa

kasnije. Dobijene vrijednosti eritrograma su predstavljene u tabeli 28.

mmol/l Koncentracija glukoze
30.0
20.0 e Al|-Pb-E-24 &
e All-Pb-E-24 Q
15.0
e All-Pb-E-72 &
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Grafikon br. 299 Koncentracija glukoze u krvi pacova tretiranih aloksanom i olovo-acetatom i
inficiranih eSerihijom

Vrijednostibroja eritrocita pacova intoksikovanih aloksanom i olovo-acetatom
i inficiranih eSerihijom su se kretale od 3.69 - 5.18prosjetno 4.61x1G% krvi, §to je nize
od vrijednosti dobijenih za jedinke kontrolne grupeeéine uobi¢ajenih vrijednosti za
Wistar pacove (Sharp i Villano, 2013; Thradt al, 2012; Lewickaet al, 2012;
Kampfmannet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Oyeyengt
al., 2009; Prichet i Corning, 2004; Moore, 2000; Charles River Laboratories, 1999;
Hiellyer i Quesenberry, 1997) i viSe od vrijednosti navedenih kod Antai i saradnika
(2009).

NajniZa izmjerena vrijednost koncentracije hemoglobina kod jedinki ove grupe
je iznosila 59.26a najvisa 111.11 g/l. Srednja vrijednost ovog parametra je 87.04 g/l
krvi, nize nego kod netretiranih jedinki kontrolnih grupa razli¢itih eksperimenata (Sharp
I Villano, 2013, Lewickaet al. 2012, Kampfmanmet al. 2012, Thrallet al, 2012, Antai
et al, 2009, Moore, 2000, Brki¢ et al, 2011, Davidovi¢ et al, 2007, 2010, Gikins i
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Clifford, 2008, Charles River Laboratories, 1998 i Hiellyer i Quesenberry, 1997), kao
od vrijednosti uo¢enih kod jedinki kontrolne grupe ovog eksperimenta.

Tabela br.28 Parametri crvene loze inficiranih jedinki tretiranih aloksanom i ol ovo-acetatom

(All-Pb-E)
E Hb | Hct |MCV | MCH | MCHC
(x10%) | (@M | @m | \) | (pg) | (QNE)
— 1 1 4.48 |103.70| 0.222| 49.60 | 23.15 | 466.67
S 2 4.80 |100.00| 0.200| 41.67| 20.83 | 500.00
Wl s 518 | 77.78 ] 0.222] 42.90| 15.02 | 350.00
o 4 478 |111.11] 0.273| 57.06 | 23.24 | 407.41
<| s 5.14 | 77.78 | 0.300| 58.37 | 15.13 | 259.26
o1 5.07 | 92.59| 0.286 56.35| 18.26 | 324.07
S 2 5.01 | 92.59 | 0.310| 61.95| 18.48 | 298.35
Wl s 478 | 96.30| 0.267| 55.79 | 20.15 | 361.11
o 4 467 | 77.78] 0.211| 45.08| 16.65| 369.44
| s 452 | 81.48] 0.222| 49.16 | 18.03 | 366.67
| 1 473 | 74.07| 0.238| 50.34 | 15.66 | 311.11
SEIP 472 | 96.30| 0.160| 33.90| 20.40 | 601.85
K 429 | 88.89| 0.273| 63.57| 20.72| 325.93
o 4 4.43 |100.00| 0.306 | 68.97 | 22.57 | 327.27
<| s 4.65 |100.00| 0.238| 51.20] 21.51| 420.00
o 457 | 81.48| 0.174| 38.06 | 17.83 | 468.52
2 457 | 77.78 | 0.200| 43.76 | 17.02 | 388.89
K 3.80 | 74.07 | 0.267| 70.18 | 19.49 | 277.78
T 4 432 | 59.26 | 0.231| 53.42 | 13.72 | 256.79
<| s 3.60 | 77.78 | 0.238| 64.52 | 21.08 | 326.67
AVG | 461 | 87.04 | 0242 | 5279 | 18.95 | 370.39
w | MIN | 369 | 5926 | 0160 | 33.90 | 13.72 | 256.79
T | max | 518 |[111.11] 0310 | 70.18 | 2324 | 601.85
< |sDEV| 039 | 1297 | 0043 | 1011 | 282 | 87.18
cov | 841 | 1490 | 17589 19.15 | 1487 | 2354

Hematokrit je imao vrijednosti u rasponu od 0.160.310 I/1, prosje¢no 0.242
1/1, nize od konstatovanih kod netretiranih jedinki grupa K-0 i K-E, kao i referentnih
literaturnih podataka (Sharp i Villano, 2013; Thratl al., 2012; Kampfmanret al,
2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011; Davidovi¢ et al, 2010, 2007; Antaet al,
2009; Oyeyemkt al, 2009; Gikins i Clifford, 2008; Prichet i Corning, 2004; Charles
River Laboratories, 1998, Hiellyer i Quesenberry, 1997 i Research Animal Recources,

www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.himl
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Hematoloski indeks MCV se kretao od 33.9074.18 fl, sa srednjom vrijedno$éu
od 52.79 fl. Vecina autora navodi sli¢ne vrijednosti ovog parametra (Sharp i Villano,
2013; Kampfmanret al, 2012; Thrallet al, 2012; Gikins i Clifford, 2008; Charles
River Laboratories, 1998;), mada su navede 1 nize vrijednosti kod Hiellyer i
Quesenberry (1997) i Antat al. (2009) i vise kod Lewicka et al. (2012). Jedinke
kontrolne gupe obuhvacene ovim ekSperimenom su pokazale nize vrijednosti MCV.

MCH, 13.7223.24, prosjetno 18.95 pg se nalazi u saglasnosti sa mnogim
literaturnim podacima navedenim kod Sharp i Villano (2013), Tretlhl. (2012),
Charles River Laboratories (1998), Hiellyer i Quesenberry (1997). Dobijene vrijednosti
nize su od publikovanih kod Antai et al. (2009) i viSe od onih istaknutih od strane
Lewickaet al. (2012), Kampfmanrt d. (2012), kao i vrijednosti dobijenih za jedinke
kontrolne grupe.

Minimalnu vrijednostM CHC je imala Zenka grupe All-Pb-E-72, 256.79 g/l E, a
naviSu muzjak iste grupe, 601.85 g/l E. Prosj€na vrijednost MCHC ukupnog uzorka je
iznosila 370.39 g/l eritrocifasto je vise od vrijednosti navedenih kod vecine autora
(Thrall et al, 2012; Kampfmanmt al, 2012; Lewickaet al, 2012; Brki¢ et al, 2011;
Charles River Laboratories, 1998; Hiellyer i Quesenberry, 1997 i Research Animal
Recources, www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.jitml priblizno vrijednostima
publikovanim od stran&harp i Villano (2013) i Gikins i Clifford (2008) i nize od
izloZenih kod Antai et al. (2009) i jedinki oba pola kontrolne grupe K-0.

Ekanem i saradnici (2015) su uocili da pri nizim dozama intoksikacije olovo-
acetatom (25 mg/kg tjelesne mase dnevno, tokom 28 dana) dolaznadgnog
smanjenja vrijednosti hematokrita i znaCajnog povecanja istog parametra pri veéem
dnevnom unosu oloveeetata (50 mg/kg tjelesne mase). Zabiljezili su i minimalno
smanjenje koncentracije hemoglobina obe grupe intoksikovanih jedinki.

Ghosh i saradnici (2014) swdili da pri intraperitonealnoj administraciji olovo-
acetata u dozi od 15 mg/kg tjelesne mase tokom sedam dana dolazi do znacajnih
promjena u hematoloSkom statusu Wistar pacova. Znacajno su smanjene vrijednosti
ukupnog broja eritrocitakoncentracije hemoglobina i hematoloskog indeksa MCH.
Olovo moze izazvati anemiju s jedne strane oSteCujuci eritrocite 1 na taj nacin
smanjujuc¢i njihovu sposobnost prenosa kiseonika organima i tkivima kojima je

potreban. Takode, najveca koli¢ina olova dospjelog u organizam se deponuje u kostanoj
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srzi, gdje moze interferirati sa prizvodnjom krvnih ¢elija, remeteéi put sinteze hema i na
taj nacin izazvati anemiju.

Aba i Asuzu (2015) su pri intraperitonealnoj administraciji aloksana pacovima u
dozi 160 mg/kg tjelesne mase uocCili kod dijabeti¢nih jedinki zna¢ajno sSmanjenje
ukupnog broja eritrocita, vrijednosti hematokrita i koncentracije hemoglobina, kao i
hematoloskih indeksa MCV i MCH, nakon 28, 56 i 84 dana trajanja eksperimenta.
Anemija je uobiCajena patofizioloska pojava vezana za dijabetes. Smatra se da
dijabeticna anemija nastaje usljed povecanja neenzimatske glikozilacije proteina
membrane eritrocita usljed hiperglikemije. Proteini i hiperglikemijadjaibetes mellitus
uzrokuju povecanu proizvodnju lipidne peroksidaze koja dovodi do hemolize eritrocita.
hiperglikemije pacovima intraperitonealnom aplikacijom aloksana u dozi 150 mg/kg
t.m. i 21-dnevnog perioda posmatranja. Jedinke sa aloksanskim dijabetesom su imale
snizene vrijednosti broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i hematokrita, dok su
hematoloski indeksi MCV, MCH 1 MCHC bili znacajno povecani u odnosu na jedinke

kontrolne grupe.
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Grafikon br. 300 Broj eritrocita po litri krvi  Grafikon br. 301 Koncentracija hemoglobina
inficiranih jedinki tretiranih aloksanom i u litri krvi inficiranih jedinki tretiranih
olovo-acetatom aloksanom i olovo-acetatom
Poredenjem dobijenih vrijednosti eritrograma pacova tretiranih aloksanom i
olovo-acetatom, a potom inficiranih eSerihijom, statisticki znac¢ajno odstupanje uoceno
je za vrijednosti broja eritrocita i koncentraciju hemoglobina, dok se ostale srednje
vrijednosti posmatranih grupa nalaze u granicama statisticke sli¢nosti (p>0.050).
Signifikantno nizi broj eritrocita je izbrojan kod zenki grupe All-Pb-E-72 u
odnosu na muzjake (p=0.002) i zenke (p=0.004) grupe All-Pb-E-24. Vrijednosti
koncentracije hemoglobina sakode dostigle svoj minimum kod jedinki iste grupe (All-
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PbE-72 9), znacajno nizi od muZjaka grupa All-Pb-E-24 (p=0.012) i AlIPb-E-72

(p=0.023).
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Grafikon br. 302 Hematokrit inficiranih

jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 303 MCV inficiranih jedinki

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

MCH

pg 10.87 20.17
g7

20.00 18.31

18.00

16.00

14.00 -
RN
) ™ %
‘OQ:» ‘OS?I ‘0/\ O
Ny 3§

396.67 MCHC 397.23

Grafikon br. 304 MCH inficiranih jedinki
tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 305 MCHC inficiranih jedinki

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

4.2.8.1Eritrogram i vrijeme zrtvovanja (24 1 72h)
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Grafikon br. 306 Komparacija vrijednosti
broja eritrocita izmedu jedinki Zrtvovanih
nakon 241 72 sata

Grafikon br. 307 Komparacija vrijednosti konc.

hemoglobina izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

241 72 sata
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Primjenom nezavisnog T testa na vrijednosti crvene loze inficiranih jedinki
tretiranih olovoacetatom i1 aloksanom u odnosu na vrijeme Zrtvovanja, statisticki
znacajna razlika se uo¢ava samo za ukupan broj eritocita u krvi posmatranih pacova, pri

¢emu su signifikantno nize vrijednosti uocene kod jedinki Zrtvovanih kasnije, 72 sata po

iniciranju infekcije,u odnosu na one Zrtvovane 48 sati ranije (p=0.004).
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Grafikon br. 308 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

Grafikon br. 309 Komparacija vrijednosti
MCV izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

241 72 sata 72 sata
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Grafikon br. 310 Komparacija vrijednosti
MCH izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata

4.2.8.2. Eritrogram i pol

Grafikon br. 311 Komparacija vrijednosti
MCHC izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata

Razlike izmedu dobijenih vrijednosti pracenih parametara crvene loze u odnosu
na pol se uocavaju samo kod koncentracije hemoglobina. Znacajno nizu koncentraciju

hemoglobina su zabiljezile Zenke u odnosu na muzjake podvrgnute istom tretmanu
(p=0.037).
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Grafikon br. 312 Komparacija vrijednosti

broja eritrocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 313 Komparacija vrijednosti

konc. hemoglobina izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 314 Komparacija vrijednosti

hematokrita izmedu muzjaka i Zenki

Grafikon br. 315 Komparacija vrijednosti

MCV izmedu muZjaka i Zenki

MCH
og 19.82
20.00 - 18.07
18.00 -
16.00 -
14.00 : .
All-Pb-E & All-Pb-E ©

MCHC
" 396.95
400.00 - 343.83
350.00 -
300.00 -
250.00 : :

All-Pb-EZ  All-Pb-E Q

Grafikon br. 316 Komparacija vrijednosti

MCH izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 317 Komparacija vrijednosti

MCHC izmedu muZjaka i Zenki
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4.2.9. Komparacija vrijednosti eritrograma tretiranih i kontrolnih jedinki

jedinki u odnosu na jedinke kontrolne grupe (negativha K-0 i pozitivha K-E kontrola),

Rezultati komparacije dobijenih podataka parametara crvene loze tretiranih

kao 1 poredenje dejstva viSestrukog tretmana na vrijednosti eritrocitnog profila u odnosu

na dvojni i pojedinacni tretman su predstavljeni u tabeli 2@dje su razli¢itim bojama

oznacene statisticki znacajne i nesignifikantne razlike izmedu posmatranih grupa.

Tabela br. 29 Vrijednosti statistickog znacaja u komparaciji rezultata crvene loze tretiranih i

kontrolnih jedinki

ERITROGRAM®
negativna
tretman E Hb Hect MCV | MCH | MCHC pozi'tivna
kontrola
Tretiranih u odnosu na kontrolne jedinke
K-E 0.000 0.000 0.000 0.930 0.981 0.716 K-0
S 0.000 0.000 0.011 0.006 0.536 0.025 K-0
0.294 0.854 0.001 0.004 0.552 0.009 K-0
Pb-E 0.000 0.000 0.014 0.000 0.017 0.000 K-E
0.000 0.174 0.001 0.000 0.018 0.000 K-0
G 0.000 0.000 0.000 0.444 0.842 0.907 K-E
0.257 0.174 0.032 0.393 0.861 0.631 K-0
AlLE 0.000 0.000 0.007 0.000 0.001 0.167 K-E
0.003 0.099 0.002 0.000 0.002 0.081 K-0
ALERG 0.000 0.000 0.000 0.036 0.048 0.504 K-E
0.001 0.883 0.597 0.029 0.051 0.303 K-0
AlLEE 0.000 0.000 0.000 0.015 0.190 0.171 K-E
0.000 0.073 0.842 0.012 0.198 0.084 K-0
Sinergisticki efekat viSestrukih tretmana u odnosu na dvojne i pojedinacne
intoksikacije

A 0.000 0.740 0.007 0.488 0.172 0.112 Pb-0
0.000 0.133 0.104 0.181 0.075 0.582 All-0
0.000 0.048 0.003 0.735 0.488 0.373 Pb-0
0.578 0.659 0.002 0.002 0.271 0.029 Pb-E
All-Pb-E | 0.000 0.002 0.051 0.091 0.266 0.210 All-0
0.174 0.001 0.004 0.132 0.056 0.989 All-E

0.381 0.099 0.741 0.723 0.499 0.481 | All-Pb-0

Najvise statisticki znaCajnih odsupanja pokazuju broj eritrocita 10,

vrijednosti hematokrita (I/I) ihematoloski indeks MCV (fl), dok su kod vrijednosti

® Statisticki znaGajne razike su oznaene roza bojom, dok plava polja oznatavaju vrijednosti
iznad statisticke signifikantnosti.
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koncentracije hemoglobina (g/l) i indeksa MCH (pg) i MCHC (g/l E) manje prisutna
signifikantna odstupanja.

