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YHUBEP3UTET Y HOBOM CAY
IOJbONMPUBPE/ITHU ®AKYJTET

OBPA3AII - 5a

KJbYYHA JJIOKYMEHTAIIMJCKA HH®OPMAIINUIJA!

Bpcra pana:

JlokTopcka qucepraiuja

Nwme u npe3ume
ayTopa:

Owmun [ Tpbarg

Menrop (TUTy1a, NME,
Hpe3nMe, 3Bambe,
UHCTHUTYLIH]ja)

IIpod. np Aparuna CrojanoBuh, penosuu npodecop, Jemaprman 3a
BETePHHAPCKY MeauiiuHy, [lossonpuBpeanu GpakyaTer, Y HUBEP3UTET y
Hosom Cany

Hacnos pana:

AHTUXEIIMUHTHYKA e(pUKaCHOCT 01a0paHuX eTapCKUX yJba MPOTHUB
racTpOMHTECTUHAJIHUX HEMATO/A OBalla

Jesuk myOnukanuje
(tmemo):

Cpricku (JIaTHHHLIA)

DU3NUKH ONHUC pajia:

VYHeru 0poj:
Crpanura 128
Ilornasspa 9
Pedepenun 224
Tabena 14
Crnuxa 18
I'pacdukona 15
[Ipwunora 0

Hayuna oOnacrt:

Berepunapcke Hayke

VYika Hay4Ha o0nacT

(HayyHa TUCUMIUIMHA):

dapmakosnoruja 1 TOKCUKOJIOTHja

Kisyane peun /
npeaMeTHa
OJIpe/THHIIA:

Etapcka ympa, ['acTponnTecTnHaHE HEMaTO/AE OBana, AHTUXEIMUHTHYKA
pesucTeHnuja, MHTerprcana KoHTposia

Pesume Ha je3uky
pana:

lactpounrecrunanue Hemaroxe (I'MH) y nanamme Bpeme mMpeicTaBibajy
jemHor oj HajBehMX 37paBCTBEHUX M EKOHOMCKHMX Mpo0JieMa KOJA MajHx
npexxuBapa. KoHTpona oBHMX mapasura ce YIJIaBHOM 3aCHMBA HA HPHMEHU
KOMepLHjaliHuX Tpenapata. Mehyrum, mbHXOBa HepalMOHANIHA yHoTpeda y
CMUCIY y4ecTaluX TPEeTMaHa, HUCKUX WM BUCOKHX J103a WIM KOHTHHYHpaHe
yrorpebe jefHOr JieKa je JoBela J0 Pa3Boja aHTHXEIMHUHTUYKE PE3UCTEHIH]e
(AP). CaBpemene crpateruje 6opoe npotuB AP moapazyMmeBajy panuoHaiHy
yrnotpe0y OBHX JIEKOBa, Y3 KOpUIIheme pasIMYuTHX aNTepHATHBA IOIMYT
OOTaHMYKUX AaHTHXEIMHHTHKA. L[JbeBH OBUX HCTpaKuBama Cy OHIH
UCOHTATH AHTHXCSIMHHTHYKY aKTHBHOCT omabpaHmx erapckux yiba (EOS)
mpotuB ['IH oBama u curypHOCT BHUXOBE MPUMEHE, OApPEenuTH (haKTope KOju
yTHYYy AaKTUBHOCT, Ka0 M OLEHHTH MOTYyHHOCT MpUMEHE HCIUTUBAHUX
(dopmynanyja y BeTepUHAPCKO] MPaKCH Kao alTepHATHBHE MeTone y Oopou
npotuB AP. VcnuruBame je BpiieHo y aBe (ase (ucTpaxkuBama), Tokom 2019.
u 2021. roguHe, IpW YeMy je y IPBOM MCIOUTAHO 12 y30paka yjba a y Ipyrom

! AyTOp IOKTOPCKE AHcCepTallije MoTIIcao je u npmwiokuo cienche Obpacre:
56 — U3jaBa 0 ayTopcTBY;

5B — M3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMIIAHE 1 €JIEKTPOHCKE BEP3Hj€ U O JIMIHUM IMOAAINMA;

5t — U3jaBa o xopumhemny.

Ose I/IsjaBe ce quajy Ha (l)aKy[lTeTy y mITaMIIaHOM I €4€KTPOHCKOM O6AI/IKy 1 HE KOpn4e ce ca Te30M.
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11 (om vera cy Tpu HMcTa Kao M y HIPETXOAHO] (ha3n, OAHOCHO JiBa O UCTOT
mpousBohaua, je;HO Of Apyror). XeMHjCKH cacTaB yiba je onpeleH momohy
racHe xpomatorpaduje u Macere crekrpomerpuje (GC-MS anamuze). In vitro
OBUIIM/IHA aKTHBHOCT je MCIHMTAHA y3 MoMoh TecTa u3nerama JapBu (eHr. egy
hatch test, EHT), y mnpBoM wucTpakuBamby MNpH MIECT Pa3IMYUTHX
KOHIICHTpaIl{ja 3a cBako ucmuTano yibe (50, 12,5, 3,125, 0,781, 0,195 u 0,049
MI/MJI), a y JAPYrOM Cy TIIOpel HaBeIeHHWX JojaTe jOIl J[BE HIXKE
konuentpanmje (0,025 u 0,0125 mr/mi). 3a mpBo in ViVO HCTpakuBame Cy
omabpanu y/be THMHjaHa (THm 1) W CHHEpPrHUCTHYKa KOMOHWHAIHWja
JIMHAJIOOJ:€CTPAroll, a 3a IPYro yJbe OpUraHa, MMTOME HaHe U PTamCKOr 4aja.
EdwukacHocT yipa je ucmutana y3 nmomoh tecra penyknuje Opoja jaja y dermecy
(enr. faecal egg count reduction test, FECRT), npu uemy cy EOS pa36iaxena
y CYHIIOKPETOBOM YJbY a (hopMyIaluje aluiTiKOBaHe jeIHOKPATHO, ePOPaIHO
KHUBOTHEbAMA Y PA3IMYUTHM TIpylama, y MPBOM HCTPaKHBary MPH J03U O
100 mr/kr, a y apyrom 150 mr/kr. Tokcuunu edektd in VIVO mpUMEHEHUX
dopMmynandja Ccy UCIOHTAHH MyTeM KIMHHYKOT TMperiiefia TeCTHPaHHX
KHUBOTHEbA, a4 Yy JPYrOM HWCTPQXKHBAKY W aHATH30M XEMAaTONOMIKUX |
OMOXEMHjCKHX Tapamerapa KpBH Yy [iJbY MpolieHe edekata Ha KPBHY CIIHKY,
¢byHKIM]y jeTpe u OyOpera. 3a ornene cy kopuiiheHe aBe dapMe y jyKHO]
Uranuju, rne je y oba HCTpakmBama IyTeM KONPOKYIType onapeheHo
npucyctBo 'MMH kox oBana, a mpuCyTHU pOIOBH HICHTH(UKOBaHH y3 IOMOh
oaroeapajyhux kipyueBa nerepmunHanmje. Pesynratm GC-MS anammza cy
MOKA3aJl CIIOKEH XEMHjCKH CacTaB TECTUPAHHX EeTapCKUX yjba ca
jenumemuMa uuju ce 0poj kperao on 10-35, u Koja mpunaaajy paIuuUuTUM
XEMHUJjCKMM rpynamMa (TepHeHH, TepreHOMAu |  (EeHWINPONAaHOUIHA
jenumema). Hajsumy oBununHy axtuBHoct Ha EHT cy y mnpBom
UCTpaXMBamby IIOKa3ala yjba OpHMIaHa, PTAlkCKOI dYaja M Mopaya ca
MaKCHMaJHUM HMHXUOMTOpHMM edexToM Ha usnerawme Japsu (100%) npu
CBHMM TECTHPaHMM KOHIIEHTpaIjaMa, a ope mux u aydap (99,3-100%), oba
y30opka TumujaHa (tumujad 1, 95,3-100% u tumujan 2, 98,5-100%), kieka
(81-96,8%) u muroma Hana (72,5-99,8%). Y npyrom ucTpaxkuBamy je 300r
HEWITO Jpyradydje IpUIpeMe KOHIeHTpanuja (METOAOM pa30iiaKnBama)
edekaT OMO 3HATHO BUILIE JO3HO-3aBHUCTaH, allk je yJbe OpHraHa OO OHOBO
Hajeduxacuuje (71,3-93,3%), a morom mumnonyx (42,7-91,3%), xopujanzmep
(29-92,7%), 6ocmbak (23,3-93,3%), muroma (20-90,3%) u muBsba Haua (13-
92,7%). Kapma je y muramy FECRT, y mpBoM HCTpakuBamy IOCTHTHYT je
onpeheH aHTUXENMMHUHTHUYKU edekaT ca YKYIHOM peaykuujom Opoja jaja
Hemarona on 25,23% wu 24,42% (tummjan) u 2491% wu 25,90%
(uHAnoOM:ecTparon), amu je edekat Ouo OOBM KOA Yba W3 JIPYror
HCTpPaXKHBamka ¢ 003MPOM Ha aruiMKauujy (GopMysanuja JUPEKTHO y pyMeH
KUBOTHEA, 0qHOCHO 43,21% u 60,13% (opurano), 26,86 u 46,04% (tmroma
HaHa) u 15,66% u 33,00% (pTamcku 4aj), 7. u 14. nana HakoH TpermaHa. Hu
3a jemHO Ol NPHMEH-CHUX YJba, NIPU TECTHPAHHM J03aMa, HHUCY 3a0elekeHH
HHUKaKBH HEXXEJbHU WM TOKCUYHH e€(EeKTH NPUIMKOM KIMHHYKOr Tperiena
OZHOCHO XEMATOJIOIIKMX M OHOXEMHjCKHX aHAJIN3a KpBH, IITO TOBOPU Yy
mpuior 6e30emHOCTH HBHUXOBE yrmoTpebe kox oBama. [lokazaHa edukacHOCT
WCIITaHUX yJba MOTHYE OJf jeME-eHha Koja ylla3ze y BHXOB CacTaB, OAHOCHO
Ipe CBHX KapBaKpoJla, aHETONa, THMOINA, P-IIMMEHa, Y-TepIIMHeHa, KapBOHA,
JUHAJO0O0Ta, MEHTONA, O-TyjoHa M IHC-TIMHOKaM(oHa, WMajyhul y BULY
BUXOBY 3aCTYIUBEHOCT KON HajepuKacHHjuX yiba. KompokynTypoM je mpu
TOME Ha WCIUTHBaHUM ¢apMama y 00a HCTpakuBama HICHTH(PUKOBAHO
npucyctBo detupu poma I'MH osama, Haemonchus, Trichostrongylus,
Teladorsagia u Chabertia, unja ce mporeHTya Ha 3aCTYIUBEHOCT ¥ ofipeleHoj
MepH Memala HakoH TpeTMmaHa. [Ipumena OWpHUX GopMynanmja yKbyayjyhu
EOs y uiiby KOHTpOJIE Mmapa3uta uMa BHUIIE IPEIHOCTH. To yKIbydyje CIoKeH
XEMHJCKH CacTaB ca OMOAKTHBHHM CYICTaHI[AMAa W3 Pa3IMYUTHX XEMH]jCKHX
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rpyIa, KOju JOBOIH JI0 FbUXOBE BHCOKE aHTUXCIMUHTHYKE aKTHBHOCTH, Kao U
MOTEHIIMjaJJTHO ~ HW)KEr  CTEeTeHa  pa3Boja  pe3UCTEeHIMje.  TexHuKe
WHKAITCYJIalHje WX BUIIECTPYKA MPUMEHA TOKOM HEKOJIHMKO y3aCTOMHHX JaHa
npu ToMe Hyne MoryhHocT momatHor noBehama epUKacHOCTH y TepeHCKUM
ycnoBuMa. Ca zipyre cTpaHe, NPUPOIHO MOPEKIO OBHX (hopMylalyja MoOXKe
JOTPUHETH W IHUXOBO] HIDKOj TOKCHYHOCTH 33 IKUBOTHEGE, MABHM
KOJIMYMHAMa pe3uya y MeCy U MIICKY M 00Jh0j CKOJIOIIKO] TIPUXBATIFUBOCTH
y nopehemy ca KoOMepIHjaHUM TMpenapatuMa. Y CBakoM CIIy4ajy, TOOujeHH
pe3ynraTi roBope y mpwior moryhHoctd kopuihema ucnuranux EOS y
MIPaKCcH, MOCEOHO OpWUraHa, y MHTETPUCAHOM IPHUCTYILy KOHTPOJE Y IHIbY
CMamema yrnorpede KOMepUHWjaJHUX Ipenapara W YyclopaBama pas3Boja
PE3UCTEHITH]E.

JlaTym npuxBatama
TeMe OJ] CTpaHe 26.07.2021.
HaJJIeKHOT Beha:

Hatym ombpane:

(ITorrymaBa
onroeapajyha ciyx0a)
Mentop:
[Mpod. np Jparuna CrojanoBuh
[Ipencennuk:
IIpod. ap Hana I1nasma
UnaHoBU KOMUCH]E: Hnan:
(turya, nme, [Mpod. np Hukonuua HoBakos
npe3umMe, 3Bame,
UHCTHUTYLIH]a) Ynan:
np Panomup Parajarg
Unan:
np Wean [ymuh
Hamnomena:

VI



Filip Strbac, dr vet. med. Doktorska disertacija

UNIVERSITY OF NOVI SAD
FACULTY OF AGRICULTURE

KEY WORD DOCUMENTATION?

Document type: Doctoral dissertation

Author: Filip Strbac

Supervisor (title, first
name, last name,
position, institution)

Thesis title:

Prof. dr Dragica Stojanovi¢, full professor, Department of Veterinary
Medicine, Faculty of Agriculture, University of Novi Sad

Anthelmintic efficacy of selected essential oils against gastrointestinal
nematodes of sheep

Language of text

(script); Serbian language (latin)

Number of:
Pages 128
Chapters 9
Physical description: References 224
Tables 14
Illustrations 18
Graphs 15
Appendices 0

Scientific field: Veterinary medicine

Scientific subfield

(scientific discipline): Pharmacology and toxicology

Sheep gastrointestinal nematodes, Anthelmintic resistance, Essential oils,
Integrated control

Gastrointestinal nematodes (GINs) nowadays represent one of the biggest
health and economic issues in small ruminants. The control of these parasites
is almost exclusively based on the application of commercial drugs. However,
their irrational use in terms of frequent treatments, low or high doses or
continuous use of one drug has led to the development of anthelmintic
resistance (AR). Modern strategies for combating AR are based on the rational
use of these drugs, along with the use of various alternatives such as botanical
Abstract in English anthelmintics. The aims of these studies were to examine the anthelmintic
language: activity of selected essential oils (EOs) against sheep GINs and the safety of
their application, to determine the factors that influence the activity, as well as
to evaluate the possibility of applying examined formulations in veterinary
practice as an alternative method in combatting AR. The research was
conducted in two phases (studies), in 2019. and 2021., whereby 12 oil samples
were examined in the first and 11 in the second study (of which three are the
same as in the previous study, two from the same manufacturer and one from
the other). The chemical composition of the oils was determined by gas

Subject, Key words:

2 The author of doctoral dissertation has signed the following Statements:
56 — Statement on the authority,
5B — Statement that the printed and e-version of doctoral dissertation are identical and about personal data,
5t — Statement on copyright licenses.
The paper and e-versions of Statements are held at he faculty and are not included into the printed

thesis.