U odnosu na neinficirane jedinke kontrolne griie0; negativna kontrola), sve
jedinke podvrgnute tretmanu ili infekciji ili sinergistickom efektu vise tretmana
pokazale su znaCajno nizi broj eritrocita po litri krvi (grafikon 318). Takode,
medusobnim poredenjem vrijednosti dobijenih za jedinke izlozene sinergistickom efektu
olovo-acetata i aloksana sa jedinkama izlozenim pojedina¢nim intoksikantima, uocava
se statisticki znacajno smanjenje ukupnog broja eritrocita u grupama All-Pb-0 i All-Pb-E

u poredenju sa jedinkama grupa Pb-0 i All-0 (tabela)29

Broj eritrocital
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K-0 K-E

Grafikon br. 318 Srednje vrijednosti ukupnog broja eritrocita kontrolnih i jedinki
podvrgnutih razli¢itom tretmanu’®
Koncentracija hemoglobina (grafikon 319 je bila znacajno snizena kod svih

tretiranih jedinki u odnosu na jedinke kontrolne grupe (K-0), dok se razlike dobijene za
intoksikovane jedinke u odnosu na pozitivnu kontrolu udaljavaju od statistickog znacaja
(p>0.050). S druge strane, sinergisticko dejstvo bakterijske infekcije i intoskikacije
olovo-acetatom i aloksanom kod jedinki grupe RB-E je izazvalo znacajne promjene
ovog parametra u odnosu na jedinke tretirane olovom (Pb-0), aloksanom (All-0), kao i
inficirane jedinke tretirane aloksanom (All-E). Sam dvojni tretman, bez bakterijske
infekcije, nije izazvao statisti¢ki signifikantna odstupanja koncentracije hemoglobina
kod jedinki grupe AllPb-0 u odnosu na jedinke grupa Pb-0 i All-0 (tabela 29

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Grafikon br.320 Srednje vrijednosti koncentracije hemoglobina kontrolnih i jedinki
podvrgnutih razli¢itom tretmanu’
Najvisa vrijednost hematokrita je zabiljezena kod neinficiranih jedinki
kontrolne grupgsto je nize od referentnih vrijednosti navedenih od strane veéine autora,

ali znacajno vise od jedinki podvrgnutih tretmanu (grafikon 321).
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Grafikon br. 321 Srednje vrijednosti hematokrita kontrolnih i jedinki podvrgnutih razli¢itom
tretmanu’®
Samo kod jedinki grupa ARb-0 i All-Pb-E dvojni tretman aloksanom i olovo-

acetatom nije izazvao statistiCki znaCajno smanjenje vrijednosti ovog parametra u

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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odnosu na jedinke pozitivne kontrole. U odnosu ndinje tretirane pojedinacnim
tretmanima, jedinke grupe ARH-0 znafajno odsupaju u komparaciji sa jedinkama
grupe Pb-0.Znacajne razlike se uocavaju i pri uporedivanju vrijednosti hematokrita
inficiranih jedinki dvojne intoksikacije (AIPB-E) u odnosu na jedinke grupa Pb-0,Pb-
I All-E (tabela 29.

Hematoloski indeks MCV je imao najnize vrijednosti kod jedinki kontrolnih
grupa. Znacajno povecanje ovog indeksa je uo€eno kod svih tretiranih jedinki, osim iz

grupe All-0 u odnosu na jedinke negativne i pozitivhe kontrole.
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Grafikon br. 322 Srednje vrijednosti MCV kontrolnih i jedinki podvrgnutih razli¢itom
tretmanu’®

Sinergisti¢ko dejstvo intoksikacije olovo-acetatom i aloksanom nije dovelo do
znacajnih promjena ovog hematoloskog indeksa u odnosu na jedinke tretirane iskljucivo
aloksanom ili isklju¢ivo olovo-acetatom, dok je pri bakterijskoj infekciji jedinki dvojnog
tretmana nastalo znac¢ajno smanjenje vrijednosti MCV u odnosu na jedinke grupe Pb-E.

Signifikantnapovecéanja indeksaM CH u odnosu na jedinke kontrolnih grupa su
uocena samo kod jedinki grupa Pb-E, All-E i All- Pb-0 (grafikon 323.

Takode, ni analiza dobijenih vrijednosti ovog indeksa crvene loze jedinki
dvojnog tretmana, kao ni inficiranih jedinki dvojnog tretmana u odnosu na jedinke grupa

sa pojeina¢nim intoksikacijama, nisu pokazali znacajna odstupanja (tabela 29).

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Grafikon br. 323 Srednje vrijednosti MCH kontrolnih i jedinki podvrgnutih razli¢itom
tretmanu®
Jo§ manje znacajnih razlika se moze konstatovati pri komparaciji vrijednosti
MCHC izme&du tretiranih i kontrolnih jedinki (grafikon 324) Signifikantost se uocava
samo pri smanjenju ovog parametra kod jedinki grupa Pb-0 i Pb-E u odnosu na
negativnu i pozitivnu kontrolu, kao i Rb-u odnosu na poveéane vrijednosti ovog

parametra kod jedinki grupe ARb-E.
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Grafikon br. 324 Srednje vrijednosti MCHC kontrolnih i jedinki podvrgnutih razli¢itom

tretmanu®

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednosfinegativne kontrole® pozitivne kontrole® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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pristupljeno Zrtvovanju kontrolnih i tretiranih jedinki. Uzorci su analizirani standardnim

metodamau cilju odredivanja ukupnog broja leukocita i diferencijalne krvne slike svih

4.3. Leukocitni profil

Po okoncanju eksperimenta uzeta je krv kardijalnom punkcijonnakon cega je

jedinki obuhvacenih eksperimentom.

4.3.1. Kontrolne jedinke (K-0)

Vrijednosti leukograma dvadeset zdravih jedinki kontrolne griapegvanih 24,

odnosno 72 ¢asa od intraperitonealne aplikacije 0.2 nterilnog fizioloskog rastvora, su

predstavljene u tabeli 30.
Tabela br. 30 Parametri bijele loze kontrolne grupe jedinki (K-0)

Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORMI| LEUKOCITA
leukocita

x10%1 krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | M onociti
1 5.70 0.350 0.030 | 0.010| 0.610 | 0.000
ZC_) 2 6.20 0.190 0.010 | 0.000 | 0.790 | 0.010
g 3 5.70 0.250 0.010 | 0.010| 0.700 | 0.030
v 4 5.70 0.320 0.010 | 0.010| 0.650 | 0.010
5 6.10 0.260 0.040 | 0.000 | 0.680 | 0.020
1 6.10 0.170 0.030 | 0.010| 0.780 | 0.010
2: 2 6.00 0.120 0.010 | 0.010| 0.850 | 0.010
g 3 5.60 0.210 0.040 | 0.000| 0.740 | 0.010
v 4 5.80 0.210 0.040 | 0.010| 0.730 | 0.020
5 5.40 0.190 0.030 | 0.010| 0.760 | 0.010
1 5.10 0.100 0.030 | 0.000 | 0.860 | 0.010
i? 2 6.00 0.030 0.040 | 0.010 | 0.910 | 0.010
‘OT 3 5.60 0.100 0.040 | 0.000 | 0.830 | 0.030
v 4 5.60 0.290 0.040 | 0.010 | 0.660 | 0.000
5 6.10 0.200 0.030 | 0.010| 0.750 | 0.010
1 5.80 0.110 0.010 | 0.010| 0.870 | 0.000
2* 2 6.20 0.110 0.020 | 0.010| 0.840 | 0.020
‘OT 3 5.30 0.240 0.010 | 0.000 | 0.740 | 0.010
v 4 6.00 0.230 0.030 | 0.010| 0.720 | 0.010
5 5.40 0.070 0.040 | 0.010 | 0.860 | 0.020
AVG 577 0.188 0.027 0.007 | 0.767 0.013
MIN 5.10 0.030 0.010 | 0.000 | 0.610 0.000
i MAX 6.20 0.350 0.040 | 0.010 | 0.910 0.030
STDEV 0.32 0.086 0.013 | 0.005 | 0.083 0.009
cov 5.48 45.810 | 46.694 | 67.166 | 10.893 | 68.056

Vrijednosti ukupnogbroja leukocita su se kretale od 5.106:20, prosjecno

5.77x10/ litri krvi, §to je u saglasnosti sa referentnim vrijednostima navedenim kod
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Sharp i Villano (2013), Liberaet al. (2004), Prichet i Corning (2004) i Charles River
Laboratories (1998). Medutim, u literaturi se pojavljuju raznovrsne vrijednosti ukupnog
broja leukocita u krvi zdravih netretiranih pacova. Kampfmann i saradnici (2012) su
zabiljezili srednju vrijednost broja leukocita u krvi netretiranih jedinki nabavljenih od
jednog odgajivata od 3.6 + 0.1x1®l krvi, dok su vrijednosti dobijene za jedinke
nabavljene od drugog uzgajivaca bile znatno vise i iznosile 10.4 + 0.1x10/l krvi.
Najvise prosjecne vrijednosti broja leukocita kod netretiranih jedinki su naveli Oyeyemi
et al. (2009), dok se ostale referentne vrijednosti (prilog, tabela 42) nalaze u opsegu
navedenom od strane Sharp i Villano (3 - 1P410vi).

U diferencijalnoj krvnoj slici pacova od ukupnog broja leukocitav¢ta udio

pripada limfocitima, zatim neutrofilima, dok se ostale leukocitne forme srecu u znatno
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Slika br. 12 Diferencijalna krvna slika muZjaka K-0-24 (Manojlovié, 2015)

Proporcija neutrofila jedinki kontrolne grupe je iznosila od 0.030 - 0.350,
prosjecno 0.188, $to je u saglasnosti sa ve¢inom literaturnih navoda (Lindstrom et al,
2015; Sharp i Villano, 2013; Thralet al, 2012; Moore, 2000; Charles River
Laboratories, 1998; Jain, 1993 i Rusov, 198Hvidovi¢ (2013), Uduak et al. (2013),
Lewicka et al. (2012), Oyeyemiet al. (2009), Antaiet al. (2009), Charles River
Laboratories (2008) i1 Prichet i Corning (2004) navode znatno vecu proporciju ove
leukocitne forme u krvi zdravih jedinki (od 23.20+1.28% navedenih kod Antai i
saradnika do 61.4 + 6.78% publikovanih od strane Oyeyemi i saradnika).

Vrijednosti udjela eozinofila jedinki kontrolne grupe su se kretale od 0.010 -

0.040, prosje¢no 0.027. Mnogi autori ih nisu zabiljezili u diferencijalnoj krvnoj slici
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netretiranih jedinki, a raspon vrijednosti naveden od strane dsaditece od 0 - 6%
(Lindstromet al, 2015; Sharp i villano, 2013; Uduak al, 2013, Lewickeet al, 2012;
Kampfmannet al, 2012; Thrallet al, 2012; Antaiet al, 2009; Moriyameet al, 2008;
Charles River Laboratories, 2008 i 19®8&isov, 1984), §to je u skladu sa vrijednostima
kontrolne grupe pacova obuhvacenih ovim eksperimentom.

Propor cija bazofila u krvnom razmazu netretiranih jedinki je izuzetno niska, od
nezabiljeZenih do 0.010, sa prosje¢nom vrijedno$¢u prosje¢no 0.007 i neevidentirana od
strane vecine autora. Lindstrom i saradnici (2015), Sharp i Villano (2013), Thrall 1
saradnici (2012), Antai i saradnici (2009), Moriyama i saradnici (2008), Charles River
Laboratories (2008 i 1998), kao i Rusov (1984) navode podatke za bazofijetka
prisutni (Rusov) do 2% (Charles River Laboratories).

Udio limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici jedinki kontrolne grupe je iznosio
od 0.610 -0.910, sa srednjom vrijednoséu od 0.767, odnosno 76.7%. Dobijene
vrijednosti su u saglasnosti sa publikovanim referentnim vrijednostima za Wistar pacove
mnogih autora (Lindstromat al, 2015; Sharp i Villano, 2013; Kampfmaenal, 2012;
Prichet i Corning, 2004; Charles River Laboratories, 1998 i Rusov, 1984). Moriyama i
saradnici (2008), kaoliiberati i saradnici (2004) navode ve¢i udio limfocita u ukupnom
broju leukocita, dok Davidovi¢ (2013), Uduak i saradnici (2013), Lewicka 1 saradnici
(2012), Thrallet al. (2012), Oyeyemet al. (2009), Antaiet al. (2009), Charles River
Laboratories (2008) i Jain (1993) navode manju proporciju limfocita u ukupnom broju
leukocita.

Monociti su slabo zastupljeni u diferencijalnoj krvi pacova. Uobi¢ajeno ucesce
se po Sharp i Villano (2013) krece do 4%. Osth autori navode sli¢ne, ali i znatno vece
vrijednosti proporcije ovih leukocitarnih formi u krvnom razmazu, od maksimalnih
0.65% za muzjake, odnosno 1.81% za Zenke (Lindstrom et al, 2015) do 8.40 £ 0.93%
(Antai et al, 2009). Kontrolne jedinke podvrgnute i.p. administraciji 0.2 ml sterilnog
fizioloskog rastvora su ostvarile proporciju monocita do maksimalnih 0.03@rosje¢no
0.013.

Komparacija dobijenih vrijednosti leukograma pokazuje statisticki znacajna
odstupanja samo za proporciju neutrofila i eozinofila u diferencijalnoj krvnoj slici

kontrolnih pacova.
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Grafikon br. 325 Broj leukocita po litri krvi

kontrolnih jedinki

Grafikon br. 326 Srednje vrijednosti
proporcija neutrofila kontrolnih jedinki

Najve¢i udio neutrofilnih granulocita su imali muzjaci kontrolne grupe,

Zrtvovani 24 ¢asa po i.p. ubrizgavanju fizioloskog rastvora (K-0-24 &) u odnosu na

muzjake (p=0.013) i zenke (p=0.019) Zrtvovane 48 ¢asova kasnije (grafikon 326).
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Grafikon br. 327 Srednje vrijednosti
proporcija eozinofila kontrolnih jedinki

Grafikon br. 328 Srednje vrijednosti
proporcija bazofila kontrolnih jedinki
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Grafikon br. 329 Srednje vrijednosti
proporcija limfocita kontrolnih jedinki

Grafikon br. 330 Srednje vrijednosti
proporcija monocita kontrolnih jedinki

Udio eozinofila (grafikon 327)e zna¢ajno povecan kod muZzjaka iz grupe K-0-

72 u odnosu na muzjake grupe K-0-24 (p=0.047), dok izmedu ostalih jedinki nema
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statistiCki znacajnih razlika, kako za ovaj, tako ni za ostale parametre bijele loze

(p>0.050).

4.3.1.1 Leukogramvirijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

Poredenjem dobijenih vrijednosti leukograma u odnosu na vrijeme Zrtvovanja —

24 1 72 sata po i.p. administraciji sterilnog fizioloSkog rastvora statisticka signifikantnost

se uoCava za proporciju neutrofila i limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici pacova

kontrolne grupe.
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Grafikon br. 331 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 332 Komparacija proporcije
neutrofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
24 72 sata
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Grafikon br. 333 Komparacija proporcije

eozinofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
24 72 sata

Grafikon br. 334 Komparacija proporcije
bazofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

72 sata

Proporcija neutrofila je znafajno smanjena (p=0.036), a limfocita uvecana

(p=0.041) kod jedinki zrtvovanih 72 sata po administraciji fizioloskog rastvora u odnosu

na one Zrtvovane 48 ¢asova ranije.

186



Rezultati rada i diskusija

Proporcijelimfocita

0.900 0.804

0.800 0.729

0.700

0.600 -~ T T
K-0-24 3+Q  K-0-72 3+Q

Proporcije monocita
0.014 0.013
0.012
0.010
0.008 - . .
K-0-24 3+Q  K-0-72 3+

Grafikon br. 335 Komparacija proporcije
limfocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata

4.3.1.2. Leukogram i pol

Grafikon br. 336 Komparacija proporcije

monocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata
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Grafikon br. 337 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 338 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu muZjaka i Zenki
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Poredenjem dobijenih vrijednosti hematoloskih parametara bijele loze izmedu

jedinki muskog i Zzenskog pola, uoCavaju se neznatne razlike sa veéim vrijednostim

zabiljezenim kod muZjaka za gotovo sve parametre, osim proporcije limfocita u krvnom

razmazu kontrolnih jedinkiMedutim, uoc¢ene razlike prac¢enih parametara izmedu

jedinki razli¢itog pola sene nalaze u opsegu statisticke znacajnosti (p>0.050).
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Grafikon br. 342 Komparacija proporcije

monocita izmedu muZjaka i Zenki
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4.3.2. Kontrolne jedinkinficirane eSerihijom (K-E)

Vrijednosti dobijene diferenciranjem krvnih razmaza pomoc¢u imerzionog
objektiva i imerzionog ulja jedinki pozitivne kontrolne grupeKinficiranih eSerihijom
i.p. administracijom 3x10CFU Escherichia colimlsu predstavljene u tabeli 31.