VIII



Filip Strbac, dr vet. med. Doktorska disertacija

chromatography and mass spectrometry (GC-MS analysis). In vitro ovicidal
activity was tested using the egg hatch test (EHT), in the first instance at six
different concentrations for each tested oil (50, 12.5, 3.125, 0.781, 0.195 and
0.049 mg/ml), and in the second, in addition to the above, two lower
concentrations (0.025 and 0.0125 mg/ml) were added. Thyme oil (type 1) and
the synergistic combination of linalool:estragole in the first, and the oils of
oregano, mint and winter savory in the second study were selected for further
in vivo testing. The efficacy was tested using the faecal egg count reduction
test (FECRT), whereby the EOs were diluted in sunflower oil and the
formulations were applied once, perorally to animals in different groups, in
the first case at a dose of 100 mg/kg and in the second at 150 mg/kg. The toxic
effects of the in vivo applied formulations were examined through clinical
observation of the tested animals, and in the second study also by analyzing
the haematological and biochemical blood parameters in order to assess the
side effects on the blood count, liver and kidney function. Two farms in
southern Italy were used for the experiments, whereby the presence of GINs
was determined by coproculture examination, and the present genera were
identified with suggested determination keys. The results of GC-MS analyses
showed the complex chemical composition of the tested EOs with the number
of compounds varying from 10-35, which belong to different chemical groups
(terpenes, terpenoids and phenylpropanoid compounds). The highest ovicidal
effect in the first EHT was shown by the oils of oregano, winter savory and
fennel with the maximum inhibitory effect on the egg hatchability (100%),
along with summer savory (99.3-100%), both samples of thyme (sample 1,
95.3-100% and sample 2, 98.5-100%), juniper (81-96.8%) and mint (72.5-
99.8%). In the second study, due to a different preparation of concentrations
(dilution method), the effect was significantly more dose-dependent, but the
most effective oil was again oregano (71.3-93.3%) along with hyssop (42.7-
91.3%), coriander (29-92.7%), basil (23.3-93.3%), mint (20-90.3%) and wild
mint (13-92.7%). In the first FECRT, a certain anthelmintic effect was
achieved with a total reduction in the number of nematode eggs of 25.23%
and 24.42% (thyme) and 24.91% and 25.90% (linalool:estragole), but due to
the application of the formulations directly in the rumen of animals, the effect
was better with oils from the second study, i.e. 43.21% and 60.13% (oregano),
26.86 and 46.04% (mint) and 15.66% and 33.00% (winter savory) on Days 7
and 14, respectively. No toxic or side effects to the sheep were observed for
any of the applied oils at the tested doses, neither during the clinical
examination of animals nor during haematological and biochemical blood
tests, suggesting the safety of their use in sheep. The demonstrated efficacy of
the tested oils is related to the compounds that are included in their
composition, i.e. above all carvacrol, anethole, thymol, p-cymene, y-terpinene,
carvone, linalool, menthol, a-thujone and cis-pinocamphon, considering their
presence in the most effective oils. Four genera of sheep GIN were identified
by coproculture examination in both studies, Haemonchus, Trichostrongylus,
Teladorsagia and Chabertia, whose percentage representation changed to
some extent after the treatments. The use of herbal formulations including
EOs in parasite control has numerous advantages. That includes a complex
chemical composition with bioactive substances from different chemical
groups, which leads to high anthelmintic activity, as well as potentially lower
susceptibility to AR development. Furthermore, encapsulation techniques or
multiple applications over several consecutive days offer the possibility of
further increasing the efficacy in field conditions. On the other hand, the
natural origin of these formulations may contribute to lower toxicity for
animals and smaller amounts of residues in meat and milk, as well as better
environmental acceptability in comparison with commercial drugs. The
obtained results suggest the possibility of using the tested EOs in practice,
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especially oregano, in an integrated control approach designed to reduce the
use of commercial drugs and slow down the development of resistance.
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REZIME

Gastrointestinalne nematode (GIN) u danas$nje vreme predstavljaju jednog od najvecih
zdravstvenih i ekonomskih problema kod malih prezivara. Kontrola ovih parazita se uglavnom
zasniva na primeni komercijalnih preparata. Medutim, njihova neracionalna upotreba u smislu
ucestalih tretmana, niskih ili visokih doza ili kontinuirane upotrebe jednog leka je dovela do razvoja
antihelminticke rezistencije (AR). Savremene strategije borbe protiv AR podrazumevaju racionalnu
upotrebu ovih lekova, uz koriS¢enje razliCitih alternativa poput botani¢kih antihelmintika. Ciljevi
ovih istrazivanja su bili ispitati antihelminticku aktivnost odabranih etarskih ulja (EOs) protiv GIN
ovaca 1 sigurnost njihove primene, odrediti faktore koji uticu aktivnost, kao i oceniti mogucénost
primene ispitivanih formulacija u veterinarskoj praksi kao alternativne metode u borbi protiv AR.
Ispitivanje je vrSeno u dve faze (istrazivanja), tokom 2019. i 2021. godine, pri ¢emu je u prvom
ispitano 12 uzoraka ulja a u drugom 11 (od Cega su tri ista kao i u prethodnoj fazi, odnosno dva od
istog proizvodaca, jedno od drugog). Hemijski sastav ulja je odreden pomocu gasne hromatografije i
masene spektrometrije (GC-MS analize). In vitro ovicidna aktivnost je ispitana uz pomoc testa
izleganja larvi (eng. egg hatch test, EHT), u prvom istraZivanju pri Sest razli¢itih koncentracija za
svako ispitano ulje (50, 12,5, 3,125, 0,781, 0,195 i 0,049 mg/ml), a u drugom su pored navedenih
dodate jo§ dve nize koncentracije (0,025 i 0,0125 mg/ml). Za prvo in vivo istrazivanje su odabrani
ulje timijana (tip 1) i sinergisticka kombinacija linalool:estragol, a za drugo ulje origana, pitome nane
i rtanjskog Caja. Efikasnost ulja je ispitana uz pomo¢ testa redukcije broja jaja u fecesu (eng. faecal
egg count reduction test, FECRT), pri ¢emu su EOs razblazena u suncokretovom ulju a formulacije
aplikovane jednokratno, peroralno zivotinjama u razli¢itim grupama, u prvom istrazivanju pri dozi od
100 mg/kg, a u drugom 150 mg/kg. Toksi¢ni efekti in vivo primenjenih formulacija su ispitani putem
klinickog pregleda testiranih Zzivotinja, a u drugom istraZzivanju i analizom hematoloskih i
biohemijskih parametara krvi u cilju procene efekata na krvnu sliku, funkciju jetre i bubrega. Za
oglede su koris¢ene dve farme u juznoj Italiji, gde je u oba istrazivanja putem koprokulture odredeno
prisustvo GIN kod ovaca, a prisutni rodovi identifikovani uz pomo¢ odgovaraju¢ih kljuceva
determinacije. Rezultati GC-MS analiza su pokazali slozen hemijski sastav testiranih etarskih ulja sa
jedinjenjima ¢iji Se broj kretao od 10-35, i koja pripadaju razli¢itim hemijskim grupama (terpeni,
terpenoidi i fenilpropanoidna jedinjenja). Najvisu ovicidnu aktivnost na EHT su u prvom istrazivanju
pokazala ulja origana, rtanjskog ¢aja i moraca sa maksimalnim inhibitornim efektom na izleganje

larvi (100%) pri svim testiranim koncentracijama, a pored njih i ¢ubar (99,3-100%), oba uzorka
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timijana (timijan 1, 95,3-100% i timijan 2, 98,5-100%), kleka (81-96,8%) i pitoma nana (72,5-
99,8%). U drugom istrazivanju je zbog neSto drugacCije pripreme koncentracija (metodom
razblazivanja) efekat bio znatno vise dozno-zavistan, ali je ulje origana bilo ponovo najefikasnije
(71,3-93,3%), a potom miloduh (42,7-91,3%), korijander (29-92,7%), bosiljak (23,3-93,3%), pitoma
(20-90,3%) i divlja nana (13-92,7%). Kada je u pitanju FECRT, u prvom istrazivanju postignut je
odreden antihelminticki efekat sa ukupnom redukcijom broja jaja nematoda od 25,23% i 24,42%
(timijan) i 24,91% i 25,90% (linalool:estragol), ali je efekat bio bolji kod ulja iz drugog istrazivanja s
obzirom na aplikaciju formulacija direktno u rumen zivotinja, odnosno 43,21% i 60,13% (origano),
26,86 1 46,04% (pitoma nana) i 15,66% 1 33,00% (rtanjski ¢aj), 7. 1 14. dana nakon tretmana. Ni za
jedno od primenjenih ulja, pri testiranim dozama, nisu zabeleZeni nikakvi nezeljeni ili toksi¢ni efekti
prilikom klini¢kog pregleda odnosno hematoloskih i1 biohemijskih analiza krvi, §to govori u prilog
bezbednosti njihove upotrebe kod ovaca. Pokazana efikasnost ispitanih ulja potic¢e od jedinjenja koja
ulaze u njihov sastav, odnosno pre svih karvakrola, anetola, timola, p-cimena, y-terpinena, karvona,
linaloola, mentola, a-tujona i Ccis-pinokamfona, imajué¢i u vidu njihovu =zastupljenost kod
najefikasnijin ulja. Koprokulturom je pri tome na ispitivanim farmama u oba istrazivanja
identifikovano prisustvo cetiri roda GIN ovaca, Haemonchus, Trichostrongylus, Teladorsagia i
Chabertia, ¢ija se procentualna zastupljenost u odredenoj meri menjala nakon tretmana. Primena
biljnih formulacija ukljucujuéi EOs u cilju kontrole parazita ima vise prednosti. To ukljucuje slozen
hemijski sastav sa bioaktivnim supstancama iz razli¢itih hemijskih grupa, koji dovodi do njihove
visoke antihelminticke aktivnosti, kao i potencijalno nizeg stepena razvoja rezistencije. Tehnike
inkapsulacije ili viSestruka primena tokom nekoliko uzastopnih dana pri tome nude mogucénost
dodatnog povecéanja efikasnosti u terenskim uslovima. Sa druge strane, prirodno poreklo ovih
formulacija moze doprineti i njihovoj nizoj toksi¢nosti za zivotinje, manjim koli¢inama rezidua u
mesu i mleku i boljoj ekoloskoj prihvatljivosti u poredenju sa komercijalnim preparatima. U svakom
sluc¢aju, dobijeni rezultati govore u prilog mogucnosti koris¢enja ispitanih EOs u praksi, posebno
origana, u integrisanom pristupu kontrole u cilju smanjenja upotrebe komercijalnih preparata i

usporavanja razvoja rezistencije.

Kljuéne re¢i: Etarska ulja, Gastrointestinalne nematode ovaca, Antihelminticka rezistencija,

Integrisana kontrola
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ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes (GINs) nowadays represent one of the biggest health and
economic issues in small ruminants. The control of these parasites is almost exclusively based on the
application of commercial drugs. However, their irrational use in terms of frequent treatments, low or
high doses or continuous use of one drug has led to the development of anthelmintic resistance (AR).
Modern strategies for combating AR are based on the rational use of these drugs, along with the use
of various alternatives such as botanical anthelmintics. The aims of these studies were to examine the
anthelmintic activity of selected essential oils (EOs) against sheep GINs and the safety of their
application, to determine the factors that influence the activity, as well as to evaluate the possibility
of applying examined formulations in veterinary practice as an alternative method in combatting AR.
The research was conducted in two phases (studies), in 2019. and 2021., whereby 12 oil samples
were examined in the first and 11 in the second study (of which three are the same as in the previous
study, two from the same manufacturer and one from the other). The chemical composition of the
oils was determined by gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS analysis). In vitro
ovicidal activity was tested using the egg hatch test (EHT), in the first instance at six different
concentrations for each tested oil (50, 12.5, 3.125, 0.781, 0.195 and 0.049 mg/ml), and in the second,
in addition to the above, two lower concentrations (0.025 and 0.0125 mg/ml) were added. Thyme oil
(type 1) and the synergistic combination of linalool:estragole in the first, and the oils of oregano,
mint and winter savory in the second study were selected for further in vivo testing. The efficacy was
tested using the faecal egg count reduction test (FECRT), whereby the EOs were diluted in sunflower
oil and the formulations were applied once, perorally to animals in different groups, in the first case
at a dose of 100 mg/kg and in the second at 150 mg/kg. The toxic effects of the in vivo applied
formulations were examined through clinical observation of the tested animals, and in the second
study also by analyzing the haematological and biochemical blood parameters in order to assess the
side effects on the blood count, liver and kidney function. Two farms in southern Italy were used for
the experiments, whereby the presence of GINs was determined by coproculture examination, and
the present genera were identified with suggested determination keys. The results of GC-MS
analyses showed the complex chemical composition of the tested EOs with the number of
compounds varying from 10-35, which belong to different chemical groups (terpenes, terpenoids and
phenylpropanoid compounds). The highest ovicidal effect in the first EHT was shown by the oils of

oregano, winter savory and fennel with the maximum inhibitory effect on the egg hatchability
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(100%), along with summer savory (99.3-100%), both samples of thyme (sample 1, 95.3-100% and
sample 2, 98.5-100%), juniper (81-96.8%) and mint (72.5-99.8%). In the second study, due to a
different preparation of concentrations (dilution method), the effect was significantly more dose-
dependent, but the most effective oil was again oregano (71.3-93.3%) along with hyssop (42.7-
91.3%), coriander (29-92.7%), basil (23.3-93.3%), mint (20-90.3%) and wild mint (13-92.7%). In the
first FECRT, a certain anthelmintic effect was achieved with a total reduction in the number of
nematode eggs of 25.23% and 24.42% (thyme) and 24.91% and 25.90% (linalool:estragole), but due
to the application of the formulations directly in the rumen of animals, the effect was better with oils
from the second study, i.e. 43.21% and 60.13% (oregano), 26.86 and 46.04% (mint) and 15.66% and
33.00% (winter savory) on Days 7 and 14, respectively. No toxic or side effects to the sheep were
observed for any of the applied oils at the tested doses, neither during the clinical examination of
animals nor during haematological and biochemical blood tests, suggesting the safety of their use in
sheep. The demonstrated efficacy of the tested oils is related to the compounds that are included in
their composition, i.e. above all carvacrol, anethole, thymol, p-cymene, y-terpinene, carvone,
linalool, menthol, a-thujone and cis-pinocamphon, considering their presence in the most effective
oils. Four genera of sheep GIN were identified by coproculture examination in both studies,
Haemonchus, Trichostrongylus, Teladorsagia and Chabertia, whose percentage representation
changed to some extent after the treatments. The use of herbal formulations including EOs in parasite
control has numerous advantages. That includes a complex chemical composition with bioactive
substances from different chemical groups, which leads to high anthelmintic activity, as well as
potentially lower susceptibility to AR development. Furthermore, encapsulation techniques or
multiple applications over several consecutive days offer the possibility of further increasing the
efficacy in field conditions. On the other hand, the natural origin of these formulations may
contribute to lower toxicity for animals and smaller amounts of residues in meat and milk, as well as
better environmental acceptability in comparison with commercial drugs. The obtained results
suggest the possibility of using the tested EOs in practice, especially oregano, in an integrated control
approach designed to reduce the use of commercial drugs and slow down the development of

resistance.

Keywords: Essential oils, Sheep gastrointestinal nematodes, Anthelmintic resistance, Integrated

control
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1.0. UVOD

Domaca ovca (lat. Ovis aries) predstavlja veoma rasprostranjenu vrstu domace Zivotinje
koja se prvenstveno uzgaja zbog vune, mesa, mleka i koze. Selekcijom je dobijeno mnogo rasa
prilagodenih za uzgajanje u mnogim sredinama $irom sveta, od hladnih i vlaznih planinskih
oblasti severne Evrope, do suSnih oblasti Afrike i Azije. Ovce su prvenstveno zivotinje na ispasi,
a gaje se u Sirokom spektru proizvodnih sistema Sirom sveta u zavisnosti od preovladujucih
uslova zivotne sredine i drustveno-ekonomskog konteksta [1,2]. Gajenje ovaca i koza se
razlikuje od gajenja ostalih domacih Zivotinja po tome Sto je ono najcesce ekstenzivno, odnosno
zahteva relativno niska ulaganja u objekte, opremu i ostala potrebna sredstva. Naime, ovce
poseduju veliku mo¢ adaptacije i veliku izdrzljivost, pri ¢emu su veoma prakticne za gajenje u
pogledu smestaja i upravo je zbog toga ovcarstvo najzastupljenije u onim regionima gde je

poljoprivreda najesktenzivnija [3].

Procena je da danas u svetu ima oko milijardu ovaca, pri cemu se glavna podrucja za
uzgoj ovaca nalaze na geografskim Sirinama 35-55° severno u Evropi 1 Aziji 1 izmedu 30-45°
juzno u Juznoj Americi, Australiji i na Novom Zelandu. Postoje tri glavna sistema upravljanja
ovc¢arskom proizvodnjom, a to su ekstenzivna proizvodnja vune i mesa, intenzivna proizvodnja
mleka 1 tradicionalno ovcarstvo. Generalno, razliCiti proizvodni sistemi imaju kapacitet da
obezbede dobrobit Zivotinja, pod uslovom adekvatnih resursa i uzgoja (npr. dopunska hrana i
veterinarska nega kada je to potrebno) [4]. U Republici Srbiji, poslednjih godina se zapaza mali
trend porasta broja ovaca (0,6% 2021. godine u odnosu na 2020.), iako se broj veéine drugih
domacih Zivotinja konstantno smanjuje [5]. Pri tome je broj grla po jednom gazdinstvu mali,
najcesce ispod 10, iako je prosecan broj grla u EU na farmama oko 200 [3] . U svakom slucaju,

ovcarstvo se danas kako u svetu tako i1 kod nas suoc¢ava sa brojnim problemima.

Gastrointestinalne nematode predstavljaju jedne od najées¢ih prouzrokovacda infekcija
kod domacih zivotinja [6]. U danasnje vreme one predstavljaju znacajan problem u mnogim
granama veterinarske medicine, sto se posebno odnosi na zivotinje kojima pasnjaci predstavljaju
glavni izvor hrane. Pri tome, gubici u proizvodnji koje prouzrokuju ovi paraziti su ogromni i
predstavljaju veliku opasnost kako za ekonomiju na globalnom i nacionalnom nivou, tako i za

same farmere [7]. Zbog toga se sve vise Cine napori u potrazi za inovacijama pre svega na polju
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kontrole ovih parazita. Kada je u pitanju gajenje ovaca, gastrointestinalne nematode se navode
kao jedan od najvecih problema kako sa zdravstvenog i proizvodnog (ekonomskog) aspekta, tako
I sa aspekta dobrobiti. Danas su ovi paraziti rasireni u mnogim delovima sveta, narocito u
regionima sa tropskom i suptropskom klimom [8], a prevalenca i distribucija odredenih rodova
zavisi od geografskih i klimatskih prilika [9]. Takode, predstavljaju i znacajne uzro¢nike
infekcija i oboljenja kod ovaca i na nasim farmama, npr. u regionu isto¢ne Srbije i Vojvodine
[10,11]. Negativan efekat parazitizma se ogleda na razli¢ite nacine, poput izazivanja bolesti
razli¢itog intenziteta 1 klinicke slike, smanjenje proizvodnje, nizeg fertiliteta, troskova leCenja 1

smrti Zivotinja, §to sve zajedno dovodi do velikih ekonomskih gubitaka.

Kontrola gastrointestinalnih nematoda kod malih preZivara se i dalje gotovo iskljuc¢ivo
oslanja na komercijalne antihelminti¢ke lekove poput benzimidazola, makrocikli¢nih laktona 1
imidazotiazola [12]. Medutim, sli¢cno kao i kod antibiotika, rastué¢i problem antihelminticke
rezistencije usled neracionalne upotrebe lekova priinjava sve veée ekonomske gubitke u
mnogim delovima sveta, Sto ugrozava odrzivost gajenja ovaca. U potrazi za novim reSenjima,
sve vec¢i broj istrazivaca ispituje nove strategije u pristupu leCenja ovih infekcija, a koje se
oslanjaju na racionalnu upotrebu antihelmintika uz pronalazak odgovarajuéih alternativa [13].
Iste imaju za cilj smanjenje upotrebe antihelmintika i usporavanje razvoja rezistencije sa jedne,
uz postizanje odgovarajuce efikasnosti u terapiji i/ili profilaksi sa druge strane. Ovaj integrisani
pristup [14,15] nudi mogucénost odrZive kontrole ovih parazita, a samim tim i ovarstva i
stocarstva u globalu. U tom kontekstu, Covefanstvo se sve viSe ponovo oslanja na prirodu i
upotrebu njenih preparata za razli¢ite medicinske svrhe, Sto je podstaklo potragu za novim
farmakoloskim supstancama od strane industrije lekova. Upotreba biljaka odnosno fitoterapija je
praksa koja datira od pocetka ljudske civilizacije, a danas su biljke i njihovi produkti vazan deo
farmakopeje u mnogim delovima sveta. Sa obec¢avaju¢im rezultatima u vezi sa antiparazitskom
aktivnoScu, fitoterapija koja ukljuCuje i upotrebu etarskih ulja se namentula kao posebno
obecavajuca alternativa za buducu kontrolu gastrointestinalnih nematoda kod ovaca [16,17], §to

¢ini ovu temu atraktivnom, aktuelnom i inovativhom koja privlaci sve ve¢i paznju.
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2.0. PREGLED LITERATURE

2.1. Gastrointestinalne nematode ovaca

2.1.1. Pregled najznacajnijih rodova

Gastrointestinalne nematode predstavljaju veoma znacajne parazite kod malih preZivara i
jedan od najveéih zdravstvenih i ekonomskih problema kod ovih Zivotinjskih vrsta [16]. Danas
su ovi paraziti raSireni u mnogim delovima sveta, naro€ito u regionima sa tropskom 1
suptropskom klimom [8]. Termin gastrointestinalne nematode uklju¢uje brojne rodove i vrste
parazitskih helminata kod ovaca i drugih Zivotinja, a koji parazitiraju u razliitim delovima
digestivnog trakta [18,19]. Najvaznije nematode koje parazitiraju u abomazumu su Haemonchus
contortus, Teladorsagia (Ostertagia) circumcincta i Trichostrongylus axei. Pri tome,
Haemonchus je najcesci u tropskim i suptropskim krajevima ili u onima sa ki$nim letima, dok su
ostale napomenute vrste ¢eS¢e u regionima sa hladnim 1 kiSnim zimama. Zbog toga ove vrste

preovladuju u regionima sa umerenom Klimom [9].

H. contortus predstavlja jednu od najpatogenijih i najplodnijin nematoda kod malih
prezivara. Odrasle zenke su sposobne da proizvedu hiljade jaja dnevno, §to moze dovesti do brze
kontaminacije pasnjaka i tzv. pikova hemonkoze. Ove nematode su kratkog veka i preZivljavaju
u svojim domacinima samo nekoliko meseci. Medutim, posledice parazitizma mogu biti
ogromne, pri ¢emu su glavni patogeni efekti prouzrokovani aktivno$¢u hranjenja krvlju Sto
rezultira anemijom koja obi¢no postaje ocigledna posle dve nedelje infekcije. Bolest kod
zivotinja prolazi u peraktunoj, akutnoj i hroni¢noj formi i u zavisnosti od toga mogu se javiti

tamno obojen izmet, edem, slabost, smanjena proizvodnja a ponekad i iznenadna smrt [20].

Teladorsagia circumcincta se ne hrani krvlju, a glavni patogeni efekat je prouzrokovan
njenim larvenim oblicima i uzrokovanim deficitom proteina. Naime, razvoj larvi se odvija u
zeluda¢nim Zlezdama, §to dovodi do formiranja ¢vorova u sluzokozi abomazusa i do velikog
ostecenja parijetalnih celija. To ima za posledicu smanjenu proizvodnju hipohlorne Kiseline,
deficitno konvertovanje pepsinogena u pepsin i smanjeno varenje proteina. Parazitiranje obicno
rezultira umerenim infekcijama sa simptomima dijareje, slabog prirasta, gubitka telesne mase i

smanjene proizvodnje vune, a u tezim slu¢ajevima moze do¢i i do uginuca [20,21].
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Trichostrongylus axei takode parazitira u abomazumu, mada su infekcije obi¢no slabijeg
intenziteta. Ostale vrste ovog roda, T. colubriformis, T. vitrinus i T. rugatus parazitiraju u
intestinumu. Generalno, ove vrste predstavljaju vazne parazite malih prezivara na ispa$i i
uglavnom ispoljavaju svoje patogene efekte kod jagnjadi i zaluCenih zivotinja, a poznato je i da
izazivaju znacajno smanjenje rasta vune kod starijih jedinki. Infekcije niskog intenziteta je
ponekad tesko razlikovati od neuhranjenosti, dok infekcije visokog intenziteta izazivaju dijareju
koja stvara mrlje na zadnjim ekstremitetima, a pored toga se javljaju anoreksija i gubitak telesne
mase. Znacajnu patologiju izaziva T. vitrinus, odnosno njen Lz oblik koji se uvlaéi izmedu
crevnih resica §to moZe dovesti do malapsropcije, maldigestije, hipoproteinemije i znakova

generalizovanog enteritisa [9,20].

Od ostalih rodova nematoda koje parazitiraju u tankom crevu kod ovaca, potrebno je
ista¢i rodove Bunostomum, Nematodirus i Cooperia. Adulti B. trigonocephalum se nalaze u
tankom crevu, uglavnom jejunumu ovaca, gde se vezuju za sluzokozu i sisaju Krv izazivajuci
anemiju i brz gubitak telesne mase. Pored toga, javlja se dijareja ili konstipacija koji se mogu
smenjivati, a moze biti prisutan i hipoproteinemijski edem [22]. Vrste roda Nematodirus poput N.
battus su morfoloski nesto veée od ostalih gastrointestinalnih nematoda i mogu biti veoma
patogene jer se veliki broj larvi izleZe u kratkom periodu kada mlada jagnjad po¢nu uzimati vece
koli¢ine trave. Bolest je Cesto povezana sa razvojnim stadijuma larvi, pri ¢emu se obi¢no javljau
kasno prole¢e u umerenim klimatima, a karakteriSe je iznenadni pocetak, obilna dijareja i
izrazena dehidracija sa mogu¢im fatalnim ishodom [9]. Najznacajnija vrsta roda Cooperia koja
parazitra kod ovaca je C. curticei, mada se generalno vrste ovog roda smatraju manje patogenima
u poredenju sa vrstama iz drugih rodova. Medutim, veliki broj parazita moze dovesti do
smanjene proizvodnje kod Zivotinja, prilikom cega je infekcija povezana sa inapetencom i

smanjenim prirastom [23].

U debelom crevu, prevashodno u cekumu i kolonu parazitiraju vrste rodova
Oesophagostomum, Chabertia i Trichuris. Infekcije sa O. columbianum se karakteriSu
stvaranjem nodula, pri ¢emu adulti naseljavaju mukozu i sisaju krv, §to dovodi do perniciozne
anemije i znacajnog gubljenja telesne mase. Sa druge strane, penetracija mukoze od strane larvi
moze prouzrokovati jaku dijareju koja se obi¢no javlja druge nedelje infekcije, sa crno-zelenim

fecesom koji sadrzi mukus i krv [9,24]. Odrasli oblici C. ovina uzrokuju ostec¢enja sluzokoze
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kolona, sto dovodi do kongestije, ulceracije i manjih krvavljenja. Izmet je mekan, sadrzi dosta
sluzi, a ponekad i1 primese krvi. Medutim, imunitet se brzo razvija pa se epidemije primecuju
samo u uslovima jakog stresa. Teske infekcije sa T. Ovis nisu uobicajene, ali se mogu videti kod
veoma mladih jagnjadi ili tokom susnih perioda kada se ovce hrane zitom na zemlji. Jaja ovog

parazita su veoma otporna, a uocava se konstipacija i edem sluzokoze cekuma, pracen dijarejom

[9].

2.1.2. Razvojni ciklus

Veéina vrsta gastrointestinalnih nematoda ima jednostavan, direktan razvojni ciklus (slika
1). Tipi¢no, zenke polazu jaja u gastrointestinalnom traktu zivotinja, a njihov broj zavisi od roda
1 vrste parazita. Jaja se potom putem fecesa izbacuju u spoljasnju sredinu, pri cemu se u fecesu
izlegu i prvo razvijaju do L; stadijuma larvi, a zatim preko L> do infektivnog L3 stadijuma. U
pojedinim sluc¢ajevima kao §to je kod roda Nematodirus, razvoj do Lz stadijuma se obavlja
unutar jajeta. U svakom slucaju, infektivni stadijum nakon toga migrira iz balege i kontaminira
spoljasnju sredinu [7]. Infekcija se prenosi ingestijom kontaminirane trave, najée$¢e na pasi,
unoSenjem infektivnih larvi u digestivni trakt domacina gde se one, u zavisnosti od roda, u
razli¢itim delovima razvijaju do adultnog oblika (abomazum, tanko ili debelo crevo). Infekcija
obi¢no nastaje oko dve nedelje nakon unosa larvi, a patologija nastaje ili kao posledica migracije
larvi, ili parazitiranja adultnih oblika. Prepatentni period za veéinu vrsta iznosi oko 2 meseca,
nakon Cega se u spoljaSnju sredinu ponovo izbacuju jaja i razvijaju infektivne larve, te se

razvojni ciklus parazita kontinuirano nastavlja [18,19].
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‘ C ‘:‘ .: 2 ‘ .,
Slika 1. Razvojni stadijum H. contortus. A - jaja ; B - L3 oblik ; C - vulvalni
rezanj kod odrasle zenke ; D1 - kopulatorna burza muzjaka, D2 - spikule
koje se koriste da drze genitalni organ Zenki otvorenim (Izvor: El-Ashram i
Suo, 2017 [25])

2.1.3. Prevalenca i epidemiologija

Kao §to je ve¢ napomenuto, prisustvo razliCitih rodova gastrointestinalnih nematoda
ovaca se danas belezi u mnogim delovima sveta. Prevalenca 1 distribucija odredenih rodova pri
tome zavisi od geografskih i klimatskih prilika. Generalno, Haemonchus i Cooperia spp. su vise
zastupljene u suptropskom i tropskom klimatu, Teladorsagia i Nematodirus spp. u umerenim
regionima, dok su Trichostrongylus vrste zastupljene Sirom sveta [26]. Kada je u pitanju nasa
zemlja, ovi paraziti takode predstavljaju znacajne uzrocnike infekcije 1 oboljenja kod ovaca. U
istrazivanju sprovedenim na nivou Vojvodine [11], infekcija razliCitim gastrointestinalnim
parazitima je zabelezena kod €ak 81,22% ovaca, a kada su u pitanju nematode, detektovana su
jaja od: Nematodirus spp. (71,22%), Teladorsagia spp. (69,22%), Trichostrongylus spp.
(66,55%), Haemonchus spp. (64,55%), Chabertia ovina (60,11%), Oesophagostomum spp.
(36,77), Cooperia spp. (27,88%) i Bunostomum sp. (23,97%), uz neke druge parazite poput
malog metilja (Dicrocoelium dendriticum), plu¢nog crva (Dictyocaulus spp.) i pantljicare iz roda

Moniezia.
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Rezultati pomenutog istrazivanja jasno ukazuju da infekcije helmintima predstavljaju
znacaj problem u nasoj pokrajni. Pri tome, stopa infektivnosti svakog od ovih parazita pokazuje
da je vecina njih pratila isti obrazac sa pikovima u prolece i jesen koji su odvojeni padovima
tokom vrelog letnjeg susnog perioda, kada je stopa zaraze bila niska. Rezultati su takode
pokazali da je intenzitet infekcije bio visi kod starijih zivotinja u poredenju sa mladim, §to moze
biti rezultat duze ekspozicije jajima i larvama parazita tokom nekoliko pasnih sezona. Zbog toga
odrasle jedinke zapravo predstavljaju potencijalni izvor infekcije i kontaminacije pasnjaka [11].
Sa druge strane, u istrazivanju u regionu isto¢ne Srbije, prevalenca razliclitih rodova
gastrointestinalnih nematoda je bila sledeca: Haemonchus (46.91%), Oesophagostomum
(40.73%), Trichostrongylus (39.85%), Nematodirus (35.88%), Chabertia (32.79%),
Teladorsagia (25.88%), Bunostomum (23.97%), Marshallagia (21.91%), Strongyloides
(17.06%), Cooperia (14.12%) i Trichuris (10.88%), ukazuju¢i na njihov znac¢aj kod pa$nih ovaca
i na ovom podrucju. Pri tome, najveci broj ispitanih Zivotinja (51,87%) je imao srednji intenzitet
infekcije, dok je niski intenzitet imalo 40,63%, a visoki 7,50%. Takode, zabeleZena je veca
prevalenca infekcije kod zenki (p<0,01), kao i kod odraslih Zivotinja (p<0,001) [10]. Veliki broj i
raSirenost parazita na ovom podru¢ju se moze objasniti ekstenzivnim na¢inim gajenjem zivotinja

u regionu istocne Srbije.

2.1.4. Klinicka slika i ekonomski znacaj

Kao $to je navedeno, gastrointestinalne nematode mogu prouzrokovati razlicite klinicke
simptome Kkoji variraju u zavisnosti od razli¢itih faktora, ali najvise od vrste nematoda i stepena
infekcije odnosno broja parazita. U tom kontekstu se javlja razli¢ita klinicka slika, od gubitka
telesne mase i smanjenog unosa hrane, pa sve do anoreksije, dijareje, digestivnih problema,
anemije, velikog gubitka proteina, smanjenog imuniteta i fertiliteta, a u teZim slucajevima moze
do¢i i do smrti zivotinja [27-31]. Ipak, najcesce se javlja subklini¢ka forma sa gubitkom tezine i
opadanjem proizvodnje mleka, mesa i vune [30,31]. Zbog svega napomenutog, ovi paraziti na
razliCite nacine mogu ugroziti zdravlje i dobrobit Zivotinja, a sami ekonomski gubici nastaju
usled smrti Zivotinja, smanjene proizvodnje, nizeg fertiliteta i troskova lecenja [7]. Veliki broj
rodova i vrsta Kkoji izazivaju infekciju, njihova visoka prevalenca i incidenca, kao i pojava

mesSanih infekcija dovode do zna€ajnih ekonomskih gubitaka koje je tesko kvantifikovati, s
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obzirom na pomenute nacine na koje ih mogu prouzrokovati. Ipak, smatra se da su ovi paraziti

odgovorni za Stetu koja se meri u milijardama eura na godi$njem nivou u Evropi [6].

2.1.5. Dijagnostika

Pravilna i pravovremena dijagnostika infekcija prouzrokovanih gastrointestinalnim
nematodama je veoma vazna kako sa epizootioloSkog aspekta, tako i sa aspekta odredivanja i
postavljanja terapije. S obzirom da ne postoji idealan dijagnosticki test, danas se u praksi ante-
mortem dijagnostika uglavnom bazira na mikroskopskoj detekciji jaja ili larvi nematoda u fecesu
zivotinja, odnosno njithovom brojanju 1 identifikaciji pomocu razliitih tehnika flotacije 1
koprokulture [29,32]. Pri tome, kvantifikacija i izrazavanje broja odredenih parazitskih oblika,
npr. broj jaja po gramu fecesa Zivotinja (eng. eggs per gram, EPG), pomaze u odredivanju
stepena infekcije kod Zivotinja i vazna je za medusobno poredenje zivotinja i farmi, kao i
prilikom ispitivanja efikasnosti antihelmintika. Na ovaj naCin su i postavljene razliCite skale gde
se, na primer, zivotinje sa 50-799 EPG Kklasifikuju kao niske, sa 800-1200 kao srednje, a 1200 i

vise EPG kao visoko inficirane [10].

Uz pomo¢ odgovarajucih kljuceva determinacije, najcesc¢e koriséenjem Lz stadijuma larvi
[18,33,34], moZe se specifi¢no odrediti prisutnost i zastupljenost pojedinih rodova, §to doprinosi
preciznoj dijagnostici. Pored napomenutog, mogu se koristiti i druge metode poput fizickog
posmatranja zivotinja i njihovog ponaSanja, merenja gubitka krvi kod parazita koji se hrane
krvlju, fekalni miris, merenja gubitaka na tezini itd., a razvijeni su 1 razliiti imunoloski
dijagnosti¢ki markeri za detekciju infekcija poput serumskih antitela, fekalnih antitela, antitela u
pljuvaccei, eozinofilije u krvi itd. [32]. Post-mortem dijagnoza se bazira na nekropsiji i koristi se
za odredivanje broja nematoda prisutnih u gastrointestinalnom traktu odnosno za odredivanje
intenziteta infekcije, a takode je veoma bitna sa aspekta epidemioloskih studija i procene

efikasnosti antihelmintika [20].
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2.1.6. Terapija i prevencija

S obzirom na znacaj i Stetu koju izazivaju gastrointestinalne nematode ovaca, strategije
kontrole su veoma vazne, ali ih nije lako postaviti. Prema odredenim literaturnim izvorima,
odrziva kontrola ovih parazita podrazumeva dobro upravljanje pasnjacima, upotrebu razli¢itih
antihelminti¢kih supstanci i mere bioloske kontrole [7]. Ovom spisku mera se mogu dodati i
genetska selekcija prirodno rezistentnih Zivotinja, prilagodavanje ishrane, razvoj vakcina, ali i
upotreba razli¢itog lekovitog bilja [13,35]. Glavna mera u danasnje vreme i godinama unazad je
ipak jo$ uvek upotreba antihelminti¢kih lekova, koja Cesto predstavljaju jednostavnu, bezbednu i
u nekim sluéajevima najjjeftiniju opciju [36]. Pri tome se najceSce koriste lekovi iz tri Klase,
odnosno benzimidazoli (npr. albendazol, fenbendazol, mebendazol), makrocikli¢ni laktoni (npr.
avermektini - ivermektin i milbemicini - moksidektin) i imidazotiazoli tj. holinergicki agonisti

(npr. levamizol, tetramizol) [12,37] (Tabela 1).

Tabela 1. Najznacajniji lekovi koji se koriste protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca, spektar

dejstva, doza i na¢in primene [38]

Lek Spektar dejstva Doza Nacin primene

Vise od 90% protiv Haemonchus spp,
Trichostrongylus spp., Ostertagia
spp., Nematodirus spp., Bunostomum

Peroralno u vidu
bolusa ili suspenzije

Albendazol spp., Strongyloides spp., Chabertia 5 mg/kg za peroralng
S D . primenu u obliku
spp., i vise od 60% protiv Trichuris drenca

Spp.