Tabela br. 31 Parametri bijele loze kontrolnih jedinki inficiranih eSerihijom (K-E)

Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORMI LEUKOCITA
leukocita

x10%1 krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti

1 6.20 0.210 0.000 0.010 | 0.780 | 0.000

:? 2 7.00 0.230 0.000 0.000 | 0.770 | 0.000
m 3 7.00 0.180 0.000 0.000 | 0.820 | 0.000
v 4 6.60 0.170 0.010 0.000 | 0.810 | 0.010
5 6.80 0.250 0.000 0.000 | 0.740 | 0.010

1 6.40 0.170 0.000 0.000 0.830 0.000

2: 2 6.00 0.200 0.000 0.010 0.790 0.000
E 3 7.60 0.160 0.000 0.010 0.830 0.000
v 4 6.60 0.130 0.000 0.000 0.870 0.000
5 7.20 0.120 0.000 0.000 0.880 0.000

1 7.20 0.200 0.010 0.000 0.790 0.000

i? 2 7.40 0.230 0.000 0.000 0.760 0.010
L’TU 3 6.60 0.150 0.010 0.000 0.840 0.000
v 4 7.00 0.210 0.000 0.000 0.790 0.000
5 7.60 0.170 0.000 0.000 0.830 0.000

1 7.80 0.240 0.010 0.000 | 0.750 | 0.000

Ef 2 7.40 0.190 0.020 0.000 | 0.790 | 0.000
E 3 7.00 0.140 0.000 0.000 | 0.860 | 0.000
¥ 4 7.40 0.220 0.000 0.000 | 0.780 | 0.000
5 7.00 0.130 0.000 0.020 | 0.840 | 0.010

AVG 6.99 0.185 0.003 0.003 0.808 0.002

MIN 6.00 0.120 0.000 0.000 0.740 0.000

I;IJ MAX 7.80 0.250 0.020 0.020 0.880 0.010
STDEV 0.48 0.039 0.006 0.006 0.040 0.004
cov 6.91 21.154 | 190.414 | 220.048 | 4.919 | 205.196

Ukupanbroj leukocita u krvi kontrolnih jedinki inficiranih eSerihijom se uvecao
u odnosu na neinficirane jedinke kontrolne gr{ge0) i kretao se od 6.00 - 7.80X1I0
krvi, sa prosje¢nom vrijednoséu od 6.99x10%1 krvi, sto je i dalje u skladu sa mnogim
referentnim vrijednostima (Shai Villano, 2013; Davidovi¢, 2013; Uduak et al, 2013,
Liberati et al, 2004, Prichet i Corning, 2008}0ji¢, 2004; Rusov, 1984; Charles Rivr
Laboratories, 1998). Pojedini autori navode veée (Lindstrom et al, 2015; Lewickeet al,
2012; Thrallet al, 2012; Oyeyemet al, 2009; Moriyameet al, 2008; Charles River
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Laboratories, 2008; Moore, 2000 i Jain, 1993), a drugi pak nize vrijednosti (Antai et al,
2009 ovog parametra, kao uobicajene za zdrave pacove Wistar soja.

Proporcija neutrofila u krvi jedinki inficiranih éerihijom se nije promijenila
znacajno u odnosu na neinficirane jedinke kontrolne grupe i iznosila je 0.120 - 0.250,
prosjecno 0.185. Kako je ve¢ navedeno, dobijene vrijednosti su u skladu sa mnogim
litreraturnim navotma.

Proporcija eozinofila je bila smanjena kod jedinki podvrgnutih infekciji u
odnosu na jedite kontrolne grupe, krecu¢i se do maksimalnih 020, prosjecne
vrijednosti grupe @03. Ove snizene vrijednosti posmatranog parametra su u saglasnosti
sa referentnim vrijednostima navedenim od Lindstretal. (2015), Sharp i Villano
(2013), Charles River Laboratories (1998) i Rusov (1984).

Bazofili su takode bili slabo zastupljeni u diferencijalnoj krvnoj slici inficiranih
jedinki grupe K-E i imali su istu proporciju kao i eozinofili (maksimalno 0.020,
X =0.003) sto je u skladu sa literaturnim podacima (Lindstrom et al, 2015; Sharp i
Villano, 2013; Thrallet al, 2012; Antaiet al, 2009; Moriyamaet al, 2008; Charles
River Laboratories, 2008 i 1998 i Rusov, 1984.)

Vrijednosti proporcije limfocita su se kretale u rasponu od 0.740 - 0.880,
prosje¢no 0.808, Sto predstavlja povecanje u odnosu na neinficirane jedinke kontrolne
grupe.Uvecane vrijednosti proporcije limfocita inficiranih jedinki se 1 dalje nalaze u
referentnim opsezima za ovaj parametar (Lindstebral, 2015; Sharp i Villano, 2013
Prichet i Corning, 2004; Moore, 2000; Charles River Laboratories, 1998 i Rusov, 1984).
Pojedini autori su naveli manje vrijednosti udjela limfocita, kao uobicajene (Davidovié,
2013; Udualet d., 2013; Lewickeet al, 2012; Thrallet al, 2012, Oyeyemet al, 2009,
Antai et al, 2009; Charles River Laboratoriees, 2008 i Jain, 1993), dok su drugi pak
publikovali nesto vece vrijednosti ove proporcije (Moriyama et al, 2008 i Liberatiet al,
2004).

Vrijednosti proporcije monocita su kod inficiranih jedinkiakode smanjene u
odnosu na neinficirane. Konstatovana je proporcij@.at0, prosje¢no 0.002 monocita
u krvi pacovainficiranih eserihijom. Pojedini autori navode izuzetno slabu zastupljenost
monocita u krvi zdravih pacova (Lindstroeh al, 2015; Sharp i Villano, 2013; Charles
River Laboratories, 1998 1 Rusov, 1984), dok su kod nekih navedene znatno vece
vrijednosti (npr. Kampfmanet al, 2012; Antaiet al, 2009; Moriyamaet al, 2008 i
Charles River Laboratories, 2008).
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Pri intraperitonealnoj bakterijskoj inokulaciji (operativnim putenokava se
direktna veza izmedu bakterijskog inokuluma 1 promjena u koncentraciji
leukocita.Veliki broj vijabilnih bakterija u inokulumu rezultuje leukopenijom unutar
prvih 12 ¢asova. Leukopenija u akutnoj fazi bakteremije se javlja, vjerovatno, usljed
marginalizacije neutrofila u cirkulaciji. Nasuprot tome, kod zivotinja sa manjom
koncentracijom bakterija u inokulumu dolazi do laganog poveéanja ukupnog broja
leukocita, prvenstveno usljed dominantnosti neutrofila. Kod visokih doza bakterijske
suspenzije, 12 Casova, 72 Casa i1 dalje nakon inokulacije, povecava se koncentracija
neutrofila pra¢ena povecanjem udjela limfocita, Sto ukazuje na inflamatorni odgovor
organizma na infekciju (Wandadt al, 1997).

Komolafe i saradnici (2013u uodili da ukupan broj leukocita kod inficiranih
pacova dostize svoj maksimum 72 ¢asa od inokulacije, proporcija limfocita se postepeno
smanjuje, a neutrofila povecava, dok monociti izostaju 24 ¢asa po administraciji, a
priblizavaju se normalnim vrijednostima 48 casova kasnije. Poveéanje proporcije
neutrofila 24 C¢asa po unosu bakterijske suspenzije u organizam eksperimentalne
Zivotinje, ukazuje na stimulaciju imunog sistema na proliferaciju neutrofila usljed
ozbiljnosti infekcije. Neutrofili su uglavnom odgovorni za fagocitozu patogenih
mikroorganizama tokom prvih nekoliko sati od ulaska u inficirano tkivo. Kako digestija
invazivnih mikroorganizama dovodi do smrti neutrofila, njihov broj postepeno opada u
perifernoj cirkulaciji. Monociti, pored limfocita, imaju znacajnu ulogu u imunom
odgovoru pacova na infekciju, pa se vjerovatno transformiSu u makrofage na mjestu
infekcije i fagocitiraju patogene organizme,ljaé Cega je njihova proporcija u
cirkulaciji svedena na minimum.

Ogundare 1 Onifade (2009) su uvocili povecanje ukupnog broja leukocita u krvi
pacova inficiranih eSerihijom, sa promjenjenom proporcijom pojedinih formi leukocita u
korist neutrofila, $to je potvrdilo uspostavljanje infekcije.

Post Hoc LSD testom visSestruke komparacije statisticki znacajna odstupanja se
uocavaju samo za ukupan broj leukocita i udio neutrofila, dok su proporcije ostalih
formi leukocita relativno ujednaceno zastupljene kod jedinki oba pola zrtvovanih 24 i 72
¢asa od inokulacije bakterijske suspenzije (grafikoni 343-348).

Najvisu vrijednost ukupnog broja leukocita (grafikon 343) imale su Zenke grupe

K-E-72, znacajno povecanu u odnosu na muzjake grupe K-E-24 (p=0.047).
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Zenke K-E-24 su imale znacajno snizenu proporciju neutrofila (grafikon 344) u

odnosu na muzjake iste grupe (p=0.041).
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Grafikon br. 348 Srednje vrijednosti
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4.3.2.1 Leukogramvirijeme Zrtvovanja (24 i 72h)
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Grafikon br. 351 Komparacija proporcije
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Grafikon br. 352 Komparacija proporcije
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Statisticki signifikantno odstupanje se uocava za vrijednosti ukupnog broja

leukocita (grafikon 34p znacajno povecanog kod jedinki Zrtvovanih 72 u odnosu na

one zrtvovane 24 ¢asa od izazivanja infekcije (p=0.016).

Srednje vrijednosti

proporcija  pojedinih

leukocitnih  formi,

diferenciranjem krvnih razmaza, predstavljene grafikonima 350-8B4 statisticki

bitno povecane/umanjene

izmedu jedinki

zrtvovanih  u  razli¢ito vrijeme od

administracije bakterijske suspenzije (p>0.050).

4.3.2.2. Leukogram i pol

Parametri bijele loze jedinki inficiranih eSerihijom, komparirani u odnosu na

polnu pripadnost (grafikoni 355-360), ne pokazuju signifikantna odstupanja (p>0.050).
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Grafikon br. 356 Komparacija proporcije
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4.3.3. Tretman olovo-acetatom (Pb-0)

Vrijednosti leukograma svih jedinki pojenih olovo-acetatom i podvrgnutih
intraperitonealnom ubrizgavanju sterilnog fizioloskog rastvora su predstavljene u tabeli

32.
Tabela br. 32 Parametri bijele loze jedinki pojenih olovo-acetatom (Pb-0)

Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORMI LEUKOCITA
leukocita

x10%1 krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti

6 1 5.80 0.260 0.000 | 0.050| 0.690 | 0.000
< 2 5.80 0.050 0.000 | 0.050| 0.900 | 0.000
g 3 6.00 0.100 0.000 | 0.010| 0.890 | 0.000
i& 4 5.00 0.110 0.000 | 0.010| 0.880 | 0.000
5 4.80 0.150 0.010 | 0.010| 0.830 | 0.000

- 1 5.00 0.100 0.000 | 0.030 | 0.860 0.010
- 2 5.20 0.110 0.010 | 0.020 | 0.860 0.000
g 3 5.40 0.090 0.010 | 0.010| 0.880 0.010
g 4 6.20 0.100 0.010 | 0.030 | 0.850 0.010
5 5.00 0.130 0.030 | 0.010 | 0.820 0.010

6 1 4.40 0.190 0.000 | 0.020 | 0.790 0.000
~ 2 6.00 0.200 0.020 | 0.010| 0.770 0.000
g 3 6.20 0.230 0.010 | 0.050 | 0.710 0.000
g 4 4.80 0.170 0.000 | 0.010 | 0.820 0.000
5 5.40 0.250 0.020 | 0.030 | 0.700 0.000

- 1 5.20 0.160 0.010 | 0.010| 0.820 | 0.000
. 2 5.60 0.140 0.000 | 0.000| 0.860 | 0.000
g 3 6.00 0.100 0.010 | 0.030| 0.850 | 0.010
g 4 5.60 0.140 0.000 | 0.010| 0.850 | 0.000
5 5.20 0.110 0.010 | 0.010| 0.870 | 0.000

AVG 5.43 0.145 0.008 | 0.021 | 0.825 0.003

- MIN 4.40 0.050 0.000 | 0.000 | 0.690 0.000
EI:_ MAX 6.20 0.260 0.030 0.050 | 0.900 0.010
STDEV 0.52 0.057 0.009 | 0.015 | 0.063 0.004
cov 9.51 39.371 | 113.426 | 75.030 | 7.610 | 177.705

Srednja vrijednost ukupno@roja leukocita jedinki intoksikovanih olovo-
acetatom je iznosila 5.43 x¥) minimum 4.56 x1&1 i maksimum 6.16x1Yl krvi, §to
je malonize od vrijednosti uoc¢enih kod jedinki kontrolne grupe, a u saglasnosti sa
referentnim vrijednostima (Sharp i Villano, 2013; Liberati al, 2004; Prichet i
Corning, 2004 i Charles River Laboratories, 1998).

Proporcije pojedinih formi leukocita su bile donekle izmjenjene u odnosu na

vrijednosti utvrdene kod jedinki kontrolne grupe. Udio neutrofila u diferencijalnoj
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krvnoj slici intoksikovanih pacova je iznosio 0.145, u opsegu od 0.050 - 0.260, maniji
nego kod kontrolnih jedinki. Ovakva proporcija neutrofila odgovara vrijednostima
zabiljezenim kod netretiranih jedinki mnogih autora (Lindstrom et al, 2015; Sharp i
Villano, 2013; Kampfmanret al, 2012; Moriyamaet al, 2008; Moore, 2000; Charles
River Laboratories, 1998 i Jain, 1984).

Vrijednogi proporcije eozinofila (do 0.030,x=0.008) i monocita (do 0.010,
x=0.003) sutakode smanjene kod jedinki pojenih olovom, bazofila (sa maksimalnih
0.050,%=0.021)i limfocita (0.690 - 0.900x=0.829 povecane u odnosu na jedinke
kontrolne grupe. U odnosu na dostupne literaturne navode referentnih vrijednosti
zdravih, netretiranih Wistar pacova, proporcija bazofila je uveéana, dok se udjeli ostalih
leukocitnih formi nalaze u normalnim granicama (Lindstremal, 2015; Sharp i
Villano, 2013 td.).

Obidike i saradnici (2010) spLo. tretirali pacove tokom Cetrnaest dana olovo-
acetatom u dozi od 0.25, 0.50 i 1.00 mg/kg tjelesne mase radi utvrdivanja leukocitnog
odgovora na razli¢ite doze ovog polutanta. Uocili su limfocistiénu leukocitozu kod
jedinki podvrgnutih slaboj i visokoj dozi toksikanta, dok je ukupan broj leukocita jedinki
sa srednjom dozom olovo-acetata ostao gotovo nepromijenjen u odnosu na kontrolnu
grupu. Vrijednosti apsolutnog broja neutrofila jedinki sa srednjom dozom su bile
znacajno smanjene u odnosu na jedinke podvrgnute niskoj, odnosno visokoj dozi, kao i
netretirane, kontrolne jedinke.

Pri akutnoj intoksikaciji olovo-acetatom (15 mg/kg tjelesne mase, i.p.) El Kader i
saradnici (2012) su uocili smanjenje ukupnog broja leukocita. Dalja analiza broja
leukocita i diferencijalne krvne slike intoksikovanih jedinki je pokazala leukopeniju i
limfopeniju, nastale usljed toksicnog efekta olova na leukopoezu u limfnim organima.
Povecana proporcija neutrofila i smanjen udio limfocita ukazuju na stimulaciju imunog
odgovora i oksidativni stres kagtoksikovanih zZivotinja.

Tridesetodnevno izlaganje zenki Wistar pacova olovu putem vode (u
koncentraciji 2g/l vodedovodi do znacajnih promjena hematoloskog statusa. Pored
promjena nastalih u parametn crvene loze, znaajno je smanjen ukupan broj
leukocita u perifernoj cirkulaciji tretiranih jedinki, kao i proporcija limfocita (Simeek
al., 2008).

Noori Mugahi i saradnici (2003), zatim Okediran i saradnici (201Qpkljucili

da se ukupan broj leukocita kod jedinki tretiranih olavetatom znacajno povecava
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(leukocitoza) uz izrazenu neutrofiliju i monocitozu. S druge strane Suradkar i saradnici

(2009), kao ilbrahim i saradnici (2012) su zabiljezili leukopeniju i limfopeniju pri

ve¢im dozama olovo-acetata, smatrajuci da je takvo stanje posljedica direktne toksi¢ne

aktivnosti olova na leukopoezu u limfoidnim organima. Brojna su misljenja da imuni

odgovor pacova na intoksikaciju olovo-acetatom zavisi od doze, starosti i pola jedinki.
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Grafikon br. 361 Broj leukocita po litri krvi

kontrolnih jedinki intoksikovanih olovo-

acetatom

Grafikon br. 362 Srednje vrijednosti

proporcija neutrofila jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom

Komparacijom dobijenih vrijednosti testom analize varijanse statisticki znacajne

razlike u parametrima bijele loze jedinki pojenih olaxetatom se uocavaju za

proporcije neutrofila, limfocita i monocita, dok se ukupan broj leukocita i udjeli

eozinofila 1 bazofila ne razlikuju znacajno izmedu muZjaka i Zenki Zrtvovanih u

razli¢itom postaplikativnhom periodu.

Proporcije eozinofila

0.015 0.012

0.010
0.010 0.006
0.005 0.002 l
0.000 - T T . i

Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72
3 ? d ?

Proporcije bazofila

0.030 026 0.024

0.020
0.020 0.012
0.010 l
0.000 : : : .

Pb-0-24 Pb-0-24 Pb-0-72 Pb-0-72
3 Q 3 ?

Grafikon br. 363 Srednje vrijednosti

proporcija eozinofila jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom

Grafikon br. 364 Srednje vrijednosti
proporcija bazofila jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom

Znacajno povecanje proporcije neutrofila je zabiljezeno u diferencijalnoj krvnoj

slici muzjaka grupe Pb-0-72 u odnosu na zenke iste grupe (p=0.014), kao i muzjake
(p=0.019) i zenke (p=0.002) grupe Pb-0-24 (grafikon 362).
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Grafikon br. 365 Srednje vrijednosti

proporcija limfocita jedinki intoksikovanih
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Grafikon br. 366 Srednje vrijednosti

proporcija monocita jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom

Istovremeno, udio limfocitaavedenih muzjaka (Pb-0-72) se zna¢ajno smanjio u

odnosu na Zenke iste grupe (p=0.014), kaoi muzjake (p=0.029) i zenke grupe Pb-0-24

(p=0.011).