Peroralno 1 najcesce
jednokratno u hrani,
ali se bolji efekti
postizu ako se
ukupna dnevna doza
podeli i primeni u
viSe pojedinacnih
dnevnih doza

Efikasan protiv ve¢ine znacajnijih
Fenbendazol vrsta nematoda digestivnog trakta, 5 mg/kg
ubija i odrasle i larvene oblike parazita

Haemonchus spp., Ostertagia spp.,
Trichostrongylus spp., Cooperia spp.,

Bunostomum spp., Strongyloides s Peroraing ili

Ivermektin M Spp., gylol PP-, 0,2 mg/kg subkutano,
Nematodirus spp., Chabertia spp., :

jednokratno

Trichuris spp., Oesophagostomum
spp.
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Trichostrongylus spp., Haemonchus
spp., Ostertagia spp., Nematodirus
spp., Cooperia spp., Bunostomum

spp., Strongyloides spp.,

Oesophagostomum spp., Chabertia

spp., Trichuris spp.

Parenteralno
(subkutano ili
5-10 mg/kg | intramuskularno) ili
peroralno kao
levamizol-hlorid

Levamizol

Ipak, preveniranje parazitoza je mnogo bolje i lakSe nego njihovo le¢enje. Generalno, ono
se postize sprovodenjem odredenih postupaka odnosno slede¢ih mera: ishranom bogatom
vitaminima 1 mineralima, dobrim drZanjem i1 negom Zzivotinja, sprovodenjem higijensko-
sanitarnih mera (mehani¢ko ¢iS¢enje, pranje, dezinfekcija objekata u kojima borave Zivotinje),
uniStavanje neinfektivnih oblika parazita koji pod dejstvom toplote 1 vlage mogu da predu u
infektivne oblike, neskodljivo uklanjanje dubrista (spaljivanje, zatrpavanje u zemlju 1 tretiranje
hemijskim sredstvima), uniStavanje infektivnih oblika parazita u stajama i na paSnjacima, itd.
[38].

2.2. Antihelminti¢ka rezistencija

2.1. Definicija i znacaj

Upravljanje i kontrola infekcija izazvanih gastrointestinalnim nematodama kod ovaca nije
lak zadatak i, kao $to je veé reCeno, trenutno se gotovo isklju¢ivo oslanja na upotrebu
komercijalnih antihelmintickih lekova [39]. Ovi lekovi su se uspesno koristili decenijama unazad
u kontroli razli¢itih helminata kod Zivotinja, dostizu¢i nivo od 53% ukupno koris¢enih
veterinarskih lekova u praksi [40]. Medutim, njihova neracionalna upotreba u smislu ucestalih i
intenzivnih tretmana, visokih ili niskih doza, ili npr. kori§¢enja samo jednog antihelmintika je
dovela do razvoja rezistencije kod mnogih vrsta nematoda [29,35,39]. Prema Smernicama
Udruzenja za unapredenje veterinarske parazitologije, antihelminticka rezistencija se moze
definisati kao sposobnost parazita da prezivi doze leka koje bi inace eliminisale parazite iste
vrste i istog stadijuma razvoja [41]. Njen razvoj je u svakom slucaju doveo do opadanja
efikasnosti lekova, posebno najceS¢e upotrebljavanih poput benzimidazola i makrocikli¢nih
laktona, dovodeéi do jo§ vecih ekonomskih gubitaka u smislu smanjene proizvodnje kod

zivotinja i uginuca usled parazitizma, a koji ugrozavaju odrzivost gajenja ovaca [39,42].

10
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Kada je u pitanju aktuelna situacija, postoji mnogobrojni dokazi o razvoju rezistencije i
njenom Sirenju kod helminata na utvrdene grupe antihelmintika (benzimidazoli, imidazotiazoli i
makrocikli¢ni laktoni) u razlicitim delovima sveta. Tako je 2012. godine prijavljena raSirena
incidenca multi-rezistentnih populacija H. contortus, Teladorsagia i Trichostrongylus na
pomenute lekove kod ovaca Sirom Evrope [43]. Da situacija bude teza, prijavljeni su i izolovani
sluajevi rezistencije na novije grupe antihelmintika poput rezistencije H. contortus na
monepantel, derivat amino-acetonitrila [44], pri ¢emu se smatra da vreme potrebno da se razvije
rezistencija na novi lek nakon njegovog uvodenja na trziSte u danasnje vreme iznosi manje od 10
godina [45]. Kao S$to je ranije napomenuto, Stete koju Cine gastrointestinalne nematode kod
prezivara usled gubitaka u proizvodnji, troskova leCenja 1 uginuca su velike. Medutim, usled
razvoja rezistencije ovi troSkovi su jo§ veci, prema nekim podacima dodatnih oko 40 miliona
evra samo u Evropi [46], sa tendencijom rasta i u budu¢em periodu s obzirom na sve vece Sirenje
rezistentnih populacija, kao i pomenutu pojavu multi-rezistentnih sojeva. Zbog svega navedenog,
gastrointestinalne nematode i1 problem antihelminticke rezistencije predstavljaju jednog od

najvaznijih ograni¢avajuéih faktora i prepreka sa kojima se suo¢ava moderno ovéarstvo [27,28].

2.2.2. Mehanizam razvoja

Opsti konsenzus je da je rezistencija na antihelmintike preadaptivna nasledna pojava sa
genom ili genima odgovornim za rezistenciju koji se nalaze u populaciji parazita i pre nego $to se
lek prvi put primeni [15]. Aleli koji kodiraju rezistenciju nastaju kao rezultat retkih mutacija i u
pocetku su retki u populaciji, ali kako se selekcija nastavlja, njihov udeo u populaciji se
povecava kao i udeo rezistentnih parazita [47]. Naime, tretmani helminata sa optimalnim dozama
lekova za koje postoje rezistentni aleli daje prednosti ovim parazitima, s obzirom da ¢e jedini
helminti koji ¢e preziveti tretman upravo biti oni koji nose gene rezistencije. U kratkom periodu,
dok se Zivotinja ponovo neinficira osetljivim parazitima sa pasSnjaka, rezistentni paraziti su jedini
koji polazu jaja i na taj nacin se povecava ,genetski fond“ za rezistenciju [15,48]. Pri tome,
ucestalost alela koji kodiraju rezistenciju u vreme izlaganja leku je vazna za brzinu razvoja
rezistentne populacije [49]. Nazalost, gastrointestinalne nematode malih prezivara upravo imaju

genetske osobine koje promoviSu brzi razvoj rezistencije, kao Sto su brze stope selekcije 1
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protoka gena i visok nivo genetske raznovrsnosti. Kao rezultat toga, ovi paraziti imaju genetski

potencijal da brzo reaguju na dejstvo antihelmintika i da obezbede Sirenje rezistentnih alela [48].

Mehanizmi odgovorni za razvoj rezistencije kod helminata se ugrubo mogu kategorisati
kao genetske promene u meti leka, promene u transportu leka ili promene u metabolizmu lekova
unutar parazita [50-52]. Odnos izmedu ovih promena i rezistencije varira izmedu razlicitih vrsta
helminata. Dok otpornost na benzimidazol kod nematoda moze biti rezultat u kodiranju gena za
ciljno mesto, ¢ini se da ista mutacija ne izaziva otpornost na triklabendazol kod velikog metilja.
Ove varijacije su zabelezene ¢ak i unutar iste vrste helminata. Na primer, rezistencija na
benzimidazol kod H. contortus moze biti rezultat mutacije aminokiseline fenilalanin u tirozin na
poziciji 200 kod izotopa 1B95 tubulin gena. Medutim, frekvencija ove mutacije moze dosta
varirati, ¢ak i kod benzimidazol-rezistentnih populacija parazita, gde su otkrivene druge mutacije
(npr. kodon 167). P-glikoprotein, transportni protein membrane odgovoran za transport mnogih
lekova poput ivermektina, benzimidazola 1 derivata imidazotiazola, moZe biti odgovoran za

pojavu viSestruke rezistencije povecavajuéi aktivni transport lekova [50].

2.2.2. Faktori koji doprinose razvoju rezistencije

Na osnovu iznetog se moze zakljuciti da je pojava rezistencije neizbezna, pri ¢emu se
uloga veterinara u ovom procesu odnosi na stepen i brzinu njenog razvoja. Vecina istrazivaca se
pri tome slaze da su glavni faktori odgovorni za selekciju rezistentnih parazita, odnosno brzi
razvoj antihelminticke rezistencije visoka ucestalost tretmana, subdoziranje, kontinuirana
upotreba lekova iste antihelminticke grupe tokom nekoliko godina i loSe upravljanje pasnjacima
[47,53-55]. U pojedinim slu¢ajevima se ovom spisku dodaje i hiperdoziranje [35]. Kada je u
pitanju visoka ucestalost tretmana, primeceno je da se otpornost brze razvija u regionima gde se
zivotinje ¢eS¢e dehelmintisu [15]. Na primer, u vlaznim tropskim regionima gde je prevalenca
pojedinih rodova poput H. contortus visoka, tretmani 10-15 puta godisnje su doveli do razvija
rezistencije [56]. Medutim, on se moZe razviti i pri nizim ucestalostima le¢enja, posebno kada se
isti lek koristi dugi niz godina. Tako je prijavljen razvoj rezistencije ¢ak i kada su sprovedena

samo 2-3 tretmana godisnje [57].
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Subdoziranje se generalno smatra visokim faktorom rizika, s obzirom da subterapijske
doze mogu omoguciti prezivljavanje heterozigotnih rezistentnih parazita [58]. To doprinosi
selekciji rezistentnih sojeva, zbog ¢ega pri izboru adekvatne terapijske doze treba imati u vidu
razliCite faktore poput varijacija u bioraspolozivosti kod razli¢itih vrsta domacina. Na primer,
bioraspoloZzivost benzimidazola i levamizola je dosta niza kod koza nego kod ovaca, pa bi ovu
vrstu trebalo tretirati 1,5 ili 2 puta visom dozom u odnoshu na ovce [15]. Sli¢no, neadekvatno
merenje telesne mase poput samo vizuelne ocene moze dovesti do subdoziranja, zbog ¢ega u
cilju obezbedivanja tatne doze veterinari moraju odrediti telesnu masu $to je preciznije moguce,
po mogucnosti svake Zivotinje individualno. Alternativno se preporucuju trake za merenje obima
srca koje predstavljaju praktiCan alat farmerima za odredivanje telesne mase malog broja
zivotinja [31,47].

Cesta i kontinuirana upotreba jednog leka takode dovodi do razvoja rezistencije [15]. Na
primer, Cesto se u praksi deSava da se jedan lek, koji je obi¢no efikasan u prvim godinama,
kontinuirano koristi sve dok vise ne deluje. To je 1 potvrdeno u anketi farmera ovaca u Tenesiju,
gde je svako drugo stado tretirano samo jednim antihelmintikom dok nije postao neefektivan
[59]. Dugotrajna upotreba levamizola kod goveda je dovela do rezistencije, iako je godiSnja
ucestalost tretmana bila manja i ¢inilo se da helminti goveda sporije razvijaju rezistenciju u
poredenju sa onima kod malih preZivara [60]. Cesta upotreba ivermektina bez smenjivanja sa
drugim lekovima je takode prijavljena kao razlog brzog razvoja rezistencije kod H. contortus u
Juznoj Africi [61] i Novom Zelandu [62]. Zbog svega navedenog postoji Siroki konsenzus o
potrebi da se poboljSa i primeni rano oktrivanje rezistencije na osnovu aktivnog pracenja

efikasnosti antihelmintika kako bi se blagovremeno odgovorilo na njen razvoj [39].

2.2.4. Metode za ispitivanje efikasnosti antihelmintika

I monitoring rezistencije

Pracenje prisustva rezistencije na odredenom podru¢ju i globalno nije jednostavan
zadatak s obzirom na kompleksne mehanizme njenog razvoja i odredenu ogranic¢enost postoje¢ih
metoda za njenu detekciju [63]. Zbog toga detekcija i odredivanje stepena antihelminti¢ke

rezistencije podrazumeva upotrebu razli¢itih in vitro i in vivo metoda, njihovo usavrSavanje i
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standardizaciju, kao i ispitivanje novih metoda kao $to su razli¢ite molekularne tehnike [47][64].
Na taj se moze dobiti jasna slika prisustva i rasirenosti rezistencije Sirom sveta i u odredenim
podru¢jima, Sto je neophodno za razvoj strategija u cilju njenog suzbijanja. Kao najznacajnija
metoda kod nematoda od veterinarskog znacaja se navodi test smanjenja broja jaja nematoda u
fecesu zivotinja (eng. faecal egg count reduction test - FECRT). FECRT predstavlja in vivo
metodu Ciji se princip zasniva na uzimanje uzoraka fecesa od odredene populacije zivotinja i
brojanju jaja parazita (eng. faecal egg count - FEC). Pri tome se za brojanje jaja koristi neka od
standardnih tehnika poput McMaster ili Cornel-Wisconsin, ili neka od novijih tehnika poput
mini-FLOTAC [39,65]. Nakon toga slede tretmani zivotinja ispitivanom aktivnom supstancom i
posle odredenog vremena u zavisnosti od supstance koja se ispituje, uzorci fecesa se ponovo
uzimaju. Efikasnost leka se potom meri izracunatom redukcijom broja jaja nakon tretmana,
odnosno pod uticajem leka. Prema uputstvu Svetske asocijacije za unapredenje veterinarske
parazitologije (eng. World Association for Advancement of Veterinary Parasitology, WAAVP),
dobijena vrednost redukcije ispod 90% ukazuje na prisustvo rezistencije na lek, dok je kod

gastrointestinalnih nematoda ovaca grani¢na vrednost 95% [47].

FECRT je primenljiv kod prakti¢no svih vrsta domacih zivotinja ukljucujuéi ovce, koze,
goveda, konje i svinje [47,53,64]. Njegovi rezultati se smatraju dosta pouzdanim i relevantnim, a
glavna prednost mu je $to moZe biti koriS¢en kod prakticno svih dostupnih antihelmintika.
Nedostaci ove metode su $to se rezistencija teze moze detektovati ukoliko je prisutno vise od
25% rezistentnih parazita u populaciji i Sto zahteva veliki broj zivotinja za ispitivanje, pa nije
pogodna za mala stada. Takode, dobijena vrednost FEC ne odgovara uvek stepenu infekcije
adultnim oblicima kod odraslih Zivotinja, iako kod mladih rezultati prilicno dobro koreliraju.
Medutim, pored svega napomenutog, ova metoda se uspesno koristi za detekciju antihelminticke
rezistencije u mnogim zemljama sveta ve¢ 30 godina [47]. lako se manje koristi u poredenju sa
FECRT, test kontrolisane efikasnosti (eng. controlled efficacy test, CET) se smatra
najpouzdanijim testom za ispitivanje prisutva antihelminticke rezistencije, a bazira se na
kvantifikaciji stepena zarazenosti helmintima nakon Zrtvovanja Zivotinja prethodno tretiranih
antihelminticma. Takode, test je koristan za procenu efikasnosti protiv razliitih razvojnih
stadijuma parazita kroz Zrtvovanje Zivotinja u odredeno vreme nakon infekcije, a moZe biti i

znacajan 1 u potvrdi rezultata FECRT. Veoma je osetljiv ako se antihelmintici primenjuju u
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odgovaraju¢im dozama, ali je dosta skup i zahtevan S§to spreCava njegovu Siru primenu za

rutinsku detekciju prisustva rezistencije [66].

Od in vitro metoda, za detekciju antihelmintic¢ke rezistencije kod gastrointestinalnih
nematoda prezivara se najceS¢e koriste test izleganja larvi (eng. egg hatch test - EHT) i test
razvoja larvi (eng. larval development test - LDT). EHT je jedan od standardizovanih testova
preporuc¢en od strane WAAVP, a primarno je razvijen u svrhu otkrivanja rezistencije na
benzimidazole kod trihostrongilida [64,67]. Danas se sa uspehom koristi za rutinsku detekciju
rezistencije kod gastrointestinalnih nematoda ovaca, koza, krava, konja, svinja i ljudi, a razvijen
je i1 EHT za detekciju rezistencije na albendazol kod velikog metilja ovaca [68,69]. Kada su u
pitanju nematode, Koristi se tiabendazol u razli¢itim rastu¢im koncentracijama, ili razblazen u
predeterminisanim koncentracijama zajedno sa jajima nematoda. Nakon inkubacije od 48h,
izlegla (L: stadijum larvi) i neizlegla jaja se broje pod mikroskopom i rauna se procenat
inhibisanih od ukupnog broja jaja pri svakoj koncentraciji leka [47,53,68]. S obzirom da se
koriste rastu¢e koncentracije, test je pogodan za odredivanje dozno-zavisne krive kao i
farmakoloskih parametara poput ICso (koncentracija koja inhibiSe ta¢no 50% jaja), a na osnovu
kojih se porede izolati i procenjuje prisustvo rezistencije. Indikator prisustva je pri tome 1Cso
veéi od 0,1 pg tiabendazola/ml [53,68]. Nedostaci EHT uklju¢uju poteskoce prilikom
detekovanja nizih nivoa rezistencije (ispod 25%) i visoku primenljivost samo kod vrsta kod kojih

se jaja brzo izlegu, zbog ¢ega je zapravo najpogodniji kod ljudskih helminata [64,67].

Jedini in vitro test koji omoguc¢ava detekciju rezistencije na sve grupe antihelmintika bez
obzira na njihov mehanizam dejstva jeste LDT, pri ¢emu uspe$no simulira in vivo efikasnost.
Detektuje njeno prisustvo ve¢ kada je 10% populacije parazita rezistentno, ali je potrebno vise
vremena za njegovo izvodenje u poredenju sa EHT, pa se u praksi ipak najceS¢e koristi EHT.
Prvi nacin izvodenja LDT podrazumeva da se nakon uzimanja uzoraka fecesa i izolacije jaja
napravljene suspenzije inkubiraju u uslovima povecane vlaznosti tokom 48h, nakon Cega se
dodaju rastu¢e koncentracije leka. Nakon nove inkubacije od 5 dana, broje se L3 u svakoj
suspenziji kako bi se utvrdilo prezivljavanje larvi u razli¢itim koncentracijama. Drugi nacin
izvodenja LDT predstavlja zapravo mikro-agarni LDT (eng. micro-agar larval development test,
MALDT), gde se osnovni rastvori lekova pripremaju njihovim rastvaranjem u dimetil-sulfoksidu

(DMSA), a zatim razblazuju u destilovanoj vodi. Izolovana jaja se, zajedno sa navedenim
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rastvorima rastu¢ih koncentracija leka, kao i sa kulturnim medijumom koji sadrzi ekstrakte
kvasca i rastvore soli, inkubiraju tokom 7 dana nakon ¢ega se pod mikroskopom broje neizlegla

jaja i Li-Ls larve [47].

Da bi se povecala senzitivnost i EHT i LDT testa i smanjio broj potrebnih koncentracija
leka, preporucuje se koris¢enje doze razgrani¢enja (EDgg), uz pomo¢ koje je moguce otkriti
relativno niski procenat rezistentnih jaja i larvi u populaciji (2-3%) [47,53]. Naime, ovi testovi
polaze od ¢injenice da je potrebna veca koncentracija leka za inhibiciju kod rezistentnih parazita
u odnosu na osetljive [66]. Zbog toga, procenat jaja koja se izlegu (EHT), odnosno larve koje se
razviju do L3 stadijuma (LHT) pri dozi razgrani¢enja zapravo ukazuje na procenat rezistentnih
jaja i larvi u populaciji [53]. Tako je, npr., predlozena EDgg prilikom izvodenja LDT kod
nematoda ovaca za tiabendazol 0,02 ug/ml, a levamizol 0,5 pg/ml [49,53]. Na ovaj nacin se brze

1 jednostavnije moZe do¢i do potrebnih podataka.

Istrazivanja su pokazala da razlicite molekularne tehnike imaju vecu osetljivost 1
specifiénost u poredenju sa tradicionalnim metodama zasnovanim pre svega na mikroskopskoj
i/ili imunoloskoj detekciji [47]. Pri tome, najéece ispitivane tehnike su AS-PCR, RT-PCR i
pirosekvenciranje. Tako su navedeni testovi sa uspehom koriS¢eni za potvrdu prisustva
rezistentnih populacija gastrointestinalnin nematoda ovaca na albendazol i ivermektin [70]. Sa
druge strane, koriS¢enjem RFLP (eng. Restriction fragment lenght polymorphism), tehnike koja
koristi varijacije u homologim DNK senkvencama, je utvrdeno da postoje razli¢iti aleli otporni
na benzimidazole kod razli¢itih rezistentnih sojeva H. contortus, zbog ¢ega moze biti pogodna za
razlikovanje rezistentnih i osetljivih sojeva ovog parazita [47]. Od ostalih metoda ispituju se i
proto¢na citometrija, razliCite genske probe, frekvencije alela, trans-membranske funkcionalne

analize i dr. Medutim, ve¢ina ovih metoda se jo§ uvek koristi samo za istrazivacke svrhe [64].

2.3. Savremene strategije kontrole gastrointestinalnih nematoda

OvacCa

Rastu¢i problem antihelminti¢ke rezistencije zahteva i definisanje jasnih strategija u cilju
borbe protiv nje. Strategije novijeg datuma se baziraju na integrisanom pristupu koji oznacava

upotrebu viSe mera u kontroli gastrointestinalnih nematoda ovaca [14,15,71,72]. U principu, ovaj
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pristup se oslanjana na dva glavna aspekta: racionalnu upotrebu antihelmintika sa jedne, kao i
primenu razli¢itih alternativa sa druge strane. Na ovaj na¢in je moguce usporavanje razvoja i

Sirenja antihelminti¢ke rezistencije i odrziva kontrola ovih parazita (Tabela 2).

Tabela 2. Strategije odrzive kontrole gastrointestinalnih nematoda ovaca [13,35]

Racionalna upotreba

antihelmintika Alternativne strategije

 Refugija (ciljani Genetska selekcija
tretmani, ciljani Zivotinja
selektivni tretmani) Upravljanje pasnjacima
» Kombinacija Upravljanje ishranom

antiheol.mitnil.<a . Bioloska regulacija
* Rotacija koriS¢enih Razvoj vakcina

klasa antihelmintika Fitoterapija (upotreba
biljaka ili njihovih
produkata kao Sto su
ekstrakti i etarska ulja)

2.3.1. Racionalna upotreba antihelmintika

Strategije zasnovane na refugiji - U kontekstu rezistencije na lekove kod parazita
zivotinja, termin refugija se odnosi na netretirane Zivotinje 1 okruzenje u cilju odrZavanja parazita
osetljivih na lekove u uslovima izloZzenosti lekovima [73]. U sustini, refugija oznacava procenat
populacija parazita koji izbegne izlozenost antihelminticima[74]. U praksi, ovaj koncept se Cesto
oslanja na tretman samo jednog dela Zivotinja, kako bi se ostavio neki deo populacije
netretiranim i samim tim osloboden pritiska selekcije koji se primenjuje izlaganjem leku. Kod
gastrointestinalnih nematoda na primer, kontrola u velikoj meri zavisi od tretmana svih Zivotinja
u grupi antihelminticima Sirokog spektra eliminiSu¢i time osetljive helminte, a ostavljaju¢i

rezistentne genotipove da kontaminiraju pasnjak. Na ovaj nain se, kao §to je ve¢ receno,
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favorizuje selekcija otpornih parazita i njihovo Sirenje, doprinoseéi time i Sirenju rezistencije.
Minimiziranjem izloZzenosti lekovima, strategije kontrole zasnovane na refugiji imaju za cilj
ocuvanje osetljivih alela u populaciji. Dobijena meSavina rezistentnih i osetljivih genotipova na
pasnjacima bi tada trebalo omoguditi potencijal za ukrStanje rezistentnih i osetljivih sojeva,

odnosno da razblazi u€estalost rezistentnih genotipova unutar populacije [73].

Ciljani tretmani (eng. target treatments, TT) oznacavaju tretiranje cele grupe na osnovu
saznanja 0 riziku, odnosno parametara koji kvantifikuju tezinu infekcije [75]. TT se daju u
najprikladnije vreme imajuci u vidu potrebu za odrzavanjem refugija i sluze za smanjenje broja
antihelminti¢kih tretmana odnosno povecanja intervala izmedu njih, omogucavajuc¢i osetljivim
genotipovima bolju priliku da se uspostave na pasnjaku [76]. Ciljani tretmani se dalje mogu
dodatno poboljsati ciljanim selektivnim tretmanima (eng. target selective treatments, TST), koji
su usmereni na samo pojedina¢ne Zivotinje unutar grupe koje zaista zahtevaju tretman, a kako bi
se obezbedile epidemioloske ili proizvodne koristi [75]. Naime, populacije gastrointestinalnih
nematoda kod malih prezivara su visoko agregirane, 0dnosno prekomerno raSirene unutar
nekoliko domacina, pri ¢emu se oko 80% parazita nalazi u samo 20-30% domacina, dok veéi
broj zivotinja ima mali stepen infekcije. Zbog toga bi ciljani selektivni tretmani trebali biti
usmereni na one zivotinje koje su osetljive na bolesti ili na one koje najvise kontaminiraju
pasnjake, iako to zahteva moguénost da se takve jedinke identifikuju unutar stada [76]. Pored
navedenih, a s obzirom da optere¢enost nematodama fluktuira tokom godine, tretmani mogu biti
usmereni na identifikovanje potencijalnih perioda rizika umesto konvencionalnih, supresivnih
strategija leCenja, a ova strategija je poznata kao strateski profilakti¢ki tretman (eng. strategic

prophylactic treatment, SPT) [77].

TT 1 TST, posebno ciljani selektivni tretmani, se baziraju na odredivanju realnih pragova
za pojedinacne ili kombinovane patofizioloske i/ili proizvodno zasnovane indikatore le€enja kao
Sto su klini¢ki simptomi, brojanje jaja nematoda u fecesu (FEC), FAMACHA skor, ocena telesne
kondicije, prirast, prinosi mleka, DISCO i DAG skor i sli¢no [75]. FEC ukljucuje brojanje jaja u
svezem fecesu, pri ¢emu se jaja gastrointestinalnih nematoda mogu lako prepoznati u odnosu na
jaja drugih parazita, iako ta¢na dijagnostika pojedinih rodova poput onih Haemonchus,
Trichostrongylus i Teladorsagia moze biti otezana [32]. Ovaj indikator zapravo najdirektnije

govori o stepenu infekcije kod Zivotinja pa bi se potencijalno mogao Koristiti za TT i TST, mada
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poseduje i neka ogranicenja s obzirom da se uzorci moraju prvo poslati u laboratoriju i potom
analizirati [32,76]. FAMACHA skor se bazira na oceni boje konjuktivalne mukozne membrane
na skali od 1-5, kako bi se procenio stepen anemije uzrokovan nematodom koja sisa krv, H.
contortus, pri ¢emu bi se trebao uzeti u obzir fizioloski status zivotinja (laktacija, graviditet itd).

.....

glavno ogranicenje Sto se odnosi samo na jednu vrstu [76].

Ocena telesna kondicije (OTK) je jednostavna za primenjivanje i sluzi kao indikator
opSteg stanja 1 telesnih rezervi (1-5), mada joS uvek ne postoji generalni konsenzus oko praga za
tretman [8]. Pojedina istrazivanja na mle¢nim kozama su pokazala da zivotinje u prvoj laktaciji,
kao i zivotinje sa vise partusa koje daju visok prinos mleka imaju ve¢i FEC [79]. Usmeravanje
tretmana na ove grupe zivotinja je dovelo do smanjenja broja tretmana u prvoj (48%) i drugoj
(66%), bez negativnih efekata na proizvodnju mleka [80]. Ostali navedeni markeri se takode
mogu koristiti, medutim generalno pozitivna ocena za tretman u izolovanim metodama za TST
ne odgovara uvek visokom stepenu infekcije parazitima. Shodno tome su predlozene i
odgovaraju¢e kombinovane Seme za TST, npr. uzimanje uzoraka fecesa od zivotinja sa
FAMACHA skor 4 ili viSe ili OTK manje od 2, a da se tretiraju samo one Zivotinje ¢iji FEC
prevazilazi prag kod prirodno zarazenih zivotinja na nivou farme (npr. 750 ili vec¢i). Na ovaj
nacin je kod ovaca i koza pod vlaznim tropskim uslovima u Meksiku izbegnuto 70% nepotrebnih

tretmana [81,82].

Kombinacija i rotacija antihelmintika - Istovremeno leenje sa dva leka iz razlicitih
grupa antihelmintika je jedna od metoda prevencije razvoja rezistencije. U poredenju sa
pojedina¢nim efektima lekova, primenom antihelmintika iz razli¢itih hemijskih dobija se
sinergisti¢ki efekat, $to dovodi do klini¢ki znac¢ajnog povecéanja efikasnosti lecenja. Medutim,
ovaj efekat je najizrazeniji kada je nivo rezistencije nizak, dok prisustvo visokog nivoa
rezistencije na oba leka verovatno nece proizvesti prihvatljiv nivo efikasnosti [15]. Sinergizam
izmedu albendazola i ivermektina ili dietilkarbamazina, kao i izmedu mebendazola i levamizola
ili pirantela je opisan za tretman nekih parazita koji se prenose putem kontaminiranog zemljiSta
[83]. Kada su u pitanju gastrointestinalne nematode malih prezivara, upotreba kombinacije je
pozeljna iz dva razloga: 1) odrziva kontrola nematoda u prisustvu rezistencije i 2) da odlozi

razvoj rezistencije na hemijske grupe komponenti kod onih vrsta kod kojih otpornost jo$ nije
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evidentna. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da upotreba kombinacija obezbeduje odrziviju

kontrolu nematoda kod ovaca nego kada se lekovi koriste odvojeno [15].

Kada je u pitanju rotacija antihelmintika, ranije je savetovano da se razliCite
antihelminticke grupe smenjuju svake jedne do dve godine. Ova strategija je imala za cilj da
produzi efikasnost svakog od njih omogucéavajuci vracanje osetljivosti kod nematoda kada
antihelmintik nije bio u upotrebi. Medutim, ovaj pristup je verovatno efikasan samo kada je
rezistencija u vrlo ranoj fazi razvoja i pre nego $to se detektuje, kada bi prirodna selekcija mogla
da smanji prevalencu parazita koji sadrze alele otpornosti, zbog Cega je njegov uspeh kod
benzimidazola i makrociklicnih laktona upitan [77]. Kompjuterski zasnovan model je
demonstrirao da ukoliko se koristi strategija kombinacije lekova iz razli¢itih grupa kada se lekovi
prvi put uvedu, primetna rezistencija se nece razviti visSe od 20 godina. Sa druge strane, isti
model je ukazao na to da rotacija lekova rezultuje visokim stepenom rezistencije u roku od 15 do
20 godina. Zbog toga neki parazitolozi predlazu strategiju da se koristi jedan lek dok vise ne

bude efikasan, a zatim se koristi drugi lek [15].

2.3.2. Alternativne strategije

Genetska selekcija Zivotinja - Odnosi se na postojanje genetske varijacije domacina i
preovladuju¢ih uslova zivotne sredine, a ukljuCuje selekciju jedinki otpornih na
gastrointestinalne nematode [84]. Kod ovaca je moguce manipulisati uzgojnim linijama kako bi
se proizvele jake fenotipske razlike, u dobro definisanim pedigreima, u relativnho kratkom
vremenskom periodu. Rezistencija na nematode ima nisku do visoku heritabilnost (0,01 do 0,54)
kod malih prezivara, a naslednost ove osobine ukazuje na potencijal dobijanja genetske dobiti
kroz selekciju. Tako bi, na primer, odabir Zivotinja sa najniZim brojem jaja u fecesu povecao
otpornost domacina na parazite [85], kako je 1 pokazano u pojedinim istrazivanjima gde je FEC
nakon selekcije smanjen za 69% [86]. Ipak, koriS¢enje genetskih resursa kao sredstvo za
kontrolu parazita jo$ uvek nije dovoljno iskori§¢eno, pri cemu je pristupe genetske kontrole teSko
implementirati u sistemima malih proizvodnih gazdinstava uglavnom zbog nedostataka vodenja
evidencije podataka. Takode, treba imati u vidu i tehnicka 1 infrastrukturna pitanja u programima
genetske selekcije (problem malih stada, loSe infrastrukture i sli¢no), naro€ito u nize razvijenim

zemljama i zemljama u razvoju [84].
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Upravljanje pasnjakom - Cilj upravljanja pasnjacima je da se minimizira oslanjanje na
upotrebu antihelmintika. To se moze posti¢i putem izbegavanja izloZenosti optereéenju
parazitima koje bi dovelo do klinicke bolesti i gubitaka u proizvodnji, a da se pri tome u isto
vreme dozvoli ovcama da izgrade imunitet na parazite [77]. Neke od strategija upravljanja
pasnjacima sa ciljem izbegavanja izlozenosti zivotinja velikom broju infektivnih larvi jesu: a)
podela pasnjaka na manje parcele kako bi se omoguéilo duze vreme pre ponovne ispase; b)
odreden broj Zivotinja na nekoj povrsini (denzitet) kako bi se pored izloZenosti nematodama
smanjila i kontaminacija pa$njaka, npr. 5 ovaca, 5-7 koza ili 1 krava po 4 m?; ¢) praéenje stanja
trava kako bi se osiguralo da ne dode do prekomerne ispase i da bi se odrzao produktivan
pasnjak; d) strateSka dehelmintizacija u rano prole¢e ili na pocetku kiSne sezone, u cilju
uklanjanje nedavno izniklih larvi pre nego $to kontaminiraju pasnjak; [15] e) drZanje jagnjadi u
slicnim starosnim grupama nakon izlaska na paSu, Sto ima prednost kod potrebe za tretiranjem i
korist FEC-a; f) ispasa krava (ne i koza) i ovaca zajedno §to smanjuje denzitet Zivotinja iste vrste
ili sistem rotacije izmedu goveda i ovaca; g) koriS¢enje zrelih ovaca u dobroj kondiciji nakon

zalucenja u cilju smanjenja nivoa kontaminacije na pasnjacima visokog rizika [77].

Upravljanje ishranom - Manipulacija ishranom moze sluziti kao alat u borbi protiv ovih
parazita, s obzirom da su oni integrisani u lanac ishrane malih preZivara. Izbalansiran sistem
ispase obezbeduje adekvatan izvor hranljivih materija i prihvatljivo opterecenje parazitima koje
omogucava optimalan nivo produktivnosti. Medutim, poremecaji u ovoj ravnotezi mogu izazvati
ozbiljne infekcije. Zbog toga zivotinje koje primaju dopunsku ishranu mogu posti¢i pobolj$anu
otpornost na infekcije ovim parazitima. Dopunska hrana podrazumeva da farmeri obezbeduju
dodatnu hranu svojim Zivotinjama, osim hrane koju svaka Zivotinja konzumira na polju tokom
ispaSe. Dodatak se pri tome sastoji od jednog ili viSe sastojaka u zavisnosti od njihove
dostupnosti farmerima, a koji sadrze odredene koli¢ine proteina, energije i drugih makro i mikro
sastojaka. Prednosti dopunske hrane uklju¢uju smanjenje patofizioloskog efekta uticaja
gastrointestinalnog parazitizma, poboljSanu produktivnost, smanjenje prirodnih infekcija
(Zivotinje jedu manje hrane sa polja, samim tim unose i manje larvi), razblaZivanje broja jaja
nematoda u fecesu (ista ili manja koli¢ina jaja u vecoj koliini fecesa), moguci direktan
antihelminticki efekat pojedinih suplemenata (npr. mahunarke bogate taninom), kao i ekonomsku
isplativost [87].
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Bioloska kontrola - U kontekstu gastrointestinalnih nematoda, biokontrola [88]
podrazumeva upotrebu njihovih prirodnih neprijatelja, sto ukljucuje druge parazite, predatore i
patogene, a u cilju smanjenja slobodnozivec¢ih stadijuma na pasnjacima [7]. Na taj nacin se ovom
metodom smanjuje broj infektivnih stadijuma koje ingestijom unose razli¢ite domace zivotinje, a
cilj je da se time optere¢enost parazitima smanji na nivo koji ¢e tolerasti prirodni imunitet
zivotinja. Zbog toga se bioloska kontrola razlikuju od drugih mera koje su usmerene na odredeni
razvojni stadijum nematoda. Organizmi koji se koriste za biokontrolu mogu ispoljiti svoje
dejstvo dvojako: direktno (dejstvo na same nematode) i indirektno (uniStavanjem staniSta za
parazite). Kada je u pitanju neposredno dejstvo na nematode, u obzir dolaze razlicite gljive,

bakterije, virusi, druge nematode, amebe, protozoe itd., a od njih su gljive najvise ispitane [89].