Monociti su uoceni jedino kod jedinki Pb-0-24 @, $to ih znacajno razdvaja od

jedinki grupaPb-0-24 4 i Pb072 & (p=0.001), kao i Ph-02 Q (p=0.008).

4.3.3.1 Leukogramvirijeme zZrtvovanja (24 i 72h)

Nezavisnim T testom nisu uocene signifikantne razlike (p>0.050)izmedu jedinki

zrtvovanih 24 i 72 ¢asa od i.p. aplikacije fizioloskog rastvora (grafikoni 367-372).
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4.3.3.2. Leukogram i pol

Grafikon br. 372 Komparacija proporcije
monocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata
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Proporcija neutrofila (grafikon 3¥4e znacajno smanjena kod zenki u odnosu na
muzjake (p=0.041), dok je udio monocita (grafikon 378) znacajno povecan samom

¢injenicom da monociti nisu konstatovani pri diferenciranju krvnih razmaza muZzjaka

pojenih olovo-acetatom (p=0.015).
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4.3.4.Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih olovo-acetatom (Ple)

Diferenciranjem krvnih razmaza jedinki pojenih olovo-acetatom i inficiranih
eSerihijom dobijeni su podaci predstavljeni u tabeli 33.

Tabela.br. 33 Parametri bijele loze inficiranih jedinki pojenih olovo-acetatom (Pb-E)

Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORM| LEUKOCITA
leukocita
x10%1 krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti
- 1 5.60 0.030 | 0.000 | 0.020| 0.950 | 0.000
- 2 6.20 0.330 | 0.000 | 0.020| 0.650 | 0.000
LNI-_] 3 6.00 0.190 | 0.000 | 0.010 | 0.800 | 0.000
6_5 4 6.20 0.260 | 0.000 | 0.020 | 0.720 | 0.000
5 6.00 0.170 | 0.010 | 0.030| 0.780 | 0.010
- 1 6.00 0.180 | 0.000 | 0.040| 0.780 | 0.000
- 2 5.80 0.090 | 0.010 | 0.030 | 0.870 | 0.000
E 3 6.00 0.070 | 0.000 | 0.030 | 0.900 | 0.000
6_5 4 6.40 0.160 | 0.010 | 0.040| 0.790 | 0.000
5 6.00 0.210 | 0.000 | 0.020| 0.770 | 0.000
. 1 5.60 0.330 | 0.000 | 0.000 | 0.670 | 0.000
~ 2 5.80 0.270 | 0.010 | 0.040 | 0.680 | 0.000
E 3 6.20 0.230 | 0.010 | 0.000| 0.760 | 0.000
5'_; 4 6.20 0.320 | 0.000 | 0.000| 0.680 | 0.000
5 6.00 0.220 | 0.010 | 0.050 | 0.720 | 0.000
1 6.20 0.210 | 0.000 | 0.020 | 0.770 | 0.000
Ef 2 6.60 0.230 | 0.000 | 0.010 | 0.750 | 0.010
E 3 6.20 0.190 | 0.010 | 0.030| 0.770 | 0.000
é_': 4 5.60 0.220 | 0.000 | 0.010| 0.770 | 0.000
5 6.00 0.390 | 0.000 | 0.020| 0.590 | 0.000
AVG 6.03 0.215 | 0.004 | 0.022 | 0.759 | 0.001
" MIN 5.60 0.030 | 0.000 | 0.000| 0.590 | 0.000
& MAX 6.60 0.390 | 0.010 | 0.050 | 0.950 | 0.010
- STDEV 0.26 0.089 | 0.005 | 0.014 | 0.085 | 0.003
cov 4.34 41.615| 139.817| 65.290| 11.181| 307.794

Dobijene vrijednosti ukupnogroja leukocita ovih jedinki su bile uvec¢ane u
odnosu na jedinke kontrolne grupe i imale su raspon od 5.60 - 6 #0«¥0) prosjecno
6.06x10/I krvi za cijelu grupu inficiranih jedinki pojenih olovaectatom. Uveéane
vrijednosti se i dalje nalaze u opsegu referentnih vrijednosti navedenih kod iSharp
Villano (2013), Liberatiet al. (2004), Prichet i Corning (2004) i Charles River
Laboratories (1998).
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Proporcija neutrofila je iznosila od 0.030 9.390, prosje¢no 0.215, §to je
veoma sli¢no podacima dobijenim za jedinke kontrolne grupe, kao i onim kod mnogih
autora (Lindstronet al, 2015; Sharp i Villano, 2013; Thradt al, 2012; Moore, 2000;
Charles River Laboratories, 1998; Jain, 1993 i Rusov, 1984).

Uocene su vrijednosti propor cije eozinofila intoksikovanih i inficiranih jedinki
u rasponu do 0.01@yosjecno 0.004. Kod jedinki kontrolne grupe je konstatovan veéi
udio eozinofila u krvi.Medutim, vrijednosti ovog parametra kod kontrolnih, ali i
tretiranih jedinki se i dalje nalaze u okviru referentnih vrijednosti (Lindstedral,

2015; Sharp i Wlano, 2013; Rusov, 1984).

Zabiljezeno je povecanje proporcije bazofila kod jedinki pojenih olovo-
acetatom 1 inficiranih eSerihijom u odnosu na jedinke kontrolne grupe. Srednja
vrijednost ovog parametra tretiranih jedinki je iznosila 0.022, a maksimalna vrijedost
0.05Q sto je iznad normalnih granica navedenih u literaturi (Lindstrom et al, 2015;
Sharp i Villano, 2013; Thralét al, 2012; Antaiet al, 2009; Moriyamaet al, 2008;
Charles River Laboratories, 2008 i 1998; kao i Rusov, 1984).

Najzastupljenija forma leukocita u krvi tretiranih pacova sulbitfociti, ¢ija se
proporcija kretala od 0.590 0.950, prosjecno 0.759, nesto vise nego kod jedinki
kontrolne grupe. Dobijene vrijednosti su u saglasnosti sa onim publikovanim od strane
Charles River Laboratories (1998) i Rusov (1984), dok su iznad ostalih, ranije
navedenih, lliteraturnih vrijednosti.

Proporcija monocita je ostala smanjena u odnosu na referentne vrijednosti
kod tretiranih jedinki, kao i kod kontrolnitZabiljezene su dobijene vrijednosti ovog
parametra u rasponu do 0.010, sa prosjekom grupe od 0.001.

Othman 1 saradnici (2004) su uocili signifikantno smanjenje ukupnog broja
leukocita, kao i propeije limfocita, pracene povecanjem udjela neutrofila, u krvi
pacova intoksikovanih i.m. olovo-acetatom tokom 7 dana u dnevnoj dozi od 10 mg/kg
tielesne mase.

S druge strane, Diefy i saradnici (2014) su primjetili da se, pri intoksikaciji
olovo-acetatom koncentracije 100 ppm putem vade libitum tokom 12 sedmica,
vrijednosti leukograma mijenj@u odnosu na kontrolnu grupu na dva nacina. Ukupan
broj leukocita se znacajno povecao u drugoj i Cetvrttoj sedmici eksperimenta, dok je u
desetoj 1 dvanaestoj zabiljezio znacajan pad, u odnosu na vrijednosti kontrolne grupe.

Limfociti, granulociti i moneiti su pokazali iste promjene kao i leukociti, znacajno
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smanjene vrijednosti po okoncanju eksperimenta, s tim da je pad proporcije granulocita
uocCen i u prvom dijelu eksperimenta. Autori smatraju da je smanjenje ukupnog broja
leukocita direktno povezano sa smanjenom leukopoezom u limfoidnim orgaitima,
povecanim liziranjem bijelih krvnih ¢elija usljed prsustva olova u organizmu, dok je
prvobitno povecéanje prisustva leukocita u perifernoj cirkulaciji uslovljeno imunim
odgovorom organizma, leukocitozom, neksi¢ni efekat olova na leukopoezu u
limfoidnim organima.

Pri izazivanju septickog Soka laboratorijskim pacovima i.v. administracijom
Escherichia coli(1x10 CFU/100g tjelesne mase) uodavaju se promjene leukograma veé
unutar prvih nekoliko sati. Tako se nakon 1.5 kati moze konstatovati znacajno
smanjenje ukupnog broja leukocita, povecanje proporcije neutrofila i smanjenje
proporcije limfocita u odnosu na nulta vrijemevrijeme administracije bakterijske
suspenzije. Medutim, u komparaciji sa vrijednostima kontrolne grupe autori
(Dembovskaet al, 2008) su uocili signifikantno smanjenje broja leukocita samo pri
okoncanju eksperimenta, 5 sati nakon izazivanja septickog Soka, dok promjene u
diferencijalnoj krvnoj slici nemaju statisticki znacaj.

S druge strane, El-Boshy i saradnici (2013) su konstatovali leukocitozu i
neutrofiliju pri oralnoj infekciji eSerihijom Wistar pacova (3xTOCFUmI). Krv uzeta
kardijalnom punkciju sedmicu dana pecetku infekcije je imala znacajno veci broj
leukocita, kao i poscanu proporciju neutrofila u odnosu na neinficirane jedinke. Tri
sedmice po infekciji, leukogram inficiranih jedinki se vratio u normalne, fizioloSke
granice.

Analiza ukupnog broja leukocita pokazuje da bakterijska infu@&x10
CFU/ml) izaziva leukopeniju usljed smanjenog broja limfocita i monocita unutar prva tri
sata od izazivanja bakteremije, potanmacajnu leukocitozu i granulocitozu dvadeset i
jedan ¢as kasnije (Guarda et al, 2015).

Visestrukom komparacijom dobijenih vrijednosti leukograma izmedu jedinki
razli¢itih grupa tretiranih olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom (Pb-E-24 &, Pb-E-24
Q, Pb-E-72 &' i Pb-E-72 Q) uocavaju se znacajne promjene samo za proporcije limfocita
i neutrofila u diferencijalnim krvnim slikama Zrtvovanih jedinki. Ostali parametri bijele

loze se nalaze izvan statisticke signifikantnosti (grafikoni 379-384).
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Grafikon br. 379 Broj leukocita po litri krvi
jedinki intoksikovanih olovo-acetatom i

inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 380 Srednje vrijednosti
proporcija neutrofila jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom
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Grafikon br. 381 Srednje vrijednosti
proporcija eozinofila jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 382 Srednje vrijednosti
proporcija bazofila jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom
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Grafikon br. 383 Srednje vrijednosti
proporcija limfocita jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 384 Srednje vrijednosti
proporcija monocita jedinki intoksikovanih

olovo-acetatom i inficiranih eSerihijom

Najmanja proporcija neutrofila (grafikon 380} zabiljezena kod zenki

zrtvovanih 24 casa od injekcije bakterijske suspenzije, znacajno niza od vrijednosti
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evidentiraanih za muzjake Pb-E-72 (p=0.018) mia iznad granice znacaja u odnosu na
zenke Pb-E-72 (p=0.051).Neutropenija zabiljezena kod Pb-E-24 @ je bila pracena
limfocitozom (grafikon 383), posebno u odnosu na jedinke grupe PbEp=0.025).

4.3.4.1 Leukogramvirijeme Zrtvovanja (24 i 72h)

Poredenjem vrijednosti leukograma nedu jedinki zrtvovanih u razlicito
postaplikativno vrijeme, statisticki znaajne razlike nisu uocene za ukupan broj
leukocita, proporcije eozinofila, bazofila i monocita (grafikoni 385, 387, 388 i 390) dok
se pri kasnijem zrtvovanju kod inficiranih jedinki pojenih olovo-a@éom uocava

neutrofilija prac¢ena limfopenijom (grafikoni 386i 389).

Broj leukocita Proporcije neutrofila

x10%/I 0.261

6.50 6.02 6.04 0.300
0.169
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5.50 0.100
5.00 - 0.000 - T 1

Pb-E-24 $+Q Pb-E-72 3+

Pb-E-24 3+Q Pb-E-72 349

Grafikon br. 385 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 386 Komparacija proporcije
neutrofila izmedu jedinki rtvovanih nakon
24 72 sata

Proporcije eozinofila

0.004
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Proporcije bazofila
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0.000 -

Pb-E-24 3+Q Pb-E-72 3+

Grafikon br. 387 Komparacija proporcije

Grafikon br. 388 Komparacija proporcije

eozinofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
241 72 sata

bazofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i
72 sata

Znacajno veéi broj neutrofila je zabiljezen kod jedinki zrtvovanih 72 ¢asa po

izazivanju bakterijske infekcije (p=0.017kao i signifikantno nizi broj limfocita

(p=0.020) u odnosu na jedinke zrtvovane 48 Casova ranije.
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Grafikon br. 389 Komparacija proporcije
limfocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata

4.3.4.2. Leukogram i pol

Grafikon br. 390 Komparacija proporcije
monocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata

Broj leukocita

x109/I 6.08
6.10
6.05
6.00
5.95

5.90 - . .
Pb-E & Pb-E @

Proporcije neutrofila

0.235

0.250

0.200

0.150

0.100 - . .
Pb-E & Pb-E @

Grafikon br. 391 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 392 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 393 Komparacija proporcije

eozinofila izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 394 Komparacija proporcije

bazofila izmedu muzjaka i Zenki
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Analiza leukograma jedinki razli¢itog pola nije pokazala statisticki znacajne

razlike nijednog posmatranog parametra (p>0.050).

Proporcijelimfocita

L5000 0.741 0.776
0.700
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0.300
0.100 - .
Pb-E & Pb-E Q

Proporcije monocita
0.001 0.001
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0.001
0.000 - ;
Pb-E & Pb-E ¢

Grafikon br. 395 Komparacija proporcije

limfocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 396 Komparacija proporcije

monocita izmedu muZjaka i Zenki
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4.3.5. Tretman aloksanom (All-0)

Jedinke sa vjestacki izazvanom hiperglikemijom su imale veéi broj leukocita po
litri krvi od kontrolnih jedinki (tabela 34), koji se kretao od 6.20 - 7.08%1prosjecno
6.54x10/l krvi. Dobijene vrijednosti ovog parametra se i dalie nalaze u opsegu
referentnih vrijednosti Sharp i Villano, 2013; Davidovi¢, 2013; Uduak et al, 2013;
Liberati et al, 2004; Prichet i Corning, 200810ji¢, 2004; Rusov, 1984; Charles Rive

Laboratories, 1998).
Tabela br. 34 Parametri bijele loze jedinki tretiranih aloksanom (All-0)

Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORMI| LEUKOCITA
leukocita

x10%1 krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti

o 1 6.40 0.320 0.090 0.000 0.530 0.060
- 2 6.20 0.100 0.000 0.000 0.890 0.010
g 3 6.20 0.220 0.000 0.010 0.720 0.050
= 4 6.60 0.060 0.000 0.000 0.940 0.000
< 5 6.40 0.060 0.010 0.000 0.930 0.000
. 1 6.20 0.150 0.090 0.020 0.720 0.020
- 2 6.20 0.190 0.020 0.000 0.740 0.050
g 3 6.60 0.150 0.050 0.020 0.770 0.010
= 4 6.80 0.210 0.030 0.000 0.760 0.000
< 5 6.20 0.020 0.000 0.000 0.980 0.000
. 1 6.80 0.070 0.020 0.000 | 0.900 | 0.010
~ 2 6.20 0.250 0.010 0.040 | 0.680 | 0.020
g 3 6.80 0.300 0.050 0.000 | 0.640 | 0.030
= 4 7.00 0.170 0.010 0.000 | 0.820 | 0.000
< 5 6.80 0.230 0.060 0.010 | 0.700 | 0.000
o 1 6.40 0.210 0.000 0.020 | 0.770 | 0.000
o~ 2 6.60 0.230 0.000 0.010 0.750 0.010
g 3 6.60 0.120 0.040 0.000 | 0.840 | 0.000
<::: 4 7.00 0.160 0.040 0.010 | 0.770 | 0.020
5 6.80 0.180 0.020 0.000 | 0.770 | 0.030

AVG 6.54 0.170 0.027 0.007 0.781 0.016

o MIN 6.20 0.020 0.000 0.000 0.530 0.000
<=;: MAX 7.00 0.320 0.090 0.040 0.980 0.060
STDEV 0.28 0.081 0.029 0.011 0.110 0.019
cov 4.34 47559 | 106.872 | 154.419 | 14.050 | 118.932

Proporcija neutrofilnih granulocita u diferencijalnoj krvnoj slici jedinki
tretiranih aloksanom je imala vrijednosti od 0.020.3220, prrosjec¢no 0.170, sli¢no

vrijednostima dobijenim za jedinke kontrolne grupe.
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Vrijednosti proporcije eozinofila su takode bile veoma slicne onima kod
kontrolne grupe sa maksimumom od 0.096okjecnom vrijednoséu 0.027.

Rasponproporcije bazofila je smanjen kod tretiranih jedinki u odnosu na
netretirane sa najve¢im udjelom od 0.040, dok su ostvarili istu srednju vrijednost
uzorka, 0.007.

Udio limfocita u leukogramu tretiranih jedinki je iznosio od 0.530 - 0.980,
prosje¢no 0.781, neznatno vise nego kod kontrolnih jedinki, kao imonocita, do 0.060,
prosjecno 0.016.