Nematofagne gljive predstavljaju karnivorne vrste koje se nalaze Sirom sveta i prirodne
neprijatelje nematoda. Pri tome, grupe koje su pokazale najveci potencijal su gljive koje koriste
lepljive zamke (rodovi Duddingtonia, Arthrobotrys i Monacrosporium), kao i ovicidne,
oportunisticke gljive. Nac¢in na koji se naj¢esce primenjuju ove gljive jeste u hrani, nakon kulture
u zrnu ili u obliku natrijum alginata. Spore se aktiviraju 1 napadaju larve parazita tek nakon Sto
produ kroz gastrointestinalni trakt Zivotinje i1 izbace se sa fecesom, zbog Cega se ne ocekuju
Stetni efekti na samu zivotinju. Tako je, na primer, D. flagrans gljiva koja je pokazala znacajan
efekat protiv infektivnih larvi nematoda ovaca (37,6 - 91,5%), $to sugeriSe na njenu sposobnost
da smanji broj infektivnih larvi na paSnjaku [7]. Sa druge strane, neki sojevi bakterije Bacillus
thuringiensis koja proizvodi insekticidni 6-endotoksin (tzv. kristalni proteini), su pokazali visoku
in vitro efikasnost protiv adultnih oblika H. contortus, T. colubriformis i O. circumcinta [89,90].
Slobodnoziveée predatorske nematode poput Butlerius butleri (dokazana efikasnost protiv H.
contortus za 91,8% u fekalnoj kulturi u laboratorijskim uslovima) [91], i grinje (Lasioseius
penicilliger) se mogu koristiti za biokontrolu, mada im je problem nedostatak specifi¢nosti
efekta samo prema gastrointestinalnin nematodama, pa mogu predstavljati rizik za neciljne

organizme [7].

Kada je u pitanju indirektna bioloska kontrola, sveprisutna uloga balegara i njihova
ekoloska uloga u razgradnji Zivotinjskih fekalija ¢ini ove insekte istaknutim kandidatima za
biolosku kontrolu. Mehanizam pomoc¢u kojih balegari mogu pomo¢i u smanjenju

slobodnozive¢ih stadijuma nematoda jeste mlevenjem usnim aparatom, pri ¢emu razgraduju
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progutana jaja i larve, iako to jo$ nije sa sigurno$¢u potvrdeno. Alternativno, balegari mogu da
ometaju larve nematoda formiranjem i zakopavanjem kuglica, $to se povezuje sa zakopavanjem
larvi u dubinu gde se iste nece vratiti na povr$inu, te ¢e na taj nacin biti smanjen broj onih larvi
koji se pasivno nanose na bilje tokom padavina. Sli¢no kao i balegari, i kiSne gliste se hrane
zivotinjskom balegom i doprinose razgradnji fekalnih tacaka, a njihova uloga je posebno vazna u
umerenim, vlaznim klimatima [7,89]. Tako je dokazano je da prisustvo ki$nih glista smanjuje

broj T. circumcinta za ¢ak 63% kod ovaca[92].

Razvoj vakcina - Vakcine se smatraju privlaénom alternativnom merom kontrole
nematoda jer je malo verovatno da ¢e biti podloZzne razvoju rezistencije kod parazita, a ekoloski
su prihvatljive. Nedavno je pokazano da vakcina zasnovana na osam rekombinatnih antigena
identifikovanih kod T. circumcincta stimuliSe znacajne nivoe zastite kod jagnjadi, kao i kod
ovaca tokom peripartalnog perioda, u poredenju sa nevakcinisanim jedinkama. I kod jagnjadi i
kod ovaca je pri tome primeceno smanjeno izluc¢ivanje jaja nematoda u fecesu kod vakcinisanih
jedinki [93]. Tokom protekle dve decenije napravljen je znacajan napredak u identifikovanju
nekoliko antigena iz H. contortus, a njihova =zaStitna efikasnost je procenjena u vidu
rekombinatne ili pojedinatne DNK vakcine. Kao potencijal antigen se pokazao 110 kDa
integralni membranski glikoprotein H11, sa preko 75% smanjenja optere¢enja parazitima i preko

90% redukcije broja jaja nematoda u fecesu [94].

Vakcina Barbervax®, WormVax koja sadrzi dva prirodna integralna proteina crevne
membrane H. contortus (H11 i H-gal-GP) je nedavno licencirana za upotrebu u Australiji. Njena
efikasnost je procenjena kod peripartalnih ovaca sa dva razli¢ita rezima ishrane, pri cemu je
dostigla preko 80% smanjenja broja jaja nematoda u fecesu i visok titar antitela [95]. Ipak to
sugeriSe i na znac¢aj kombinovanog efekta vakcinacije uz poboljSanje ishrane. Takode, s obzirom
da ekstenzivne genetske varijacije i imunoregulatorne karakteristike parazita o¢igledno ometaju
razvoj vakcine, istrazivaci su se fokusirali na kori$¢enje naprednih molekularnih pristupa u cilju
razvoja efikasne vakcine [94]. Sude¢i prema navedenim dosada$njim ispitivanjima, verovatno ¢e
biti potrebno razviti specifiéne vakcine za kontrolu svake vrste pojedinacno, iako bi panspecies

vakcina bila idealan proizvod [96].

Botanic¢ki antihelmintici - Fitoterapija je definisana kao upotreba biljaka za lecenje

razli¢itih bolesti, Sto je praksa koja datira od pocetka ljudske civilizacije. Danas su biljke 1
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njihovi produkti vazan deo farmakopeje u razliCitim razvijenim i nerazvijenim delovima sveta.
Naime, sa povecanjem regionalne i globalne integracije, tradicionalne zajednice su izlozene
uticaju savremenih zajednica i obrnuto, Sto je dovelo do dvosmernog procesa inkorporacije
kulture. Tako je danas u naprednim drustvima interes za lekovitim biljkama znacajno porastao,
Sto je podstaklo potragu za novim farmakoloskim supstancama od strane industrije lekova Cinec¢i
biljne resurse vrednijim. Zbog toga je fitoterapija je privukla interesovanje istrazivaca i u
humanoj 1 veterinarskoj medicini, sa obecavaju¢im rezultatima u vezi sa antiparazitskom
aktivnos¢u [17,97]. U tom kontekstu, medu ostalim navedenim alternativama, upotreba
botanickih antihelmintika se navodi kao posebno interesantnom za buduc¢u kontrolu

gastrointestinalnih nematoda kod ovaca [17,98].

Razlic¢ite biljke su u tradicionalnoj medicini koriS¢ene za le€enje raznih bolesti i kod ljudi
1 kod zivotinja. Zbog toga, alternativni pristupi kontroli nematoda kod ovaca mogu ukljucivati
kombinacije tradicionalnih biljnih lekova, farmakoloSki aktivnih biljnih jedinjenja, kao 1
samoleéenje zivotinja na ispasi [99]. Jedinjenja iz biljaka za koje je utvrdeno da imaju
nematicidno dejstvo pripadaju velikoj grupi supstanci zvanoj sekundarni metaboliti, a koja poti¢u
iz alelopatskih odnosa izmedu biljaka 1 njihove okoline [17]. Ovi sekundarni metaboliti
predstavljaju fitohemikalije koje se dobijaju biosintezom iz biljnih primarnih metabolita
(ugljenih hidrata, amino kiselina, lipida) i nisu direktno ukljuceni u rast, razvoj ili reprodukciju
biljaka. Vecina ih se koristi u svrhu odbrane od predatora [100]. Sintetizuju se alternativnim
putevima ¢elijskog metabolizma, koji ukljucuju Sikiminsku kiselinu i aminokiseline i skladiste se
u organelama kao S$to su celijske vakuole ili trihomi (dodaci epidermisa), ¢esto u organima i
¢elijama koji su udaljeni od mesta sinteze. Biljke proizvode razli¢ite supstance u isto vreme, kao
odgovor na razli¢ite stimuluse, pri ¢emu se ponekad viSe od jedne supstance moze proizvesti kao
odgovor na isti agens. Sekundarni metaboliti se mogu proizvesti u svim delovima biljke (list,
stablo, koren, cvet, semenke i slicno), a na koncentraciju uti€u vrsta, faza razvoja i klimatski 1
geografski uslovi. Mogu biti povezani sa odbrambenim mehanizmima protiv neprijatelja (dobri
kandidati za fitoterapijske proizvode), a mogu biti i usmereni protiv drugih biljaka koje se
takmiCe za hranljive materije i zastitu od sunceve svetlosti. Oni takode mogu delovati na nacin

da privlace oprasivace na cvece, da rasprSuju seme i promovisu fiksaciju azota [17,101,102].
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Klasifikacija sekundarnih metabolita biljaka je veoma slozena i u literaturnim navodima
se mogu naci razliite podele, uglavnom prema hemijskom poreklu. Na taj nacin se generalno
mogu klasifikovati na terpene, fenole (jednostavni fenoli, tanini, kumarini, flavonoidi,
izoflavnoidi, lignini, fenilpropanoidi i sl.), alkaloide (npr. nikotin i kofein), saponine i druge
[103,104]. Pri tome, terpenska jedinjenja, kao i polifenoli, posebno tanini, flavonoidi i
fenilpropanoidi, se uglavhom povezuju sa antihelmintickim, antioksidativnim i
antiinflamatornim svojstvima [99]. U svakom sluc¢aju, predloZeno je da se bioaktivne biljke kod
zivotinja mogu koristiti na razliite nacine: unosom od strane zivotinja na ispa$i, branjem
bioaktivnih biljaka za ishranu zivotinja i davanjem u oborima i tovorima, kao i proizvodnjom

ekstrahata i drugih biljnih proizvoda [105].

Poznavanje ¢injenice da odredena stocna hrana poseduje antihelminticki efekat je dovelo
do ideje da se ispita i princip samoizlecenja kod prezivara [106]. Naime, do sada je pokazano da
ovce zarazene sa gastrointestinalnim nematodama konzumiraju viSe sto¢ne hrane bogate
taninima od neinficiranih zivotinja. lako bioaktivni metaboliti smanjuju svarljivost hrane,
zivotinje na pasi znatno vise jedu ovakvu hranu kada su zaraZene parazitima u poredenju sa
nezarazenim zivotinjama. Takode, suplementacija biljnom hranom uti¢e na smanjenje broja jaja
u fecesu (smanjena plodnost kod adulta), kao i samog broj prisutnih parazita kod Zzivotinje u
umerenim uslovima. Konzumacija sto¢ne hrane bogate ovim materijama u svakom slucaju
negativno uti¢e na razvoj nekih nematoda u organizmu poput H. contortus i T. colubriformis i
razvoj infekcije. U pojedinim slucajevima biljni aktivne materije mogu dospeti i do izmeta i
uticati na proces izleganja larvi, ili ¢ak na pokretljivost infektivnih larvi, Sto znaci smanjenje

potencijalne infektivnosti jaja u fecesu i manje larvi za kontaminaciju pasnjaka [87].

Kada su u pitanju tanini, oni se prema svojoj hemijskoj strukturi dele na kondezovane i
hidrolizujuce. Prvi se obi¢no nalaze u tropskim krmnim travama i dele se na razli¢ite druge
grupe, sa naglaskom na prodelfinidine i procijanide zbog njihove antihelminti¢ke aktivnosti
[107]. Direktan efekat tanina poti¢e od njihovog afiniteta da se vezuju za proteine parazita,
uzrokujuc¢i promene u njihovoj anatomiji i degeneraciju muskulature i crevnih ¢elija [108]. Ove
promene mogu smanjiti pokretljivost nematoda usled metabolickih promena koje nastaju usled
loma kutikule. Izazivanjem promena u prednjim delovima parazita uticu na ishranu parazita, a

razaranjem reproduktivnih delova se ometa oslobadanje jaja kod zenki. Drugi efekat tanina
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nastaje usled interakcije ovih metabolita i omotaca L3 larvi spre¢avajuci njihovo uklanjanje, Sto
ometa prodiranje larvi u gastrointestinalni trakt domaéina. Pored direktnog, tanini imaju i1
indirektne antihelminti¢ke efekte, s obzirom da se kod prezivara vezuju za proteine iz hrane u
buragu $to za posledicu ima manju razgradnju proteina od strane bakterija, jacanje imuniteta i

odgovora na Stetne agense medu kojima su i nematode [17].

Lektini (neimunoloski proteini) imaju indirektno dejstvo na nematode aktivacijom
lokalnog imunoloskog odgovora sa pove¢njem eozinofila, stvaranjem sluznih celija 1
povecanjem T-pomoc¢nih limfocita u sluzokoZi gastrointestinalnih trakta zarazenih Zzivotinja.
Pored toga, lektini imaju i direktno dejstvo na plodnost Teladorsagia circumcinta i
Trichostrongylus colubriformis, a efekat mogu da ostvare i putem inhibicije ribozoma ometajuéi
sintezu proteina. Saponini imaju amfipatsku karakteristiku, delujuci kao rastvor detrdzenta. Kada
se progutaju, oni se apsorbuju brzo ili kao micele u crevnim ¢elijama. U kontaktu sa bioloskom
membranom, neki saponini mogu da ih destabilizuju 1 na taj na¢in da uti¢u na jonsku razmenu,
slabe¢i apsorpciju molekula i transport Secera, a verovatno na isti na¢in deluju i na helminte [17].
I za pojedine flavonoide poput isorhamnetina je utvrdeno dejstvo protiv gastrointestinalnih
nematoda, na primer protiv jaja i larvi H. contortus, pri ¢emu se efekat moze pripisati interakciji
sa lipidnim slojevima u membrane i uticajem na fizioloske procese poput transporta proteina, kao

i ometanju elektri¢nih svojstava membrane [109].

Ekstrakti biljaka su slozene meSavine koje sadrze Siroku raznolikost sekundarnih
metabolita u razliCitom opsegu koncentracije [17]. Zbog znaajnog ekonomskog uticaja
gastrointestinalnih nematoda Sirom sveta, mnoga istrazivanja vezana za biljne ekstrakte se
fokusiraju na traZenje bioaktivnih jedinjenja iz biljaka protiv ovih parazita [89]. Kada se ekstrakti
testiraju, u mnogim slucajevima dve ili viSe hemijskih supstanci sinergisti¢ki su odgovorne za
antiparazitski efekat, od kojih nijedna posebno ne bi bila efikasna sama. Tako se efekat
kondenzovanih tanina, prodelfinidina i procijanidina na inhibiciju izlu¢ivanja larvi H. contortus
moze poboljsati povezivanjem sa polifenolima kao Sto su kvercetin 1 luteolin, sa sinergistickim
dejstvom u zavisnosti od strukture tanina. Utvrdeno je da je procijanidin manje aktivan, Sto
ukazuje na razliCite aktivnosti medu taninima. Slican efekat je primecen sa kofeinskom
kiselinom, ¢ije je ovicidno dejstvo pojacano kvercetinom. Osnovni uslov za sinergisticki efekat u

ovom slucaju je bio odrzavanje fiksnog odnosa kvercetin:kafeinska kiselina u ekstraktu. Kada je
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odnos bio promenjen, ovicidni efekat je smanjen. Takode, moZe se javiti i antagonizam, $to je
zabelezen u slucaju polifenolnih jedinjenja koja su smanjila antihelminticku aktivnost acetona

[17].

2.4. ETARSKA ULJA

2.4.1. Definicija i opSte osobine

Etarska ili eteri¢na ulja predstavljaju aromati¢ne supstance prisutne u specijalizovanim
¢elijama ili Zlezdama odredenih biljaka. Ove supstance biljka koristi sa jedne strane za zastitu od
predatora i StetoCina, a sa druge za privlacenje opraSivaca. Predstavljaju visokokoncentrovane
isparljive supstance ekstrahovane iz razli¢itih delova odredenih biljnih vrsta, tzv. aromati¢nih, od
kojih svaka ima specificno terapijsko i energetsko dejstvo. U svakom slucaju, etarska ulja su
isparljive te€nosti 1 veoma slozene molekularne supstance sa izuzetno mocénim i preciznim
dejstvom, a dobijaju su se od esencije bogate prirodnim ukusima i aktivnim sastojcima koje luce

¢elije pojedinih delova biljaka [110].

Etarska ulja zapravo nisu ulja jer ne sadrze masne supstance [110]. Rastvorljiva su u
alkoholu, etru i fiksnim uljima, ali nerastvorljiva u vodi. Veoma su isparljiva i uglavnom tec¢na i
bezbojna na sobnoj temperaturi. Imaju karakteristican miris 1 gustinu manju od jedinice, sa
izuzetkom nekoliko slu¢ajeva (npr. cimet, sasafras i vetiver). S obzirom na karakteristican miris,
odgovorna su za razliCite mirise koje biljke emituju. Takode, imaju indeks prelamanja 1 veoma

visoku opticku aktivnost [111].