Pri indukciji dijabetesa aloksanom u dozi 70 mg/kg tjelesne mase, i.v., Akah i
saradnici (2009) su primijetili u diferencijalnoj krvnoj slici pacova izrazenom
hiperglikemijom povecanje proporcije neutrofila, monocita i bazofila, snizen udio
limfocita i eozinofila i povecan ukupan broj leukocita, u odnosu na kontrolne jedinke.

Poveéanje ukupnog broja leukocita je uoceno i kod dijabeti¢nih miseva.
Sengupta 1 saradnici (20123u izazvali dijabetes misevima intraperitonealnom
injekcijom aloksana u dozi od 120 mgkg tjelesne mase, radi utvrdivanja
antihiperglikemijskih efekata razli¢itih rastvora ekstrakata lis¢a Cajanus cajan pritom
kod jedinki dijabeti¢ne kontrole konstatovali poveéanje ukupnog broja leukocita,
smanjenje broja eritrocita, smanjenje koncentracije hemoglobina i gubitak tjelesne mase.

Trideset dana od s.c. injekcije 150 mg/kgkadma pacovi dijabeti¢ne kontrole su
pokazali neznatno smanjenu vrijednost ukupnog broja leukocita, povecanje proporcije
neutrofila i smanjenje proporcija limfocita, monocita i eozinofila u odnosu na jedinke

kontrolne, netretirane grupe (Mhammeidal, 2015).

Broj leukocita Proporcije neutrofila
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7.00 672 6.68 0.250 o on
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All-0-24 All-0-24 All-0-72 All-0-72
3 Q 3 ¢

All-0-24 All-0-24 All-0-72 All-0-72
3 ? §) ?

Grafikon br. 397 Broj leukocita po litri krvi
jedinki tretiranih aloksanom

Grafikon br. 398 Srednje vrijednosti
proporcija neutrofila jedinki tretiranih

aloksanom
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Visestrukom komparacijom dobijenih vrijednosti leukograma izmedu razli¢itih
grupa sa indukovanim aloksanskim dijabetesom (grafikoni 397-4@L uocene

statisticki znacajne razlike za pojedine parametre (p>0.050).

Proporcije eozinofila Proporcije bazofila
0.038 0.010
0.040 0.030 0.010 0.008 0.008
0.030 1" 0.020 0.020 0.008
0.006
0.020 0.004 0.002
0.010 0.002
0.000 - . . . . 0.000 - . . . .
All-0-24 All-0-24 All-0-72 All-0-72 All-0-24 All-0-24 All-0-72 All-0-72
3 ? 3 ? 3 ? 3 Q
Grafikon br. 398 Srednje vrijednosti Grafikon br. 399 Srednje vrijednosti
proporcija eozinofila jedinki tretiranih proporcija bazofila jedinki tretiranih
aloksanom aloksanom
Proporcije limfocita Proporcije monocita
0.024
0.900 9892 0.794 743 0.780 0.025
0.700 0.020
0.015 : :
0.500 0.010
0.300 0.005
0.100 - . . . - 0.000 - . . ; .
All-0-24 All-0-24 All-0-72 All-0-72 All-0-24 All-0-24 All-0-72 All-0-72
3 ? <) ? 3 ? <) ?
Grafikon br.400 Srednje vrijednosti Grafikon br. 401 Srednje vrijednosti
proporcija limfocita jedinki tretiranih proporcija monocita jedinki tretiranih
aloksanom aloksanom

4.3.5.1 Leukogramvirijeme zZrtvovanja (24 i 72h)

Poredenje vecine dobijenih parametara (grafikoni 403-407 izmedu jedinki sa
vjeStacki izazvanim dijabetesom, zrtvovanih u razli¢itom postaplikativnom (od i.p.
ubrizgavanja fizioloSkog rastvora) periodu nije pokazalo statisticki znacajna odstupanja
(p>0.050).

Signifikantno poveéanje ukupnog broja leukocita (grafikon 402) je uoceno kod
jedinki zrtvovanih 72 ¢asa od aplikacije fizioloskog rastvora, u odnosu na one zrtvovane

48 Casova ranije (p=0.007).
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Grafikon br. 402 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 403 Komparacija proporcije
neutrofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
24 72 sata

Proporcije eozinofila

n-n30
U.Uso

0.029 0.
0.024
0.019
0.014

All-0-24 3+Q  All-0-72 3+9

Proporcije bazofila

0.009
0.010

0.005

0.000 - T T

All-0-24 3+  All-0-72 3+9

Grafikon br. 404 Komparacija proporcije
eozinofila izmedu jedinki frtvovanih nakon
24 72 sata

Grafikon br. 405 Komparacija proporcije
bazofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

72 sata
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Grafikon br. 406 Komparacija proporcije
limfocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata

Grafikon br. 407 Komparacija proporcije
monocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata
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4.3.5.2. Leukogram i pol

Broj leukocita
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Grafikon br. 408 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 409 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 410 Komparacija proporcije

eozinofila izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 411 Komparacija proporcije

bazofila izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 412 Komparacija proporcije

limfocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 413 Komparacija proporcije

monocita izmedu muZjaka i Zenki

Pripadnost razli¢itim polovima nije doprinjela povecanju razlika pracenih

parametara leukocitne formule pacova tretiranih aloksanom (p>0.050). Posmatrani

parametri su predstavljeni grafikonima 408-413.
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4.3.6.Infekcija eSerihijom jedinki tretiranih aloksanom (All-E)

Vrijednosti leukograma svih jedinki intoksikovanih aloksanom i inficiranih

eSerihijom su predstavljene u tabeli 35.

Tabela br. 35 Parametri bijele loze inficiranih jedinki tretiranih aloksanom (All-E)

Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORM| LEUKOCITA
leukocita

x10%1 krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti

0 1 6.60 0.090 0.020 0.000 | 0.880 | 0.010
X 2 7.00 0.390 0.040 0.010 | 0.540 | 0.020
U] 3 6.60 0.130 0.020 0.020 | 0.820 | 0.010
= 4 6.80 0.280 0.020 0.020 | 0.670 | 0.010
< 5 6.20 0.120 0.050 0.040 0.780 | 0.010
o 1 7.20 0.160 0.060 0.000 0.160 | 0.030
X 2 6.40 0.180 0.010 0.000 0.750 | 0.006
U] 3 6.60 0.110 0.010 0.000 0.860 | 0.020
= 4 7.00 0.150 0.010 0.010 0.800 | 0.030
< 5 5.40 0.110 0.000 0.000 0.870 | 0.020
0 1 8.20 0.160 0.020 0.010 | 0.780 | 0.030
a 2 7.60 0.140 0.020 0.000 | 0.780 | 0.060
U] 3 5.00 0.230 0.000 0.000 | 0.770 | 0.000
= 4 7.20 0.300 0.020 0.010 | 0.580 | 0.090
< 5 8.00 0.190 0.010 0.000 | 0.790 | 0.010
o 1 7.20 0.440 0.000 0.000 | 0.510 | 0.050
N 2 7.60 0.280 0.020 0.000 | 0.700 | 0.020
W 3 7.20 0.210 0.030 0.000 | 0.740 | 0.020
= 4 6.40 0.220 0.010 0.000 | 0.740 | 0.030
< 5 7.40 0.040 0.000 0.000 | 0.930 | 0.003
AVG 6.88 0197 | 0019 | 0006 | 0723 | 0.024

" MIN 5.00 0.040 0.000 0.000 0.160 0.000
= MAX 8.20 0.440 0.060 0.040 0.930 0.090
< STDEV 0.78 0.101 0.016 0.010 0.172 0.022
Ccov 11.37 51.245 | 88.168 | 174.383 | 23.774 | 90.230

Pod uticajem infekcije 1 intoksikacije aloksanom doslo je do povecanja ukupnog
broja leukocita tretiranih jedinki u odnosu na kontrolnu grupu. Vrijednosti ovog
parametra su imale raspon 5.00 - 8.2641@vi, odnosno 6.88x1W krvi prosjetno za
grupu tretiranu aloksanom 1 inficiranu eSerihijom, S§to je 1 dalje u saglasnosti sa
referentnim vrijednostiméSharp i Villano, 2013; Davidovi¢, 2013; Uduak et al, 2013,
Liberati et al, 2004, Prichet i Corning, 200810ji¢, 2004; Rusov, 1984, Charles River
Laboratories, 1998).
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Leukocitna formula inficiranih jedinki tretiranih aloksanom je pretrpila manje
promjene u odnosu na jedinke kontrolne grupe. Takor gporcija neutrofila u krvi
tretiranih jedinki lagano uvecana u odnosu na kontrolne jedinke i imala je vrijednosti od
0.040 -0.440, prosjec¢no 0.197. Udio eozinofila je lagano smanjen (do 0.066;0.019),
propor cija bazofila je gotovo identi¢na onoj kod jedinki kontrolne grupe (maksimalno
0.040, x=0.006), limfocita umanjena (0.160 - 0.93%=0.723), amonocita lagano
uvecana u odnosu na kontrolnu grupu (do 0.090,x=0.024). Sve vrijednosti leukocitne
formule hiperglikemi¢nih jedinki inficiranih eSerihijom su ostale u saglasnosti sa
referentnim vrijednostima navedenim od strane veéine autora (Lindstromet al, 2015;
Sharp i Villano, 2013; Thralét al, 2012; Moore, 2000; Charles River Laboratories,
1998; Jain, 1993 i Rusov, 1984).

Indukcijom dijabetesa injekcijom aloksana u dozi 80 mg/kg tjelesne mase, i.v.,
Wistar pacovima Chigozie i Chidinma (2012) su pored ostalih promjena uocili
povecanje ukupnog broja leukocita, smanjenje udjela neutrofila, praéeno povecanjem
proporcije limfocita ucirkulaciji jedinki sa potvrdenom hiperglikemijom. Povecanje
ukupnog broja leukocita u perifernoj cirkulaciji je znacajan faktor rizika za razvoj
oboljenja srane arterije, Sto predstavlja dodatnu komplikaciju u lijecenju dijabeti¢nih
pacijenata.

Helal i saradnici (2005) pretpostavljaju da je&jno povecanje ukupnog broja
leukocita kod jedinki sa aloksanom indukovanim dijabetesom (120 mg/kg, s.c.) nastalo
vjerovatno usljed povecane hemopoetske aktivnosti izazvane hemolizom eritrocita.
Proporcija limfocita je smanjena, kao odgovor na stresne uslove nakon injekcije
antigena (aloksana) ili usljed produkcije specifi¢nih i nespecifiénih antitjela protiv
razli¢itih antigena, jer su limfociti odgovorni za postizanje mehanizma odbrane u
organizmu. Autori takode zauzimaju stav da je do povecanog udjela neutrofila u
cirkulaciji doslo zbog njihove angazovanosti u fagocitozi razlicitih antigena.

Izuzetno visoko povecanje ukupog broja leukocita je zabiljezio Oladunmoye
(2006) pri oralnom unosu standardnog inokuluEna@oli (NCIB 86, 1x16CFU/mI) kod
albino pacova. Uocio je 1 poveCane vrijednosti neutrofila i smanjene vrijednosti
limfocita kod inficiranih jedinki, Sto povezuje sa uobiCajeno vecom proporcijom
neutrofila tokom aktivne infekcije.

Poredenjem dobijenih vrijednosti leukograma jedinki intoksikovanih aloksanom

i inficiranih eSerihijom (grafikoni 414-419 signifikantna odstupanja sa uocavaju samo
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za proporciju bazofila, dok se komparacije ostalih parametara nalaze izvan granica

statistickog znacaja (p>0.050).
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Grafikon br. 414 Broj leukocita po litri krvi
jedinki tretiranih aloksanom i inficiranih

eSerihijom

Grafikon br. 415 Srednje vrijednosti
proporcija neutrofila jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom
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Grafikon br. 416 Srednje vrijednosti
proporcija eozinofila jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 417 Srednje vrijednosti
proporcija bazofila jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom
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Grafikon br. 418 Srednje vrijednosti
proporcija limfocita jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom

Grafikon br. 419 Srednje vrijednosti
proporcija monocita jedinki tretiranih

aloksanom i inficiranih eSerihijom
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U okviru posmatranog uzorka od dvadeset jedinki tretiranih aloksanom i

inficiranih eSerihijom, proporcija bazofila je dostigla svoj maksimum kod jedinki grupe

All-E-24 & (grafikon 417) Znacajno nize vrijednosti su zabiljeZene kod jedinki grupe
All-E-24 © (p=0.007) i jedinki grupe All-E72 & (p=0.016).

4.3.6.1 Leukogramvirijeme zrtvovanja (24 i 72h)

Primjenom nezavisnog T testa na dobijene vrijednosti leukograma dijabeti¢nih

jedinki Zrtvovanih u razli¢itom postpalikativnom periodu ne uocavaju se statisticki

znacajne razlike (p>0.050). Ukupan broj leukocita se povecao kod jedinki zrvovanih

kasnije, ali nedovoljno da bi to bilo signifikantno, a promjene u proporcijama pojedinih

leukocitnih formi su takode bile statisti¢ki zanemarive (grafikoni 420-425).
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Grafikon br. 420 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 421 Komparacija proporcije
neutrofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
24 72 sata
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Grafikon br. 422 Komparacija proporcije
eozinofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
241 72 sata

Grafikon br. 423 Komparacija proporcije
bazofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24 i

72 sata
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Grafikon br. 424 Komparacija proporcije
limfocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata

4.3.6.2. Leukogram i pol

Grafikon br. 425 Komparacija proporcije

monocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon 24

i 72 sata
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Grafikon br. 426 Komparacija vrijednosti
brojaleukocita po litri krvi izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 427 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 428 Komparacija proporcije

eozinofila izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 429 Komparacija proporcije

bazofila izmedu muZjaka i Zenki
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Vrijednosti bijele loze pripadnika razli¢itog pola intoksikovanih aloksanom i

inficiranih eSerihijom nisu pokazale znafajna odstupanja za ukupan broj leukocita i

proporcije neutrofila, eozinofila, limfocita i monocita (grafikoni 426-428 i 430-431),

dok je udio bazofila (grafikon 42%od jedinki Zenskog pola bio zna¢ajno nizi u odnosu

na vrijednosti ostvarene u diferencijali®@ynoj slici muzjaka (p=0.038).
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Grafikon br. 430 Komparacija proporcije

limfocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 431 Komparacija proporcije

monocita izmedu muZjaka i Zenki
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4.3.7. Tretman aloksanom i olovo-acetatom (A-0)

Dobijene vrijednos leukograma jedinki podvrgnutih sinergistickom dejstvu

olovo-acetata i aloksana su predstavljene u tabeli 36.

Ukupan broj leukocita se kretao u rasponu od 5.40 - 6.80¥1@rvi, sa

prosjeénom vrijednoséu od 6.17x10%1 krvi. Takvi rezultati su lagano pecani u odnosu

na dobijene kod jedinki kontrolne grupe, a i jedni i drugi su u saglasnosti sa havedenim

referentnim vrijednostima (Sharp i Villano, 2013; Davidovi¢, 2013; Uduak et al, 2013;
Liberati et al, 2004; Prichet i Corning, 200810ji¢, 2004; Rusov, 1984; Charles River

Laboratories, 1998).

Tabela br. 36 Parametri bijele loze jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (All-Pb-0)

Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORMI| LEUKOCITA
leukocita

x10% krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti

“O 1 6.00 0.210 0.050 0.000 | 0.680 | 0.060
EI 2 6.60 0.280 0.020 0.000 | 0.680 | 0.020
2 3 5.60 0.280 0.010 0.010 | 0.680 | 0.020
as 4 6.60 0.290 0.010 0.000 | 0.690 | 0.010
<:1: 5 5.40 0.210 0.020 0.010 | 0.760 | 0.020
Ot 1 6.00 0.310 0.010 0.000 | 0.650 | 0.030
3. 2 6.00 0.190 0.010 0.000 | 0.770 | 0.030
2 3 5.60 0.190 0.000 0.010 | 0.780 | 0.020
as 4 5.80 0.250 0.000 0.000 | 0.740 | 0.010
ff 5 6.20 0.250 0.020 0.000 0.710 | 0.020
YO 1 6.40 0.330 0.000 0.000 0.640 | 0.030
‘“:7' 2 6.60 0.210 0.010 0.000 0.760 | 0.020
z 3 6.40 0.300 0.010 0.000 0.650 | 0.040
al 4 5.60 0.280 0.040 0.010 0.670 | 0.000
<:[ 5 6.60 0.250 0.000 0.000 0.740 | 0.010
Ot 1 6.20 0.340 0.000 0.020 0.640 | 0.000
g 2 6.40 0.290 0.020 0.000 | 0.670 | 0.020
z 3 6.00 0.210 0.010 0.000 0.740 | 0.040
& 4 6.80 0.220 0.020 0.000 0.740 | 0.020
< 5 6.60 0.250 0.000 0.030 0.720 | 0.000
AVG 6.17 0.257 0.013 0.005 0.706 0.021

z MIN 5.40 0.190 0.000 0.000 0.640 0.000
o | MAX 6.80 0.340 | 0.050 | 0.030 | 0.780 | 0.060
< | STDEV 0.42 0.046 0.013 0.008 0.046 0.015
cov 6.76 17.858 | 103.203 | 183.462 | 6.511 | 70.630

Proporcija neutrofila se kretala od 0.190 0.340, prosjecno 0.257, $to

predstavlja povecanje vrijednosti u odnosu na zabiljeZzene kod jedinki kontrolne gupe.
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Ovakve vrijednosti su u glasnosti sa onim navedenim kod Lindstrom i saradnika
(2015), Dividovi¢ (2013), Thrall i saradnika (2012), Charles River Laboratories (1998),
Jain (1993) i Rusov (1984) za zdrave jedinke.

Udio eozinofila u diferencijalnoj krvnoj slici pacova tretiranih olovo-acetatom i
aloksanom je bio nesto nizi nego kod jedinki kontrolne grupe sa maksimalnim udjelom
od 0.050, prosjecno 0.013. Snizene su i vrijednosti proporcija bazofila (do 0.030,
x=0.005)i limfocita (0.640 - 0.780x=706), dok je povecano prisustvo monocita (max
0.060,%x=0.021) kod tretiranih u odnosu na kontrolne jedinke. Dobijene vrijednosti ne
odstupaju u véoj mjeri od referentnih (Lindstroret al, 2015; Sharp i Villano, 2013;
Thrall et al, 2012; Moore, 2000; Charles River Laboratories, 1998; Jain, 1993 i Rusov,
1984).

Pri vjestacki izazvanom dijabetesu, intraperitonealnom injekcijom aloksana u
dozi od 160 mg/kg tjelesne mase, Muhammad i saradnici (2012) su uocili signifikantno
povecanje ukupnog broja leukocita, povecanu proporciju limfocita 1 smanjenu
proporciju neutrofila u odrsm na vrijednosti nedijabeti¢nih jedinki.

Aloksanska dijabetogeneza izaziva perturbacije u maticnim c¢elijama koStane
srZi, Sto rezultuje povecanjem ukupnog broja leukocita, pove¢anjem proporcije limfocita
i smanjenjem udjela granulocita u krvi pacova uzetoj kardijalnom punkcijom @Edet
al., 2013).

Mannem (2014) je uocio znacajno povecanje ukupnog broja leukocita kod
pacova intoksikovanih olovo-acetatom u dozi 200 mg/kg tjelesne mase tokom osam
sedmica S$to objasnjava uobi¢ajenom reakcijom imunog sistema na prisustvo
toksikanata u organizmu.

Olovo prianja na bijele krvne ¢elije oSte¢ujuéi ih na taj na¢in. Najveci dio olova
unesenog u organizam se deponuje u kostima, gdje uzrokuje dodatleeprdioze se
umijesati u produkciju leukocitg uticu¢i na smanjenje njihovog broja u cirkulacijiS
druge strane, olovo moze indukovati imuni odgovor uticu¢i na proporciju neutrofila i
limfocita, pri ¢emu je uobicajena pojava neutrofilije pracene limfopenijom. Evidentirano
je izrazeno odsustvo malih limfocita u diferencijalnoj krvnoj slici pacova tretiranih
intraperitonealno olovo-acetatom u dozi od 15 mg/kg tjelesne mase, tokom sedam dana
(Ghoshet al, 2014).
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Grafikon br. 432 Broj leukaocita po litri krvi

jedinki tretiranih aloksanom i olovo-

acetatom

Grafikon br. 433 Srednje vrijednosti
proporcija neutrofila jedinki tretiranih

aloksanom i olovo-acetatom
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Grafikon br. 434 Srednje vrijednosti
proporcija eozinofila jedinki tretiranih

aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 435 Srednje vrijednosti
proporcija bazofila jedinki tretiranih
aloksanom i olovo-acetatom
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Grafikon br. 436 Srednje vrijednosti
proporcija limfocita jedinki tretiranih
aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 437 Srednje vrijednosti
proporcija monocita jedinki tretiranih

aloksanom i olovo-acetatom
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Visestrukom komparacijom dobijenih vrijednosti leukograma pacova tretiranih

olovo-acetatom i aloksanom ne uocavaju se statisticki znaCajne razlike izmedu

pripadnika razli¢itih grupa (grafikoni 432-437.

4.3.7.1 Leukogramvirijeme zrtvovanja (24 1 72h)

Broj leukocita
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Grafikon br. 438 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 241 72 sata

Grafikon br. 439 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
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Grafikon br. 440 Komparacija proporcije
eozinofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
24 72 sata

Grafikon br. 441 Komparacija proporcije
bazofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24| 72 sata

Ukupan broj leukocita se znacajno povecao kod jedinki Zrtvovanih kasnije

(p=0.038), vjerovatno pod uticajem aloksanskog dijabetesa (grafikon 438). Proporcije

pojedinih leukocitnih formi u diferencijallnoj krvnoj sligdinki Zrtvovanih u razli¢itom

postaplikativnom periodu nisu pokdeditne razlikeu odnosu na vrijeme Zrtvovanja, 24

i 72 Casa od aplikacije fizioloskog rastvora (grafikoni 439-443.
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Grafikon br. 442 Komparacija proporcije
limfocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24 72 sata

4.3.7.2. Leukogram i pol

Grafikon br. 443 Komparacija proporcije
monocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24| 72 sata
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Grafikon br. 444 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 445 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 446 Komparacija proporcije

eozinofila izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 447 Komparacija proporcije

bazofila izmedu muZjaka i Zenki
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Polna pripadnost nije rezultovala razli¢itim vrijednostima parametara bijele

krvne loze (grafikoni 444-449).
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Grafikon br. 448 Komparacija proporcije

limfocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 449 Komparacija proporcije

monocita izmedu muZjaka i Zenki
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4.3.8.Infekcija eserihijom jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom (AlIPb-E)

Krvni razmazi inficiranih jedinki dvojne intoksikacije su diferencirani i dobijeni

rezultati su predstavljeni u tabeli 37.

Ukupanbroj leukocita tretiranih pacova se kretao od 5.80 - 7.60xjfbsjecno

6.70x10/1 krvi, $to je uveéano u odnosu na vrijednosti dobijene kod jedinki kontrolne

grupe, mada i dalje u saglasnosti sa referentnim vrijednostima (Sharp i Villano, 2013;

Davidovi¢, 2013; Uduak et al, 2013; Liberatiet al, 2004; Prichet i Corning, 2004
Stoji¢, 2004; Charles River Laboratories, 1998 i Rusov, 1984).

Tabela br. 37 Parametri bijele loze inficiranih jedinki tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

(All-Pb-E)
Broj PROPORCIJE POJEDINIH FORMI LEUKOCITA
leukocita
x10%1 krvi | Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti
N 1 6.60 0.140 0.010 0.000 | 0.840 | 0.010
n 2 6.20 0.260 0.010 0.000 | 0.700 | 0.030
g O 3 6.00 0.230 0.000 0.010 | 0.720 | 0.040
- 4 6.80 0.240 0.000 0.010 | 0.730 | 0.020
< 5 6.40 0.280 0.020 0.000 | 0.680 | 0.020
N 1 6.20 0.190 0.000 0.000 0.700 | 0.010
n 2 5.80 0.290 0.030 0.000 0.630 | 0.050
g OH 3 6.60 0.260 0.000 0.000 0.740 | 0.000
- 4 6.00 0.220 0.010 0.000 0.760 | 0.010
< 5 6.40 0.310 0.000 0.010 0.660 | 0.020
N 1 7.20 0.120 0.020 0.010 0.800 | 0.050
L 2 7.20 0.280 0.000 0.000 0.710 | 0.010
g he) 3 7.40 0.240 0.030 0.000 0.710 | 0.020
- 4 6.80 0.270 0.010 0.020 0.670 | 0.030
< 5 7.00 0.080 0.010 0.000 0.890 | 0.020
N 1 6.60 0.220 0.000 0.000 | 0.770 | 0.010
Ll 2 7.40 0.250 0.020 0.010 | 0.690 | 0.030
g oH 3 7.60 0.340 0.010 0.000 | 0.650 | 0.000
- 4 6.80 0.280 0.000 0.000 | 0.720 | 0.000
< 5 7.00 0.310 0.020 0.010 0.640 | 0.020
AVG 6.70 0.241 0.010 0.004 0.721 0.020
w MIN 5.80 0.080 0.000 0.000 0.630 0.000
'n?. MAX 7.60 0.340 0.030 0.020 0.890 0.050
< | STDEV 0.51 0.066 0.010 0.006 0.066 0.015
cov 7.66 27.365 | 102.598 | 149.561 | 9.190 | 74.339

Relativha leukocitarna formula inficiranih pacova tretiranih aloksanom i olovo-

acetatom je promijenjena u odnosu na jedikdetrolne grupe, pri ¢emu su odstupanja
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nastala za proporcije neutrofila i eozinofila, a ostali parametri se ne razlikuju mnogo od
istih kod netretiranih jedinki.

Proporcija neutrofila jedinki ove grupe (0.080 - 0.34(~0.241) je imala
povecane vrijednosti u odnosu na netretirane jedinkdio eozinofila je smanjen (max
0.030,x=0.010), dokpropor cije bazofila (do 0.020x=0.004),limfocita (0.630 - 0.890,
x=0.721) imonocita (do 0.050,x=0.020)ne odstupaju od vrijednosti zabiljeZzenih kod
jedinki kontrolne grupe.

Pri hematoloskim analizama pacova intoksikovanih olovo-acetatom uocava se
znacajno smanjenje ukupnog broja leukocita u perifernoj cirkulaciji (El-Nahal, 2010).
Karamala i saradnici (2011) su dobili suprotne rezultaiecti su poveéanje ukupnog
broja leukocita u krvi pacova tretiranih razli¢itim dozama olovo-acetata, kao i
promjenjenu leukocitarnu formulu u kojoj se uocava poveéanje udjela neutrofila i
smanjenje proporcije limfocitaPovecanje udjela neurofila, kao i ukupnog broja
leukocitapacova izlozenih olovo-acetatu tokom osam nedelja (u dozi 100 mg/kg tjelesne
mase)u uocili i Abd ElI-Ghany i saradnici (2009).

Eksperimentalni dijabetes indukuje metabolicke promjene i povecava, barem
djelimi¢no, proporcije leukocitnih formi. Pri dijabetesu indukovanom aloksanom i.v. u
dozi od 32 mg/kg tjelesne mase, Crespilho i saradnici (2010) su uocili statisticki
znacdajno povecanje proporcije neutrofila u diferencijalnoj krvnoj slici tretiranih jedinki
u odnosu na netretirane, kao 1 pove¢anje ukupnog broja leukocita u cirkulaciji, ali bez
statistickog znacaja. Neutrofili dijabeticnih pacijenata ne povecavaju baktericidnu
aktvinost pri odgovoru na infekciju istog intenziteta u dengu sa nedijabeti¢énim
pacijentima (Mos®t al, 2000). Dijabetes smanjuje afinitet neutrofila prema endotelnim
¢elijama kapilara, §to §titi pluca od migracije neutrofila ¢ime se smanjuje oksidativha
produkcija. Uoceni porast udjela neutrofila u perifernoj cirkulacijioze biti rezultat
manjeadherentnosti ¢elija u ciljanim tkivima (Crespilh@t al, 2010).

Pri izbijanju akutne intraperitonealne bakterijske infekcije javljaju se dvije linije
odbrane od bakterijske invazije. Prva linija odbrane se sastoji od peritonealnih
rezidentnih celija, koje se sastoje pretezno iz makrofaga. Sekundarna linija odbrane je
predstavljena akutnim inflamatornim odgovorom koji ukljuuje povecanje broja
neutrofila. Neutrofili bivaju privuceni na mjesto infekcije hemotaksi¢nim faktorima, pa
fagocitiraju, ubijaju i eliminiSu bakterije iz organizma. Huang i saradnici (2002) su

zabiljezili znaCajno povecanje wudjela neutrofila u cirkulaciji pacova sa
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intraperitonealnom infekcijom uzrokovanom injekcijom bakterijske suspenzije,
Escherichija colj 1x10°CFU/mI.

Broj leukocita Proporcije neutrofila

x10?/I
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Grafikon br. 450 Broj leukocita po litri Krvi Grafikon br. 451 Srednje vrijednosti

inficiranih jedinki tretiranih aloksanomii proporcija neutrofila inficiranih jedinki

olovo-acetatom tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

Proporcije eozinofila Proporcije bazofila
0.014 0.006
0.015 0.010 0.006 -'0.004 0.004
0.010 ] ] 0.004 0.002
0.005 l 0.002 .
0.000 T T T T 1 0.000 T T T T Ll
,\P‘% ,»b‘ox /\’1/% /\'\IOX ,»b‘% ,\?‘OX /\'1/% /\'\'OX
\va' Ofo' Q&’ 0&’ 0&’ ~of<; ~of<; ~of<’
R Q R R R R R Q
NN N NN Ny

Grafikon br. 452 Srednje vrijednosti
proporcija eozinofila inficiranih jedinki

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 453 Srednje vrijednosti
proporcija bazofila inficiranih jedinki

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

ANOVA je pokazalastatisticki znacajne razlike izmedu grupa u broju leukocita

(p=0.000), a postoc analiza LSD testom je izdvojila znaCajno povecanje broja
leukocita kod muzjaka i zenki grupe All-Pb-E-72 u odnosu na AIRb-E-24 & (p=0.003 i

p=0.000) i AlPL-E-24 Q (p=0.004 i p=0.001).

Parametri relativne leukocitarne formule nisu pokazali statisticki znacajna

odstupanja vrijednosti dobijenih kod jedinki razli¢itih grupa inficiranih eSerihijom i

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom.

228



Rezultati rada i diskusija

Proporcije limfocita
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Grafikon br. 454 Srednje vrijednosti
proporcija limfocita inficiranih jedinki

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

Grafikon br. 455 Srednje vrijednosti
proporcija monocita inficiranih jedinki

tretiranih aloksanom i olovo-acetatom

4.3.8.1 Leukogramvirijeme zrtvovanja (24 i 72h)

Broj leukocita
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Grafikon br. 456 Komparacija vrijednosti
broja leukocita po litri krvi izmedu jedinki

Zrtvovanih nakon 24 i 72 sata

Grafikon br. 457 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu jedinki rtvovanih nakon

24 72 sata

Proporcije eozinofila
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Grafikon br. 458 Komparacija proporcije Grafikon br. 459 Komparacija proporcije
bazofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

241 72 sata

eozinofila izmedu jedinki Zrtvovanih nakon
241 72 sata
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Poredenjem dobijenih vrijednosti bijele krvne loze jedinki tretiranih aloksanom 1
olovo-acetatom u odnosna vrijeme izlaganja bakterijskoj infekciji, znacajna
odstupanja se uocavaju za povecan broj leukocita (grafikon 456) usljed duze izloZenosti
(p=0.000), dok razlike u proporcijama pojedinih leukocitnih formi (grafikoni 457-461)

nisu u nivou statistickog znacaja (p>0.050).

Proporcijelimfocita Proporcije monocita
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Grafikon br. 460 Komparacija proporcije
limfocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24 72 sata

4.3.8.2. Leukogram i pol

Grafikon br. 461 Komparacija proporcije

monocita izmedu jedinki Zrtvovanih nakon

24 72 sata

Broj leukocita
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Grafikon br. 462 Komparacija vrijednosti
brojaleukocita po litri krvi izmedu muZjaka i

Zenki

Grafikon br. 463 Komparacija proporcije

neutrofila izmedu muZjaka i enki

Pri komparaciji vrijednosti leukograma inficiranih jedinki intoksikovanih
aloksanom i olovo-acetatom u odnosu na polnu pripadnost (grafikoni 462-467) ne

uocavaju se statisticki signifikantne razlike (p>0.050).
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Grafikon br. 464 Komparacija proporcije

eozinofila izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 465 Komparacija proporcije

bazofila izmedu muZjaka i Zenki
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Grafikon br. 466 Komparacija proporcije

limfocita izmedu muZjaka i Zenki

Grafikon br. 467 Komparacija proporcije

monocita izmedu muzjaka i Zenki

231




Rezultati rada i diskusija

4.3.9. Komparacija dobijenih vrijednosti leukograma tretiranih i kontrolnih jedinki

Dobijene vijednosti pracenih parametara bijele krvne loze jedinki podvrgnutih
rezli¢itom tretmanu su uporedene sa onim dobijenim za jedinke kontrolnih grupa, K-0 i
K-E, kao i1 poredenjem sinergistickog efekta visestrukih tretmana u odnosu na dvojne i
pojedinacne intoksikacije. Vrijednosti statisticke signifikantnosti su izlozene u tabeli 38.