Etarska ulja se $iroko koriste u kozmetickoj industriji, parfirmerijama i industriji hrane.
Koriste se takode i u aromaterapiji, §to je osmiSljeno kao terapeutska tehnika koja ukljucuje
masazu, inhalacije ili kupke pomocu ovih isparljivih ulja. Kao Sto je ve¢ receno, kod samih
biljaka imaju ulogu neke vrste imunog sistema ili hemijskih signala koji omogucavaju biljci da
reguliSe svoju okolinu (ekoloska uloga) u smislu privlacenja insekata oprasivaca, a sa druge
strane poseduju antifungalne, insekticidne i razli¢ite druge aktivnosti u cilju zastite biljaka protiv
predatora. Takode, imaju ulogu u inhibiciji klijanja semena ili komunikacije izmedu biljaka (npr.
emisioni signali koji hemijski singalizuju prisustvo biljojeda). U skladu sa svim nabrojanim,

razli¢iti delovi biljaka mogu sadrzati etarska ulja:
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e List (eukaliptus, nana, timijan, Cubar);
e Cvet (pomorandza, lavanda);

¢ Rizom (dumbir, idirot);

e Seme (kim, korijander);

e Plod (komorag, anis);

e Korenistablo (cimet, sandalovina, ruzino drvo) [110,111]

Etarska ulja se iz biljaka mogu dobiti razli¢itim metodama ekstrakcije. To ukljucuje
razli¢ite metode destilacije, ekspresiju, ekstrakciju sa razliitim rastvaracima, kao 1 estrakciju uz
pomo¢ mikrotalasne peéi [112]. Najéesce se u literaturnim navodima spominju hidrodestilacija
(destilaciju u vodi i destilacija u vodenoj pari) i estrakcija uz pomo¢ razlicitih rastvaraca (etar,
petroleum, benzen, aceton 1 toluen) ili superkriticnih te¢nosti (ugljeni anhidrid pod pritiskom).
Ove metode se 1 najceS¢e koriste prilikom ekstrakcije za razli¢ite namene industrijske
proizvodnje. U svakom slucaju, estrakcija etarskih ulja nije jednostavna s obzirom da su

potrebne velike koli¢ine biljnog materijala za proizvodnju nekoliko mililitara ulja[110].

2.4.2. Hemijski sastav

Etarska ulja imaju izuzetno sloZen hemijski sastav sa razli¢itim brojem jedinjenja koja
pripadaju razli¢itim hemijskim grupama. Broj do sada identifikovanih ovakvih jedinjenja iznosi
nekoliko hiljada, prema nekim procenama izmedu 5000-7000 [112]. U jednom etarskom ulju,
istovremeno moze biti prisutno i viSe stotina jedinjenja, ali najceS¢e nekoliko desetina (20-60)
[113]. S obzirom na veliki broj razli¢itih identifikovanih jedinjenja, i podela sastojaka etarskih
ulja je veoma slozena (Tabela 3, Slika 2). Pri tome dominiraju monoterpeni i seskviterpeni, ali

takode i razli¢ita aromati¢na jedinjenja poput derivata fenilpropana [110].

Terpeni predstavljaju najdominantniju grupu medu sastojcima etarskih ulja. Smatraju se
polimerima izoprena (CsHsg) spojenim na odgovaraju¢i nacin, od glave do repa. Kombinacijom ili
spajanjem (sa najmanje jednom dvostrukom vezom) dve jedinice izoprena dobija se terpenska
jedinica (C1oHz6). Prema tome, na osnovu fuzije izoprenskih jedinica ili prema broju prstenova,

terpeni se mogu klasifikovati na hemiterpene (1 jedinica), monoterpene (2), seskviterpene (3),
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diterpene (4) i slicno. Uopsteno 1 obzirom na hemijsku grupu, terpeni se mogu podeliti na
ugljovodoni¢na jedinjenja i oksigenisane derivate odnosno terpenoide (alkoholi, fenoli, aldehidi,
ketoni, etri, estri i epoksidi). Postoje jo$ neke podele pa se npr. ugljovodoni¢ni terpeni mogu
podeliti na acikli¢ne i cikli¢ne, a cikli¢ni terpeni dalje na monocikli¢ne, bicikli¢ne, tricikli¢ne itd.

[114] ¢ineci podelu terpena veoma sloZzenom.

lako fenilpropanoidna jedinjenja procentualno posmatrano ¢ine mali broj jedinjenja
etarskih ulja, ova grupa je veoma znacajna za industriju aroma i mirisa, ali i sa farmakoloskog
aspekta. Ukljucuje sastojke dobijene iz n-propil benzena, pri ¢emu aromati¢ni prsten moze da
nosi hidroksi, metoksi i metilen dioksi grupe, a bo¢ni lanac moze da sadrzi hidroksilnu ili
karboksilnu grupu. Na kraju, pored terpena i fenilpropanoida, sastojci etarskih ulja obuhvataju i
jedinjenja pravog lanca koja ne sadrze bo¢ne grane, kao i grupu razno. Prva obuhvata jedinjenja
pravog lanca neterpenskog porekla koja se takode mozZe podeliti na ugljovodonike i njihove
oksigenisane derivate, dok grupa razno obuhvata jedinjenja koja sadrze sumpor ili azot koja se
uglavnom javljaju kao aglikoni ili glukozinolati ili kao njihovi produkti razlaganja ukljuéujuci
izotiocijanate [114] (Tabela 3).

Tabela 3. Podela sastojaka etarskih ulja prema hemijskim grupama i primeri bioaktivnih
supstanci [110,111,114]

Hemijska grupa Bioaktivne supstance
Limonen, a- i B-pinen, kamfen, a- i y-
Ugljovodoni¢ni terpeni terpinen, sabinen, mircen, B-kariofilen,

germakren B i D, 0 i p-cimen itd.
a) Fenoli - timol, karvakrol
b) Alkoholi - linalool, citronelol, geraniol,
mentol, a-terpineol, terpinen-4-ol, borneol
c¢) Aldehidi - citral, citronelal, sinensal
d) Ketoni - a i B-tujon, kamfor (2-
bornenon), menton, karvon
e) Oksidi - eukaliptol (1,8-cineole)

f) Estri - linalil-acetat, geraniol-acetate,
Anetol, metil kavikol (estragol), eugenol,
vanilin, safrol, miristicin, cinamaldehid
Razno (jedinjenja koja sadrze sumpor ili alil sulfid, alicin, metil antranilat, indol,

azot) piridin, pirazin

Oksigenisani derivati (terpenoidi)

Fenilpropanoidna jedinjenja
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Slika 2. Hemijske strukture pojedinih bioaktivnih sastojaka etarskih ulja
(Izvor: da Silva 1 sar., 2021 [115])

Na hemijski sastav etarskih ulja, samim tim 1 na njihove farmakoloske 1 druge osobine,
uticu mnogobrojni faktori koji se mogu podeliti na egzogene i endogene. Egzogeni faktori
podrazumevaju faktore regulisane Zivotnom sredinom kao $to su svetlost, padavine, mesto
uzgoja i zemljiSte (pH, struktura, salinintet). Sa druge strane, endogeni faktori su striktno
povezani sa anatomskim i fizioloskim karakteristikama biljaka i odnose se na hemijske varijacije
izmedu razli¢itih delova biljke (mesto produkcije i akumulacije ulja u biljkama), genetski
povezane faktore (karakteristike koje regulisu sekundarni metabolizam), kao i za starost biljke.
Svi ovi faktori mogu uticati na kvantitativnu i kvalitativnu koli¢inu isparljivih materija u

etarskom ulju [116].

Promene u hemijskom sastavu etarskih ulja su vezane za faktore koji se mogu podeliti i
na abiotiCke i bioticke. Sa jedne strane, abioticki faktori grupiSu sve nezive faktore koji uti¢u na
proizvodnju sekundarnih metabolita biljaka, Sto ukljucuje hidrologiju i1 ostale karakteristike
zemljista, kao 1 klimat 1 mikroklimat uopste u kome biljka raste. Sa druge strane, bioticki faktori

se odnose na zive organizme koji mogu uticati na proizvodnju etarskih ulja, odnosno razliite
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organizme i mikroorganizme u zemljiStu. To takode podrazumeva i same biljke. Na kraju,
priroda samih etarskih ulja uti¢e na modifikaciju njihovog hemijskog profila, s obzirom da su
veéina sastojaka nezasi¢ena (sadrze dvostruku vezu) i osetljiva na svetlost (fotosenzibilna) 1

kiseonik (oksidabilna) [112].

2.4.3. Primena etarskih ulja u veterinarskoj medicini

Kao $to je ve¢ napomenuto, etarska ulja danas imaju Siroku primenu u razli¢itim sferama
drustva. Tako se koriste u prehrambenoj industriji i industriji alkoholnih i1 bezalkoholnih pica,
kulinarstvu, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (npr. u parfirmerijama), zatim kao industrijski
dezodoransi (proizvodnja i prerada guma, platsike, hartike, tekstila, boja), u duvanskoj industriji
itd. Medutim, njihova upotreba u humanoj i veterinarskoj medicini, kao i u poljoprivredi u zastiti
bilja sve viSe dobija na znacaju, a s obzirom na njihov efekat na razliCite patogene. Naime,
njihovo baktericidno, fungicidno 1 virucidno delovanje im omogucava upotrebu u terapiji bolesti
prouzrokovanih razli¢itih mikroorganizmima, a takode deluju repelentno, insekticidno i kao ekto
i endoparazitici, pa se mogu koristiti i u terapiji razli¢itih parazitskih oboljenja. Pored toga,
koriste se i u terapiji neinfektivnih bolesti s obzirom da poseduju hipotenzivno, vazodilatatorno,
antielastazno, antikoagulantno, hipolipidemijsko, antidijabetsko, spazmoliti¢ko,
hepatoprotektivno, antioksidativno, antiinflamatorno, antikancerogeno, analgetsko, sedativno,
antircumatsko i mnogobrojna druga dejstva, pri ¢emu uglavnom nemaju genotoksi¢ni potencijal

[113].

Sve vece interesovanje za upotrebu etarskih ulja u veterinarskoj medicini se moze
objasniti iz dva razloga. Prvi je pronalazenje efikasnih mera kontrole rezistencije
mikroorganizama na antibiotike, odnosno insekata i drugih parazita na pesticide i antiparazitike a
drugi zahtev proizvodaca i potro$aca za namirnicama zivotinjskog porekla bez sadrzaja rezidua
koje ostavljaju ovi lekovi. S obzirom da vecina etarskih ulja ostvaruje svoje mikrobicidnu 1
parazitocidnu aktivnost u veoma niskim koncentracijama (0,1 g/kg hrane), to bi im moglo
omoguciti Siroku primenu u le¢enju bolesti Zivotinja prouzrokovanih razli¢itim patogenima.
Medutim, ostaje problem nedovoljnog broja ovakvih istraZivanja i studija toksi¢nosti na samim
zivotinjama, kao i nekih osobina etarskih ulja poput fotosenzitivnosti, nestabilnosti i ostavljanja

mirisa i ukusa u hrani za Zzivotinje [113,117]. Takode, svako etarsko ulje za koje se dokaze
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mogucénost primene mora da bude registrovano od strane nadlezne institucije. Pored navedenih
tema, predmet buducih studija bi mogla biti i detaljna i precizna kvantitativna i kvalitativna
analiza hemijskog sastava etarskih ulja, biodiverzitet biljnih vrsta od kojih se dobijaju veé
poznata, ali i nova etarska ulja, kultivacija biljaka od kojih se dobijaju etarska ulja najboljeg
kvaliteta, eventualna proizvodnja sintetskih etarskih ulja, proizvodnja ulja iz otpadne materije
biljnog porekla, upoznavanje sinergizma i antagonizma izmedu razli¢itih etarskih ulja ili ulja i
drugih jedinjenja, §to sve moZe biti znacajno za njihovu buduéu $iru primenu [113,118,119].

Na osnovu bioloskih i farmakoloskih svojstava, etarska ulja koja se koriste u humanoj
medicini se mogu podeliti u nekoliko grupa, na ona koja deluju: 1) antisepticki, antibakterijski,
antivirusno 1 antigljivicno; 2) na proces granulacije 1 zarastanja rana; 3) analgetski,
antiinflamatorno, antitoksi¢no 1 hiperemic¢no; 4) relaksantno, sedativno 1 antidepresivno; 5)
spazmoliticki, diureti¢ki i na procese varenja; 6) kao imunostimulatori i stabilizatori hormonskih
funkcija; 7) insekticidno i repelentno; 8) mukoliticki i ekspektorantno; i 9) deodorantno
[113,120]. Sa druge strane, klasifikacija etarskih ulja koja se upotrebljavaju ili mogu da se
primene u veterinarskoj medicini bi se mogla izvr$iti na slede¢i nacin: 1) etarska ulja koja
privlace zivotinje (atraktanti); 2) etarska ulja koja odbijaju Zivotinje (repelenti); 3) etarska ulja sa
repelentnim, insekticidnim i antiparazitskim dejstvom; 4) etarska ulja koja se koriste u ishrani

zivotinja i 5) etarska ulja koja se koriste u leCenju zivotinja [113,117].

S obzirom da su istrazivanja o primeni etarskih ulja u veterinarskoj medicini za razli¢ite
svrhe uglavnom novijeg datuma, podaci i znanje o njithovom kori§¢enju kod Zivotinja su jos uvek
ograni¢eni [121]. Cini se da medicinska dejstva etarskih ulja koja bi mogla imati najve¢i znadaj
za veterinarsku medicinu, a koja se ujedno najviSe 1 ispituju, jesu antimikrobno (antibakterijsko 1
antifungicidno) i antiparazitsko dejstvo protiv endo i ektoparazita [122,123]. To posebno vazi
ako se ima u vidu rastuci problem antimikrobne odnosno antiparazitske rezistencije i opadanje
efikasnosti komercijalnih lekova sa jedne, kao i rezidue koje ostavljaju ovi preparati u
zivotinjskim proizvodnjima i zivotnoj sredini sa druge strane. Dokaza o insekticidnom,
repelentom i antiparazitskom delovanju etarskih ulja i njihovih sastojaka protiv ektoparazita
farmskih Zivotinja, konja 1 kuénih ljubimaca ima puno. Tako su etarska ulja, njithove kombinacije
ili njihovi izolovani sastojci pokazali dejstva protiv razli¢itih krpelja (fam. Ixodidae,
Rhipicephalus sanguineus, R. microplus - ulje Tagetes minuta), grinja (Dermanyssus gallinae -

korijander, crvena kleka, timijan i lavanda, Sarcoptes scabei - razli¢ite vrste eukaliptusa), muva,
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musica 1 buva (Hippobosca equina - nana, Culicoides impunctatus - kraljevski papar,
Ctenocephalides felis - slatka narandza), komaraca (Aedes aegypti - bosiljak, cimet i timijan) i
vas$i (Bovicola ocellatus, Bovicola ovis - ¢ajevac), od znacaja za veterinarsku medicinu [123].
Sli¢no je i sa endoparazitima, pa je dokazana efikasnost etarska ulja i njihovih sastojaka protiv
razli¢itih protozoa (Babesia canis - hajducka trava [124], Eimeria tenella - origano [125],
Giardia duodenalis — obi¢na limeta [126]), metilja (Fasciola hepatica, razli¢ita ulja [127]),
pantljicara (Echinococcus granulosus — origano i timijan [128]) i nematoda (Ascaris suum i

Parascaris spp. — karvakrol [129,130], Ancylostoma spp. — epazota [131]) i drugo.

Kada je u pitanju antimikrobna aktivnost etarskih ulja, do sada su sprovedena razli¢ita
ispitivanja, uglavnom in vitro. Pri tome je antibakterijski efekat najéesc¢e bio povezivan za ulje
cimeta, origana, timijana i bosiljka. Tako je ulje cimeta pokazalo efekat protiv Escherichia coli i
Salmonela enterica serovari Enteritidis i Typhimurium kod Zivine, Mycobacterium avium
paratuberculosis kod goveda, Staphylococcus spp. kod pasa, kao i protiv Pseudomonas spp i
Streptococcus iniae kod riba. Ulja origana i timijana su bila efikasna protiv E. coli i
Staphylococcus spp. kod pasa, Enterococcus spp. kod pasa i macaka, Streptococcus suis kod
svinja, Pseudomonas spp. kod riba, a za timijan je dokazana i in vivo efikasnost protiv
Staphylococcus spp. kod goveda. Bosiljak je pokazao efikasnost protiv E. coli i P. aeruginosa
kod pasa, E. coli kod Zzivine, Pseudomonas spp kod riba. Od drugih ulja, izmedu ostalih, u

slicnim ispitivanjima su se istakli i karanfili¢, lavanda, ruzmarin, zalfije i nana [122].

Origano, timijan 1 maj¢ina duSica su pokazali efekat i protiv razli¢itih gljivi¢nih patogena
(Microsporum canis, M. gypseum, Malassezia pachydermatis, origano i protiv Aspergilus
fumigatus) [122], a kombinacije razli¢itih etarskih ulja u odgovaraju¢im formulacijama su
testirane i in vivo, npr. protiv atopi¢nih pasa inficiranih sa M. pachydermatis [132] ili kod
macaka sa mikrosporidijazom [133]. U ovim slu¢ajevima su primenjene formulacije dovele do

znacajnog poboljSanja kod svih ili ve€ine tretiranih Zivotinja.

Imajuc¢i u vidu sve navedeno, etarska ulja se sve viSe koriste u prevenciji 1 tretiranju
razli¢itih oboljenja kod Zivotinja, za sada joS uvek najceS¢e kod monogastricnih poput svinja i
zivine [134]. Naime, zahvaljujuci prethodno navedenim baktericidnim svojstvima, etarska ulja se
koriste u prevenciji dijareje kod prasadi. Takode, kao prirodni kokcidiostatici, igraju znacajnu

ulogu u ublazavanju simptoma bolesti creva i smanjivanju izlu¢ivanja oocista putem fecesa kod
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peradi. Etarska ulja se sve ¢eS¢e koriste i kod pasa i macaka za razliite svrhe, s obzirom na
njihovu dokazanu in vivo efikasnost protiv razli¢itih patogena poput pomenute M.
pachydermatis, ali i protiv razli¢itih ektoparazita poput krpelja [135]. Kod prezivara je dokazano
da antibakterijska svojstva etarska ulja mogu uticati na ruminalnu fermentaciju, odnosno na
smanjenje metanogeneze, izlu¢ivanje azota, kao i poboljsanje digestije [134]. Na kraju, ovi biljni
proizvodi se mogu koristiti i u terapiji nekih oboljenja neinfektivne etiologije. lako su
informacije na tu temu oskudne, poznata je uloga bosiljka kao ekspektoransa, lavande i ¢ajevca u
tretmanu rana, apscesa i opekotina, metilsalicilata (aktivni sastojak nekih ulja) u tretmanu bolova
u miSi¢ima kod konja, goveda, ovaca, koza i zivine, epazote (meksickog ¢aja) u leCenju bolova u

stomaku i kolika i dr. [113].