Tabela br. 38 Vrijednosti statistickog znacaja u komparaciji rezultata bijele loze tretiranih i
kontrolnih jedinki

LEUKOGRAM’
PROPORCIJE POJEDINIH FORMI LEUKOCITA negativna
i
tretman| L Neutrofili | Eozinofili | Bazofili | Limfociti | Monociti | pozitivna

kontrola
K-E 0.000 0.915 0.000 0.163 0.161 0.013 K-0
0.025 0.066 0.000 0.000 0.046 0.018 K-0

Pb-0 0.000 | 0.084 0.326 0.000 0.548 0.905 K-E
Pb-E 0.085 | 0.239 0.000 0.000 0.784 0.006 K-0
0.000 | 0.199 0.913 0.000 0.094 0.811 K-E

All-0 0.000 | 0.453 1.000 1.000 0.619 0.402 K-0
0.003 | 0.520 0.000 0.163 0.364 0.001 K-E

All-E 0.000 | 0.699 0.065 0.756 0.133 0.007 K-0
0.464 | 0.622 0.001 0.278 0.004 0.000 K-E

e 0.008 | 0.003 0.003 0.438 0.038 0.043 K-0
0.000 | 0.002 0.030 0.534 0.001 0.000 K-E

All-Pb-E 0.000 | 0.024 0.000 0.352 0.116 0.074 K-0

0.055 0.018 0.128 0.641 0.003 0.000 K-E
Sinergisticki efekat viSestrukih tretmana u odnosu na dvojne i pojedinacne
intoksikacije
0.000 0.000 0.231 0.000 0.000 0.000 Pb-0
0.015 0.000 0.003 0.438 0.010 0.232 All-0
0.000 0.000 0.585 0.000 0.000 0.000 Pb-0
0.000 0.275 0.157 0.000 0.194 0.000 Pb-E
All-Pb-E | 0.288 0.003 0.000 0.352 0.039 0.339 All-0
0.232 0.060 0.065 0.534 0.945 0.345 All-E
0.001 0.479 0.513 0.877 0.607 0.811 | All-Pb-0

All-Pb-0

Prema ocekivanjima, nastale su znacajne promjene u vecéini posmatranih
parametara usljed dejstva razliCitih tretmana, posebno kod inficiranih jedinki

podvrgnutih sinergtickom dejstvu oba toksikanta u odnosu na jedinke kontrolnih

grupa.

" Statisti¢ki znaGajne razike su oznaene roza bojom, dok plava polja oznatavaju vrijednosti
iznad statisticke signifikantnosti.
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U odnosu na neinficirane jedinke kontrolne grupe (K-O; negativha kontrola),
kojima je aplikovano 0,2 ml sterilnog fizioloskog rastvora, sve jedinke podvrgnute
tretmanu ili infekciji ili sinergistickom efektu viSe tretmana pokazale su znacajne
promjenebroja leukocita po litri krvi (grafikon 468). Inficirane jedinke intoksikovane
olovo-acetatom su imale priblizno jednake vrijednosti onima kod negativne kontrole
usljed opre¢nog efekta infekcije koja stimuliSe produkciju leukocita i intoksikacije
olovo-acetatom ¢iji toksi¢ni efekat negativno djeluje na leukopoezu. Najvece vrijednosti
ukupnog broja leukocita su zabiljezene kod jedinki pozitivne kontrole, inficiranih
eSerihijom, znacajno uvelanih u odnosu na konstatovane kod neinfidinafedinki

kontrolne grupe pojedinacnih i dvojnih tretmana.

Broj Ieuk00|ta|
6.992
: 6.03bd 6.172d

6.00 |~ < 5.43abcd
5.00 -
4.00 -
3.00
2.00 -
1.00 -
0.00 : : : : : : : .

K-0 KE  Pb-0 PbE Al-0 Al-E All-Pb-0 All-Pb-E

Grafikon br. 468 Srednje vrijednosti ukupnog broja leukocita kontrolnih i jedinki
podvrgnutih razli¢itom tretmanu’

Takode, medusobnim poredenjem vrijednosti dobijenih za jedinke izloZene
sinergistickom efektu olovo-acetata i aloksana sa jedinkama izloZzenim pojedina¢nim
intoksikantima, kao 1 pri infekciji istih, uocava se statisticki znacajno povecanje
ukupnog broja leukocita u grupi ARb-0 u poredenju sa jedinkama grupa Pb-0 i All-E.
Isti trend je uoCen i kod inficiranih jedinki dvojne intoksikacije, All-Pb-E, u odnosu na
jedinke grupa Pb-0, Pb-E i ARb-0 (tabela 38, grafikon 463

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Znacajno povecanje proporcije neutrofila se uocava kod jedinki dvojnog
tretmana, inficiranih i neinficiranih, u odnosu na jedinke pozitivne i negativne kontrole.
Komparacijom jedinki grupa podvrgnutih sinergikbm dejstvu intoksikarta
udruzenim sa bakterijskom infekcijom sa jedinkama dvojnog i pojedinacnih tretmana,
signifikantna povecanja udjela neutrofila se uocavaju kod jedinki grupa All-Pb-E i All-
Pb-0 u odnosu na grupe All-0 i Pb-0 (tabela 38, grafikon) 469
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Grafikon br. 469 Srednje vrijednosti proporcija heutrofila kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razlic¢itom tretmanu’

Smanjene vrijednosiproporcija eozinofila se uo¢avaju kod jedinki pozitivne
kontrole, jedinki grupa Pb-0, Pb-E, AMb-0 i All-Pb-E u odnosu na jedinke negativne
kontrole.

S druge strane, jedinke pozitivne kontrole su imale najmanje vrijednosti
proporcija eozinofila, zacajno manje u odnosu na jedinke grupa All-0, All-E i Rib-0
(tabela 38, grafikon 470).

Jedinke dvojnog tretmana, inficirane i neinficirane, su imale signifikantno nizi
udio eozinofila u relativnoj leukocitarnoj formuli u odnosu na jedinke tretirane

isklju¢ivo aloksanom (All-0).

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Grafikon br. 470 Srednje vrijednosti proporcija eozinofila kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razlic¢itom tretmanu’
Manje statistickih razlika se moZe uociti pri poredenju dobijenih vrijednosti za
proporcije bazofila tretiranih i kontolnih jedinki. Znacajno povecanje ovog parametra
se uoCava samo kod jedinki tretiranih olovo-acetatom, inficiranih i neinficiranih u
odnosu na jedinke pozitivhe i negativne kontrole, kao i jedinke dvojnog tretmana (tabela
38, grafikon 471
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Grafikon br. 471 Srednje vrijednosti proporcija bazofila kontrolnih i jedinki podvrgnutih

razlicitom tretmanu’

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Povecanje proporcije limfocita se uocava kod jedinki intoksikovanih olovo-
acetatom u odnosu na jedinke negativne kontrolne grupe. S druge strane, neinficirane
jedinke dvojnog tretmana biljeZe znatno niZe vrijednosti ovog parametra u odnosu na
negativnu kontrolu. bEava se i smanjenje udjela limfocita kod jedinki intoksikovanih
aloksanom i inficiranih eSerihijom (All-E), kao i jedinki dvojnog tretmana, neinficiranih

(All- Pb-0) i inficiranih (All-Pb-E) u odnosu na jedinke pozitivhe kontrole.
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Grafikon br. 472 Srednje vrijednosti proporcija limfocita kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razliditom tretmanu’
Jedinke dvojnog tretmana, neinficirane RIb-0 i inficirane All-Pb-E, su imale
znacajno nizu proporciju limfocita u odnosu na jedinke pojedina¢nih tretmana, All-O i

Pb-0 (tabela 38, grafikon 472

U odnosu na jedinke negativne kontrole znacajno smanjene vrijednosti
propor cije monocita su uocene kod jedinki grupa K-E, Pb-0 i PHE, dok su znacajno
poveéane u grupama All-E i All-Pb-0. Jedinke pozitivne kontrole su zabiljezile izuzetno
nizak udio monocita u diferencijalnoj krvnoj slici u odnosu na jedinke grupa All-0, All-
E, All-PB-0 i All-Pb-E.

Znaca]no drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrole® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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Grafikon br. 473 Srednje vrijednosti proporcija monocita kontrolnih i jedinki podvrgnutih
razlicitom tretmanu’
Pra¢enjem sinergistickog efekta u odnosu na dvojne i pojedinac¢ne intoksikacije,
mogu se konstatovati znacajno uveéane vrijednosti proporcije monocita kod inficiranih i
neinficiranih jedinki dvojnog tretmana u odnosu na jedinke intoksikovane isklju¢ivo
olovo-acetatom, kao i pri poredenju jedinki grupe All-Pb-E sa PbE (tabela 38, grafikon
473).

* znacajno drugacije u odnosu na vrijednostinegativne kontrole® pozitivne kontrolg® grupe
All-Pb-0, ¢ grupe AllPb-E
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5. ZAKLJUCAK

U laboratorijskim uslovima je ispitano dejstvo intoksikacije olovo-acetatom i
aloksanom na Wistar pacove inficirane eSerihijom Escherichia coliintraperitonealnim
ubrizgavanjemnakon 24h i 72h, sa morfometrijskog i hematoloskog aspekta.

Doslo je do signifikantnih promjena vecine posmatranih morfometrijskih
parametara, posebno pri sinergistickom efektu olovo-acetata i aloksana sa dejstvom
infekcije u odnosu na jedinke kontrolnih grupa. Znacajno povecanje organosomatskih
indeksa je uoceno za bubrege, jetru i srce, dok je prirast mase signifikantno smanjen kod
jedinki izlozenih aloksanskom tretmanu.

Objasnjenje ovakvih promjena vjerovatno treba traziti u Cinjenici da pri
hiperglikemiji dolazi do propadanja tkiva usljed mobilizacije proteina i masnoca. Isto
tako, tokom dijabetesa smanjuje se transport glukozelije, te njen nedostatak
rezultuje glukoneogenezom (lipoliznom, proteoliznom i slicno), $to dalje dovodi do
smanjenja tjelesne mase, zbog sagorjevanja masti i proteina.

Intoksikacija olovoacetatom takode dovodi do znacajnih promjena u tjelesnoj
masi eskperimentalnih jedinki, kao i udjelu pojedinih organa. Pri dvonedeljnoj
intoksikaciji olovo-acetatom eksperimentalnih jedinki prirast mase je znatno slabiji nego
kod netretiranih jedinki. Olovo indukuje Sirok spektar fizioloSkih 1 biohemijskih
poremecaja, kao 1 poremecaje funkcije razli¢itih organa u organizmu zivotinja 1 ljudi.
Razlog porasta pojedinih organosomatskih indeksa krije se u ¢injenici da se olovo-acetat
s jedne strane nakuplja u njima, a s druge strane dovodi do smanjenog prirasta tjelesne
Mmase, ¢ime se udio pojedinih organa povecava.

Gledajuéi ukupno sinergisticki efekat koriStenih tretmana, uocava se njihovo
kompleksno dejstvo, koje se ogleda u negativnim vrijednostima prirasta tjelesne mase,
kao 1 znatno uvecanim udjelima masa pojedinih organa. Naime, kod dijabeti¢ara su
znatno ¢eSc¢e infekcije uzrokovane razli¢itim bakterijama, a hiperglikemija moze narusiti
1 urodeni 1 steeni imunitet 1 time smanjiti otpornost na patogene infekcije 1 pratece
bolesti. Hiperglikemija povecava oksidativni stres, koji dovodi do razvoja komplikacija
kod dijabeticara. Takode, olovo iz spolja$nje sredine moze izazvati brojne promjene u
organizmu dijabetiCara, tako da dijabeticari trebaju izbjegavati svaki kontakt sa ovim

toksikantom.
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Promjene u hematalkom statusu su jedan od prvih pokazatelja promjena u
stanju organizma, endogenog ili egzogenog porijekla i predstavljaju veoma vazan
indikator narusavanja Zivotne sredine. Pod sinergistickim dejstvom intoksiksikacije
olovo-acetatom i aloksanom udruzenim sa bakterijskom infekcijom doslo je do
signifikantnog smanjenja parametakxitrocitne loze, ukupnog broja eritrocita
koncentracije hemoglobina, vrijednosti hematokrita, u odnosu na jedinke kontrolne
grupe. Hematokki indeksi, MCV, MCH i MCHC pokazuju u manjoj mjeri statéi
zn&ajna odstupanja (po¥anja vrijednosti u skaju prva dva i smanjenje vrijednosti u
slucaju treteg pri komparaciji tretiranitsakontrolnim jedinkama.

Promjene u hematoloskim parametrima mogu se dovesti u vezu sa hemolitickim
efektom koji izaziva infekcija &rihijom, a kojise ogleda u smanjenim vrijednostima
eritrocitnin parametara, posebno hematokrita, usljed anefijexde, efekti olovo-
acetata, kao i aloksana dovode do razvoja anemije. Olovo inhibira sitezu herfigeskra
zivotni vijek eritrocita, pricemu zbog njihove povane destrukcije dolazi do gavanja
hematolgkih vrijednosti. Aloksan destrukcijom betalija Langerhansovih ostrvaca
dovodi do nedostatka insulingto djeluje dvojako izazivajti ubrzano dijeljenje
hemopoetskih¢elija i supresiju hematopoezeloksiinost aloksanase ogleda u
destrukciji eritrocita usljed lipidne peroksidacije njihovih membrana. Hiperglikemija
rezultuje povecanjem koncentracije glikoziliranog hemoglobina, $to dovodi do
smanjenja ukupne koncentracije hemoglobina u krvi pacova intoksikovanih aloksanom.
Redukcija u koli¢ini hemoglobina moZe biti pracena smanjenjem broja eritrocita 1
vrijednosti hematokrita, $to opet ukazuje na anemiju.

U diferencijalnoj krvnoj dlici zdravih pacova od ukupnog broja leukocita
ngveci udio pripada limfocitima, zatim neutrofilima, dok se ostale leukocitne forme
sre¢u u znatno manjem omjeru. Sinergisti¢ki efekat intoksikacije olovo-acetatom i
aloksanom na Wistar pacoveficirane eSerihijom, ogleda se u znacajnom poveéanju
ukupnog broja leukocitgrac¢enim neutrofilijom i limfopenijom.

Infekcija eSerthijom stimuliSe imuni sistem na proliferaciju neutrofila,
odgovornih za fagocitozu patogenih mikroorganizama u inficiranom tkivu, ¢ime se
povecava ukupan broj leukocita u krvi tokom prva 72 sata od uspostavljanja infekcije. S
druge strane, toksi¢ni efekat olovo-acetata na leukopoezu u limfnim organima dovodi do
blage leukopenije i limfocitoze, koje uz neutropeniju ukazuju na stimulaciju imunog

odgovora kod intoksikovanih zivotinja. Olovose veze na bijele krvne ¢elije ostecujuéi ih
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na taj nacin. Najveéi dio olova unesenog u organizam se deponuje u kostima, gdje
uzrokuje dodatne probleme. Moze uticati na produkciju leukocitazazivajué¢i smanjenje
njihovog broja u cirkulaciji ilindukovati imuni odgovor uti¢u¢i na proporciju neutrofila
i limfocita, pri ¢emu je uobiajena pojava neutrofilije pracene limfopenijom. Pri
indukeciji dijabetesa aloksanom uoceno je slabije povecanje ukupnog broja leukocita, uz
neznatno smanjenje udjela medila, a povecanje proporcije limfocita u odnosu na
zdrave jedinke.Aloksanska dijabetogeneza izaziva perturbacije u mati¢nim ¢elijama
kostane srzi, Sto rezultuje povec¢anjem ukupnog broja leukocita, povecanjem proporcije

limfocita i smanjenjem udjela granulocita u krvi pacova uzetoj kardijalnom punkcijom.
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7. PRILOG
Tabela br. 39 Prosjecne vrijednosti organosomatskih indeksa i prirasta tielesne mase

. S S In(.jeks u % (mas.a (irga.na/mas.a tijela x100) Prirast tjelesne
rupa s ljevi testis desni  testis lijevi jetra slezena srce mase u %
KO24d (304002 030:0.02 077:011 079:0.16 3.07:0.11 0.18:0.03 032003  18.26+3.47
K-O-24% (304002 0.3040.02 2914032 024002 0312002  17.58+7.10
KOT2d 504001 0294001 060012 063012 3.09:024 018001 033002  18.94+5.80
K-0-129  929+0.03 0.30:0.04 205:0.17 0.22+0.01 0.34:0.02  20.10+0.03
KE24T 5324004 0315004 070:0.06 072£0.05 327:0.30 020:0.02 0341002  15.222.92
K-E245  530:001 0.29:0.01 316036  0.26:0.03 0.36:0.02  16.44+3.67
KET2E 5204000 029001 0.71:0.05 074:0.06 3.0410.13 023001 033004  16.409.31
KET25 530:002 0.30:0.01 3.24$031 023003 033002  16.03+7.24
P-0-24 9 (301002 039:0.04 066+0.16 0.69:015 3151026 0.23:0.03 032+0.01  8.38+3.74
PO-024% 0414008 0.42+0.09 3.25:0.56  0.25:0.04 0.35:0.02  8.95:4.58
PO-0728 301004 039:005 072030 079027 3211022 022:003 0341002  8.28+350
PO-0-72% 0514014 050+0.14 413:040 035:007 037:0.05  8.69+2.48
P24 0381004 039005 0.76:0.09 0.78:0.00 3.49:0.35 0.2410.05 0.36:0.02  8.34+4.25
Pb'g'z“ 0.40£0.05 0.41+0.05 3.68+0.51 0.24+0.01 0.36:0.03  8.22+1.52
POET2 0401006 040004 087:0.09 0.89:0.12  3.31:0.16 0.19:0.03 0.37:0.01  7.16+157
Pb'g'n 0.33:0.04 0.35:0.03 3.25:0.13 0.22:0.03 0.32:0.03  7.12+2.68
AlFO-24 0361006 0.35t0.05 072£0.04 0741005 359:0.38 022:0.02 0.36:0.04  -6.6846.37
A”'S'Z“ 0.350.05 0.33+0.05 356:0.35 0.20£0.01 0.38:0.04  -5.92+4.96
AlFOT2 047:007 045:0.04 0882012 0.88:0.15 3.43:0.74 0.25:0.08 0.42:0.08  -11.93+7.98
A”',S'D 0.44:0.02 0.42+0.01 3.30:0.12 0.27+0.04 038+0.02  -8.694.61
AIFE-24 0361003 0.37:0.03 068006 073:0.08 288044 023003 0374003  -6.49+6.35
AII—5—24 0.400.08 0.43£0.06 3.96:0.56 0.28:0.06 0.43:0.05  -6.35:3.8
AFET2 0421011 0412013 091025 0926024  294:058 0276004 040:0.09  -13.21%12.20
AII-5-72 0.41:0.02 0.38+0.04 3.01:0.35 0.25:0.04 0.39:0.03  -10.63+7.17
A”z'fl(’,/):o' 059:0.03 057+0.03 0.65:0.04 0.63:0.07 3.88:0.15 028:0.03 048:001 -11.90+2.26
A”z'fg'o' 0.560.03 0.56+0.03 3.96:0.10 0.28+0.02 0.37+0.03  -14.20+1.14
A";ZPZ;O' 0.58:0.02 058:0.01 0.67:0.06 0.66:0.06 3.95:0.08 028:0.01 047:0.02 -15.24+1.46
A”;;’%'O' 0.600.03 0.60+0.03 403:008 028:0.02 048:0.04 -14.93+1.95
A”z'ff’f' 0.63£0.03 0.61+0.03 073:0.07 076:0.07 3.97:021 023:0.02 040:0.06 -13.88+4.30
A”Z'Z’Z;E' 0.610.06 0.59+0.06 414+0.09 0.32:0.03 042004  -14.74+3.65
A”;;’%;E' 0.64+0.07 0.64+0.07 0.89:0.08 092:0.08 4.36:0.190 020:0.04 043:0.07 -18.50+4.22
A”;';gE' 0.680.01 0.67+0.03 437:016 030:001 040:0.03  -15.02+3.35

*Prikazane su srednje vrijednostitstandardna devijacija
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Tabela br. 40 Pregled literaturnih vrijednosti eritrograma netretiranih Wistar pacova

E Hb Hct MCV MCH MCHC
x10° (a/) (%) (fl) (P9) (9/l E)
Sharp i Villano
5-10 110190 3557 46-65 1823 310400
(2013)
Thrall et al.
6.6-9.0 132164 41.1-51.1 52.6-65.4 16.5-21.3 302346
(2012)
Davidovié et al. (2007*; 127.71+8.12* | 36.89+2.19*
7.91+0.48*
2010**) 143+10%* 37-49%*
Brki¢ et al. 1281684 39.550.48 3143408
6.72-9.37
(2011) 1351629 40.049.69 321-3499
Hiellyer i Quesenberry
5.4-8.5 115160 3551 57-65 1522 300350
(1997)
Gikinsi Clifford
110192 36-54 4870 400
(2008)
CharlesRiver
, 5.799.729 122-1809 32-489 47-599 17-219 3304102
L aboratories (1998)
6.208.783 1291933 34443 495758 18233 3404503
Antai et al.
4.44+0.15 140.6£13.0 33.6+0.15 | 76.04+3.58| 31.8+1.28 419+7.10
(2009)
Prichet i Corning
5.4-8.5 37-49%
(2004)
Moore 7.25+0.93
143+10
(2000) 6.85+0.6 1
Oyeyemi et al.
ey 11.43+1.95 31.6+4.35
(2009)
Lewickaet al.
8.2+0.2 125.7+1.7 35.9+0.7 43.6+0.5 15.3£0.3 350.9+52
(2012)
7.8-9.0* 141.8-162.7* -* 48-57* 18-19* 338.4-359.3*
Kampfmann et al. 8.5-10.%* 146.6-166.0** 41-49** 46-52** 16-19** 338.4-359.3**
(2012) 8.2-9.5* 146.6-166.0* 42-48* 48-54* 16-19* 340.0-360.9*
8.4-10.%* 145.0-167.7** 42-48 46-52** 16-17** 338.4-357.7**
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Tabela br. 41 Prosjecne vrijednosti eritrograma kontrolnih i testnih jedinki

Eritrogram
E Hb Hct MCV MCH MCHC
Grupa -
(*10™7) (9/l) (I7) (fl) (p9) (9/l E)
K-0-24 4 | 7.51+0.48| 135.56+17.49 0.329+0.063| 43.55+6.28| 18.00+1.58| 417.13:38.33
K-0-24 9 | 8.02+0.56| 125.93+11.42| 0.298+0.B6 | 37.36+5.03| 15.74+1.60| 423.28+24.18
K-0-724 | 7.55+0.35| 126.67+10.28 0.326t0.042| 43.19+5.49| 16.79+1.42 | 396.80+86.49
K-0-72Q | 7.77+0.30| 137.78+10.93 0.358+0.0.7 | 46.16+2.03| 17.75+1.54 | 385.79+46.19
K-E-24 4 | 5.76+0.62| 102.96+10.28 0.222+0.021| 38.95+5.89 | 18.04+2.46| 465.20+43.80
K-E-24 9 | 5.94+0.78| 100.74+10.28 0.249+0.B5 | 42.65+9.01 | 17.26+3.42| 407.60+40.79
K-E-724 | 6.16+0.22| 91.11+12.45| 0.281+0.034| 45.66+6.03 | 14.82+2.31| 328.49+57.35
K-E-72Q | 4.94+0.34| 89.63:12.94 | 0.204+0.68 | 41.53+12.71| 18.29+3.58 | 459.17+98.90
Pb0-24 J | 4.80+2.19| 95.56+7.12 | 0.314+0.020| 77.81+34.08| 23.56+10.08 304.10+6.12
Pb0-24 Q | 6.62+1.88| 102.22+11.88 0.286+0.035| 48.11+21.95 16.87+6.57 | 364.89+82.41
Pb0-72 & | 6.75+0.84| 93.33+11.23| 0.293+0.®5 | 44.53+14.31| 14.08+3.09| 327.13%55.28
Pb0-72Q | 5.66+0.60| 97.04+8.03 | 0.261+0.057| 46.36+10.11| 17.29+2.14 | 393.65+131.38
PbE-24J | 4.61+0.74| 85.18+16.77 | 0.302+0.048| 67.25+16.12| 18.80+4.35| 285.88+58.40
PbE24 Q | 4.73x0.44| 82.96+31.38| 0.262+0.039| 55.50+7.71| 17.81%7.49 | 319.33+120.92
PbE-72J | 4.3120.71| 93.33+18.59| 0.315+0.031| 75.20+16.73| 22.30+6.61 | 298.40+65.89
PbE-72 ¢ | 4.23+0.60| 96.30+14.10| 0.280+0.053| 66.75+12.95| 23.34+6.21 | 353.15+75.53
All-0-24 3 | 6.24%0.16] 92.59+22.98| 0.204+0.035| 32.70+5.45| 14.80+3.44| 455.26+94.38
All-0-24 9 | 5.77+0.32| 115.55+33.17| 0.256+0.046| 44.43+8.25| 20.06%6.00 | 469.43+162.81
All-0-72 4 | 5.71+0.73| 97.78+31.93| 0.342+0.061| 59.85+6.38 | 17.56+6.49 | 302.04+127.12
All-0-72 9 | 6.21+0.53| 105.92+16.69 0.286+0.069| 46.01+10.21| 16.99+1.23 | 384.193:88.40
All-E-24 4 | 5.06+0.70| 114.07+4.83| 0.309+0.048| 61.89+12.50 21.74+2.43| 360.03+62.19
All-E-24 9 | 5,00+0.92| 111.85+7.12| 0.3030.039| 62.72+15.48 24.22+5.54| 389.39+41.29
All-E-72 3 | 4.90+0.64| 99.26+10.28| 0.281+0.045| 58.00+10.57 20.66+4.33 | 360.95+74.15
AII-E-72 @ | 4.84+0.74| 92.59+24.29| 0.253+0.059| 53.68+15.38| 20.00+7.54 | 367.68+69.67
All-Pb0-24 4 | 5.24+0.52| 99.26+4.83 | 0.271+0.017| 51.86+2.08 | 19.09+2.11| 367.38+27.20
All-Pb0-24 Q | 4.82+0.40| 98.52+4.22 | 0.253+0.023| 53.05+7.97 | 20.95+2.88| 396.96+37.87
All-Pb0-723 | 4.62+0.36| 94.81+7.22 | 0.244+0.013| 52.99+2.90 | 20.73+3.22| 390.57+49.76
All-Pb0-72 Q | 4.64+0.31| 87.41+11.89| 0.220+0.032| 47.37+6.37 | 18.89+2.68| 399.26+27.65
All-PbE-24 & | 4.88+0.29| 94.07+15.40| 0.243+0.041| 49.92+7.74| 19.47+4.31| 396.67+95.85
All-PbE24 Q | 4.81+0.23| 88.15+8.03 | 0.259+0.042| 53.67+6.60 | 18.31+1.25| 343.93+31.36
All-PbE-72 & | 4.5620.20| 91.85+10.93 | 0.243+0.054| 53.60+13.60, 20.17+2.66 | 397.23+122.25
All-PbE-72 Q | 4.19+0.42| 74.07+8.69 | 0.222+0.036| 53.99+13.53| 17.83+2.78 | 343.73+86.33

*Prikazane su srednje vrijednostitstandardna devijacija
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Tabela br. 42 Pregled literaturnih vrijednosti leukograma netretiranih Wistar pacova

U';'gja” PROPORCIJE POJEDINIH FORMI LEUKOCITA U %
leukocita Neutr ofili Eozinofili Bazofili Limfociti M onociti
x10%/1 krvi
Lindstrom et al. 8.0-11.87 6.242.67 0.10.638 00.68 57.683.27 0-0.657
(2015) 6.6-12.67 4.4-49.2 0-1.967 0-0.49 50.2-84.5 0-1.812
Sharp i Villano
317 1326 0-4 0-1 6583 0-4
(2013)
Davidovi¢
6.61+0.57 | 28.26+3.10 65.00+4.28 | 5.84+3.24
(2013)
Uduak et al.
6.68+0.21 29.8+1.46 2.640.51 65.6+1.36 1.40+0.40
(2013)
Lewicka et al.
9.50+0.9 422441 2.640.4 ; 51.5+4.5 3.7+0.4
(2012)
Kampfmann et al. 3.6+0.1* 11.11* 2.78* - 83.33* 5.56*
(2012) 10.4+0.1* 13.46%* 0.96** ; 77.88% 7.69%
Thrall et al. 7.3-12.66 | 17.12-29.30 | 0.54-2.36 0-2.36 69.45-71.64 | 0.68-3.47
(2012) 9.98 24.84 1.70 0 70.84 2.50
Oyeyemi et al.
10.40+4.57 | 61.446.78 38.6+6.78
(2009)
Antai et al.
3.79¢0.15 | 23.20+1.28 4.80+0.37 | 0.60+0.30 | 64.00+0.71 | 8.40+0.93
(2009)
Moriyama et al. 12 2152.90 105312443 | 1.131.182 | 0.320333 | 82.9284.053 | 2.042.987
2112,
(2008) 6.65-8.22 1.261.509 | 0.230269 | 86.3587.559 | 2.513.00Q
Charles River 0.45:3.014 | 40.80+8.128 | 1.09+1.143 | 02330302 | 51.05+8.038 | 6.86:2308
Laboratories (2008) | 835:2.82¢ | 35.09+7.15Q | 17121659 | 0.38+0589 | 56.12£7.259 | 6.70+2.209
Liberati et al.
4.12-9.59 9.47-15.43 81-89 1-2
(2004)
Prichet i Corning
4.00-10.20 | 32.50-35.29 5581
(2004)
Moore 8.54+2.23) 16.6£5.73 78.3+7.18 342253
(2000) 7.102.4% 15.345.70 80.945.79 16+1.09
Stoji¢
6.00-8.00
(1999)
Charles River 5.1012.5583 1-343 038 0-28 65993 0-68
Laboratories(1998) | 4.19-13.009 1-409 0-69 0-29 58-989 0-69
Jain
8.30+2.36 | 17.34-29.17 6368 0.67-4.13
(1993)
Rusov rijetko
6.00-10.50 9-47 0-3 T 51-90 0-3
(1984) prisutni
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Tabela br. 43 Prosjecne vrijednosti leukograma kontrolnih i testnih jedinki

Grupa L _ PROPOR.CIJ.E. POJEDINIH FORMI L.EUK.O.CITA _
(x10%/1) Neutr ofili Eozinofili Bazofili Limfociti M onociti
K-0-24 & | 5.88+0.25| 0.274+0.063| 0.020+0.014| 0.006+0.005| 0.686+0.067 | 0.014+0.011
K-0-24 @ | 5.7840.29| 0.180+0.037| 0.030+0.012| 0.008+0.004| 0.772+0.048| 0.012+0.004
K-0-724 | 5.68+0.40| 0.144+0.102| 0.036+0.005| 0.006+0.005| 0.802+0.098| 0.012+0.011
K-0-72 9 | 5.74+0.38| 0.152+0.078| 0.022+0.013| 0.008+0.004| 0.806+0.071| 0.012+0.008
K-E-24 4 | 6.72+0.33| 0.208+0.033| 0.002+0.004| 0.002+0.004| 0.784+0.032| 0.004+0.005
K-E-24 Q | 6.76+£0.64| 0.156+0.032| 0.000+0.000| 0.004+0.005| 0.840+0.036| 0.000+0.000
K-E-724 | 7.16£0.38| 0.192+0.032| 0.004+0.005| 0.000+0.000| 0.802+0.033| 0.002+0.004
K-E-72Q | 7.32+0.33| 0.184+0.048| 0.006+0.009| 0.004+0.009| 0.804+0.045| 0.002+0.004
Pb-0-24 & | 5.48+054 | 0.134+0.079| 0.002+0.004| 0.026+0.022 0.838+0.087| 0.000+0.000
Pb-0-24 2 | 5.36+050 | 0.106+0.015| 0.012+0.011| 0.020+0.010| 0.854+0.022| 0.008+0.004
Pb0-724 | 5.36+077 | 0.208+0.032| 0.010+0.010| 0.024+0.017| 0.758+0.052| 0.000+0.000
Pb-0-72 2 | 5.52+033 | 0.130+0.024| 0.006+0.005| 0.012+0.011| 0.850+0.019| 0.002+0.004
PbE-24 & | 6.00+0.25| 0.196+0.112 0.002+0.004| 0.020+0.007| 0.780+0.112| 0.002+0.004
PbE-24 @ | 6.04+0.22| 0.142+0.060 0.004+0.005| 0.032+0.008| 0.822+0.059| 0.000+0.000
PbE-72 & | 5.96+0.26| 0.274+0.050 0.006+0.005| 0.018+0.025| 0.702+0.038| 0.000+0.000
PbE-72 2 | 6.12+0.36| 0.248+0.081| 0.002+0.004| 0.018+0.008| 0.730+0.079| 0.002+0.004
All-0-24 & | 6.36+0.17| 0.152+0.115| 0.020+0.039| 0.002+0.004| 0.802+0.176| 0.024+0.029
All-0-24 @ | 6.40+0.28| 0.144+0.074| 0.038+0.034( 0.008+0.011| 0.794+0.106| 0.016+0.021
All-0-72 8 | 6.72+0.30| 0.204+0.088| 0.030+0.023| 0.010+0.017| 0.748+0.108| 0.012+0.013
All-0-72 @ | 6.68+0.23| 0.180+0.043| 0.020+0.020| 0.008+0.008| 0.780+0.035| 0.012+0.013
All-E-24 3 | 6.64%0.30| 0.202+0.128| 0.030+0.014| 0.018+0.015| 0.738+0.135| 0.012+0.004
All-E-24 @ | 6.52%0.70| 0.142+0.031| 0.018+0.024| 0.002+0.004| 0.688+0.299| 0.021+0.010
All-E-72 8 | 7.20%£1.29| 0.204+0.063 0.014+0.009| 0.004+0.005| 0.740+0.090| 0.038+0.037
All-E-72 @ | 7.16%0.46| 0.238+0.144| 0.012+0.013| 0.000+0.000| 0.724+0.149| 0.025+0.017
All-Pb-0-24 4| 6.04+0.55 | 0.254+0.040| 0.022+0.016| 0.004+0.005| 0.698+0.035| 0.026+0.019
All- Pb-0-24 9| 5.92+0.23 | 0.238+0.050| 0.008+0.008| 0.002+0.004| 0.730+0.052| 0.022+0.008
All- Pb-0-72 3| 6.32+0.41 | 0.274+0.046| 0.012+0.016| 0.002+0.004| 0.692+0.054| 0.020+0.016
All- Pb-0-72 | 6.40£0.32 | 0.262+0.054| 0.010+0.010| 0.010+0.014| 0.702+0.045| 0.016+0.017
All- Pb-E-24 3| 6.40£0.32| 0.230+0.054| 0.008+0.008| 0.004+0.005| 0.734+0.062| 0.024+0.011
All-PbE-24 ?| 6.20+0.32| 0.254+0.049| 0.008+0.013| 0.002+0.004| 0.698+0.054| 0.018+0.019
All-PbE-72 4| 7.12+0.23| 0.198+0.092| 0.014+0.011| 0.006+0.009| 0.756+0.089| 0.026+0.015
All-PbE-72 @| 7.08+0.41| 0.280+0.047| 0.010+0.010 0.004+0.005| 0.694+0.053| 0.012+0.013

*Prikazane su srednje vrijednostitstandardna devijacija
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