2.4.3.1. AntihelminticCki efekat etarskih ulja protiv gastrointestinalnih nematoda

ovaca

Antihelminticki potencijal protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca je dokazan za
mnogobrojna etarska ulja (Tabela 4). 1z tabele se takode moze videti da se istrazivanja sprovode
unutar poslednjih 15 godina, pri ¢emu je primetan porast broja radova u poslednjih nekoliko
godina, sugeriSuc¢i aktuelnost ove teme. Pri tome, neke od najvecih zabelezenih ovicidnih
efikasnosti, izrazenih u ICso (Sto niza vrednost to bolje), su zabelezene za ectarska ulja
Cymbopogon schoenanthus i Cymbopogon martinii (0,04 i 0,1 mg/ml) [136], zatim Ruta
chalepensis (0,1 mg/ml) [137], Mentha arvensis (0,1 mg/ml) i Zingiber officinale (0,11 mg/ml)
[138]. Razli¢ite vrste Lippia spp. su pokazale visoku larvicidnu aktivnost sa 1Csp manjim od 0,01
mg/ml, Mentha piperita sa 0,01 mg/ml [138], kao i Thymus vulgaris sa 0,062 mg/ml [139],
Hesperozygis myrtoides sa 0,07 mg/ml [140] i Piper aduncum sa ICso od 0,1 mg/ml [141].
Etarsko ulje Cymbopogon schoenanthus je pokazalo i visoku aktivnost protiv pokretljivosti larvi
sa 1Cso 0d 0,009 mg/ml [136], dok je ulje Ruta chalepensis izazvalo inhibiciju pokretljivosti
adulta od 87,5%, 8 sati nakon izlaganja pri dozi od 1 mg/ml [137]. U odredenim slu¢ajevima,
dokazana je antihelminticka efikasnost i izolovanih sastojaka etarskih ulja poput cinamaldehida,
anetola, karvona, karvakrola i timola sa ICso u EHT od 0,018, 0,070, 0,085, 0,11, 0,13 mg/ml
redom, a pored njih i borneola, kamfora, citrala, eukaliptola, eugenola, linaloola, terpinen-4-ola,

vanilina i mnogih drugih [16,142].
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Tabela 4. Etarska ulja koja su pokazala in vitro efekat protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca

Etarsko ulje(a) Test Vrsta GIN Izvor
Croton Z_e ht_n er! (dya EHT, LDT Haemonchus contortus [143]
uzorka), Lippia sidoides
Eucalyptus globulus EHT, LDT H. contortus [144]
Cymbopogon schoenanthus, | g\ ) iy | i, H. contortus i
Cymbopogon_ ma_rtlnu, LET Trichostrongylus spp. [136]
Mentha piperita
Arisaema lobatum, Arisaema | g\ ) yr | vy H. contortus [145]
franchetianum
Artemisia lancea EHT, LDT, LMIT H. contortus [146]
Tagetes minuta, Coriandrum
sativum Alpinia zerumbet, EHT, LDT H. contortus [147]
Lantana camara
Eucalyptus citriodra EHT, LDT H. contortus [148]
Zanthoxylum simulans EHT, LDT, LMIT H. contortus [149]
Cymbopogon citratus EHT, LDT H. contortus [150]
Ruta chalepensis EHT, AWMT H. contortus [137]
Citrus sinensis, Melaleuca EHT, LDT H. contortus [151]
quinguenervia
Melaleuca alternifolia EHT, LMIT H. contortus [152]
Thymus vulgaris EHT, :V?/-I{/I'Ir_ MIT, H. contortus [139]
Piper aduncum EHT, LDT H. contortus [141]
Hesperozygis myrtoides EHT, LDT H. contortus [140]
Lavandula officinalis, Citrus
aurantifolia, Anthemis EHT, LDT, AWMT H. contortus [153]
nobile
Mentha arvensis, Zingiber
officinale, Lippia sidodes,
_ Lippiaalba, Lippia EHT, LDT H. contortus [138]
origanoides, Lippia gracilis,
Curcuma longa, Mentha
piperita
Rosmarinus officinalis EHT, LMIT prirodno-mesana infekcija [35]
Eucalyptus citriodra AWMT H. contortus [154]
Cymbopogon citratus EHT H. contortus [155]
Origanum majorana EHT, AWMT H. contortus [156]
H. contortus,
Coriandrum sativum LMIT Trichostrongylus axei, T. [157]

colubriformis, T. vitrinus

35




Filip Strbac, dr vet. med. Doktorska disertacija

Teladorsagia circumcincta
i Cooperia oncophora
Cinnamomum verum Smrtnost larvi
. ] nematoda u rastvoru H. contortus [158]
Syzygium aromaticum L .
biljnog ulja
Cinnamomum verum,
Syzygium aromaticum, Smrtnost larvi
Melaleuca alternifolia, Piper | nematoda u rastvoru S. papillosus [158]
cubeba, Citrus aurantiifolia, biljnog ulja
Lavandula angustifolia
Ocimum b_asnlcum, 16 EHT H. contortus [159]
cultivares
Origanum vulgare, Pimienta | EHT, pokretljivost H. contortus i Cooperia [160]
dioica larvi spp.

* EHT - test izleganja larvi; LDT - test razvoja larvi; LMIT - test inhibicije pokretljivosti larvi;
AWMT - test inhibicije pokretljivosti adulta; LFIA — test inhibicije hranjenja larvi; LEA — test
gubitka omotaca larvi

Broj sprovedenih ispitivanja kao i broj testiranih etarskih ulja u in vivo ispitivanjima
(Tabela 5) je znacajno manji u poredenju sa in vitro ispitivanjima, s obzirom na zahtevnost i
cenu ovakvih ispitivanja. U ovim istrazivanjima su postignute razli¢ite efikasnosti u zavisnosti
od koris¢enog ulja i doze, a neka od ulja koja su istakla u dosadasnjim terenskim istrazivanjima u
testu redukcije broja jaja nematoda u fecesu (FECRT), nakon peroralne jednokratne primene, su:
emulzija ulja narandze sa efikasnos¢u od 97,4% pri dozi 600 mg/kg (14. dana) [161], zatim
Eucalyptus citriodra sa 69,5% pri dozi od 500 mg/kg (14. dana) [154] i Mentha arvensis sa
61,6% pri dozi 200 mg/kg (1. dana nakon tretmana) [138]. U kontrolisanom testu, takode nakon
peroralne primene, visoku efikasnost su pokazali Cymbopogon citratus pri dozi 500 mg/kg
(uzastopna primena tokom 3 dana) sa efikasnos¢u od 66,4% protiv H. contortus (15. dana) [155]
i Lippia sidoides sa 56,9% pri dozi 283 mg/kg tokom 5 dana (7. dana nakon tretmana), takode
protiv H. contortus [162]. U pojedinim slu¢ajevima, ispitana je in vivo efikasnost izolovanih
sastojaka etarskih ulja kao $to je slucaj sa acetilovanim derivatima karvakrola i timola, koji su u
dva odvojena istrazivanja pri jednokratnoj peroralnoj dozi od 250 mg/kg, redukovali broj jaja
nematoda u fecesu za 65,9% (karvarkol) i 76,2% (timol) 14. dana nakon tretmana [163,164].
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Tabela 5. Etarska ulja koja su pokazala in vivo efekat protiv gastrointestinalnih nematoda

ovaca
Test, vreme
procene Doza, nacin i
Etarsko ulje efikasnosti trajanje Efikasnost Izvor
nakon tretmana primene
i vrsta GIN
230 mg/kg, Dan 7 - 38,0%;
FECRT; peroralno, tokom5 | Dan 14 - 30,0%;
e Dani 0., 7., 14. i dana Dan 21 - 29,8%
Lippiasidoides |, . i odno- 283 mglkg Dan 7 - 45,9%; [162]
mesSana infekcija | peroralno, tokom5 | Dan 14 - 54,0%;
dana Dan 21 - 22,9%
Kontrolisani test; Haemonchus
Dan7,; 283 mg/kg, spp. 56,9%
Lippia sidoides | Haemonchus spp. i | peroralno, tokom 5 [162]
Trichostrongylus dana Trichostrongylus
spp. spp. 39,3%
600 mg/kg,
Emulzija ulja FI.ECR.T; jednok?atgo 97.4%
narandze Dani 0.114.; 600 mg/kg tokom [161]
H. contortus 94,9%
3 dana
FECRT,;
Cymbopogon | Dani 0., 1., 5., 10., 180 i 360 mg/kg e [165]
schoenanthus 15.i 20; tokom 3 dana o
H. contortus
Cymbopogon Kontrollsanlltest, 180 i 360 mg/kg
schoenanthus Dan 20.; tokom 3 dana e [165]
H. contortus
FECRT; Dani 0.,
10., 17,
Haemonchus spp., ] o
Eiti(;?;)(;ztru; Tricho:;;ongylus 250 mg/kg I%?nllor gig(;; ’ [166]
Oesophagostomum
spp.
FECRT; 75, 150 i 300
Thymus Dani 0., 2.,4., 6.,
vulgaris 8.,10.i 12. mg/kg peror_alno; n-e [139]
Dani 0., 6.1 12.
H. contortus
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FECRT;
Dani0., 1, 3.,7.
A Dan 1 - 61,6%;
Menth_a 14,121, H _200 mg/Kkg, Dan 14 - 48,1%: [138]
arvensis contortus i jednokratno
. Dan 21 - 44,9%
Trichostrongylus
spp.
FECRT;
Dani 0., 8.i15,;
comongon | St | s | omaesmen |
citratus ngy P ’ Dan 15 - 23,9%
spp i dana
Oesophagostomum
spp.
Kontrolisani test; H. contortus
pan 5. 500 mg/kg, 66,4%
Cymbopogon H. contortus, T.
. lubriformis. O peroralno, tokom 3 [155]
citratus colupri -Ormls, . dana T. colubriformis
columbianum, T. 38.4%
ovis
FECRT,
Dani 0., 7.1 14.
Haemonchus spp.
Eucalyptus Trichostrongylus SZ?OTS/:S’ Dan 7 - 41,8%; [154]
citriodora spp., _p ’ Dan 14 - 69,5%
jednokratno
Oesophagostomum
spp. i
Strongyloides spp.

* FECRT - test redukcije broja jaja nematoda u fecesu; n.e. - nema efikasnosti

2.4.4. Bioloske osobine odabranih etarskih ulja

Timijan (Thymus vulgaris L.) (Slika 3) predstavlja cvetnu biljku iz porodice

Lamiaceae, poreklom iz juzne Evrope (Mediteran). To je zimzeleni Zbun sa sitnim, jako

aromaticnim, sivo-zelenim listovima 1 sa ljubi€astim ili ruzicastim grozdovima cvec¢a. Ova biljka

se vekovima koristila u narodnoj medicini

zbog

svog znaCajnog antimikrobnog 1

antiinflamatornog dejstva, a Cesto se koristi i u kulinarstvu kao za¢in. Pored navedenih, ulje ove

biljke poseduje i antioksidativna i mnogobrojna druga dejstva [167]. Takode, za etarsko ulje ove

biljke je dokazan in vitro efekat protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca [139].
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W

Slika 3. Timijan (for: agroklub.rs)

Hajduc¢ka trava (Achillea millefolium L.) je aromati¢na, viSegodi$nja, tamnozelena

biljka iz familije Asteraceae, veoma popularna u narodnoj medicini mnogih evropskih kultura.

Visoka je 30-50 cm, ima obilno lis¢e i dugacko ruziasto ili belo cvece, a raste samoniklo duz

autoputeva, na poljima 1 pasnjacima. Koristi se u farmaceutskoj industriji za proizvodnju biljnih

lekova (najéeSce stablo, list i cvet), a pored toga i U kozmeti¢koj industriji, proizvodnji likera i

aroma, kao ukrasna biljka i drugo. Etarsko ulje ove biljke pokazuje mnogobrojne efekte

ukljucujuéi antibakterijski, antigljivicni, insekticidni, analgeticki i antipireticki efekat [168]. Za

ekstrakt ove biljke je dokazan in vitro i in vivo efekat protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca

[169].

Rtanjski ¢aj ili planinski cubar
(Satureja  montana L.) (Slika 4) je
viSegodiSnja mala biljka koja potice iz
toplih, suSnih, suncanih 1 kamenitih
planinskih  krajeva u  Mediteranskom
podrucju juzne Evrope i severne Afrike.
Medu pripadnicima familije Lamiaceae,
smatra se jednom od  medicinski
najznacajnijih biljaka, a pored toga se

koristi 1 u kulinarstvu pri ¢emu njen

4 G
Slika 4. Rtanjski ¢aj
(Izvor: caherhurleynursery.com)
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antibakterijski efekat dolazi do izrazaja pri pripremanju i pakovanju hranidbenih namirnica
[170]. Etarsko ulje ove biljke pored antibakterijskog poseduje Sirok spektar farmakoloskh efekata
poput antisepticnog, antioksidativnog, antifungalnog, antiinflamatornog, antikancerogenog,

karminativnog, kao i razli¢itih digestivih svojstava [170,171].

Cubar (Satureja hortensis L.) predstavlja jednogodi$njeg zeljastog predstavnika familije
Lamieaceae, sa jako razgranatim linearnim listovima i ljubiCasto do ljubicasto-belim cvetovima.
Kao aromati¢na biljka, autohtona za podru¢je juzne Evrope i Mediterana (danas je
rasprostranjena na obe hemisfere), tradicionalno se koristi u kulinarske svrhe i kao lekovita
biljka. Etarsko ulje ove biljke pokazuje antioksidativni, antimikrobni, antiparazitski, pesticidni,
antiinflamatorni, analgetski, hepatoprotektivni i antikancerogeni efekat [172], a za ekstrakt ove

biljke je dokazan i in vitro efekat protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca[173,174].

Pitoma nana (Mentha x piperita L.) (Slika 5) predstavlja hibridnu biljku iz familije
Lamieaceae nastalu ukrStanjem divlje (M. spicata L.) i barske (M. aquatic L.) nane. lako izvorno
potice iz Mediteranskog podrucja, danas se kultivise Sirom sveta za razli¢ite namene, pre svega u
industriji hrane (ukusi, mirisi), za pravljenje ¢ajeva, konditorskih proizvoda, ali i u farmaceutskoj
industriji za proizvodnju
lekova. Etarsko ulje ove
biljke je jedno od najcesce .
koris¢enih  za  razliGite ‘
namene [175], a kada su u
pitanju njegova medicinska
dejstva dokazani su
antibakterijski, antigljiviéni,

antiparazitski efekat [176]

~,

kao i antipruritski, AN »
. . . . Slika 5. Pitoma nana (Izvor: ikarianature.com)
astrigentni, rubefacientni i

antisepti¢ni efekat [175]. Za ovo ulje je dokazan i in vitro efekat protiv gastrointestinalnih

nematoda ovaca[136,138].
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Mora¢ ili komora¢ (Foeniculum vulgare Mill.) je viSegodisnja biljka koja pripada
porodici Sargarepa Apiaceae, a pretezno je poreklom iz juzne Evrope i male Azije. To je lekovita
biljka sa zutim cvetovima, aromati¢nim semenom i belim plodom koje se Siroko koristi kao
agens za ukus u hrani i piéu zbog svoje karakteristicne arome. Koristi se u tradicionalnoj
medicini dugo vremena zbog svog blagotvornog antioksidativnog, antiinflamatornog i
analgetickog efekta, a samo etarsko ulje pored navedenih poseduje i hepatoprotektivno,

antidijabetsko, antibakterijsko, antigljivicno i antiinsekticidno dejstvo [177].

Smilje (Helichrysum arenarium) je visegodi$nja biljka iz familije Asteraceae, visine 50
cm, koja raste na suvim, peskovitim i polupustinjskim zemljiStima, dinama i stepama velikog
geografskog podrucja u Africi, Evropi i Aziji, pri ¢emu se smatra da je poreklom iz Juzne Afrike.
Ova vrsta ima sivkaste listove, sa stabljikama koje su prekrivene belim trihomima i bojom cveta
koja varira od Zute do narandzaste. U dosadasSnjim studijama su dokazana brojna bioloska dejsva

ove biljke, dok je za njeno etarsko ulje dokazan antioksidativni i antimikrobni efekat [178].

Origano (Origanum vulgare) (Slika 6) predstavlja cvetnu biljku iz familije Lamiaceae,
poreklom iz zapadne i1 jugozapadne Euroazije i Mediterana. To je viSegodiSnja biljka koja raste
20 do 80 cm u visinu, sa naizmeni¢nim listovima 1-4 cm. Cvetovi su ljubicasti, dugacki u
uspravnim klasovima. Etarsko ulje
origana je takode jedno od najcesce
koriS¢enith ulja, sa primenom u
medicini, poljoprivredi, kozmetici, u
industriji aroma a moze da se koristi 1
kao dezinfekciono sredstvo za hranu
[179]. Poseduje antibakterijski,
antigljiviéni, antivirusni,
antioksidativni, antiinflamatorni,

antiproliferativni, citotoksi¢ni efekat,
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Slika 6. Origano (Izvor: aucklandbotanicgardens.co.nz)

itd. [180]. Za ovo ulje je potvrden in
vitro efekat protiv gastrointestinalnih

nematoda ovaca [160].
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Kleka (Juniperus communis L.) predstavlja zimzeleni zbun ili drvo iz familije
Cupressaceae koje raste u Sumskim oblastima Azije, Evrope, severne Afrike i Severne Amerike.
Zbog svog diuretickog, antiseptickog, kao i gastrointestinalnih svojstava, ova biljka je vekovima
poznata kao lekovita. Etarsko ulje kleke je prirodni proizvod koji se koristi u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji, kao i u parfirmerijama i kozmetici, a odredena alkoholna pi¢a poput
dzina se prave destilacijom od fermentisanih bobica kleke. Dokazana su razli¢ita medicinska
svojstva ulja kleke poput antikancerogenog i antiviralnog [181], ali i antioksidativnog,

antibakterijskog, antigljivicnog, antimalarijskog i antihiperholesterolemijskog efekta[182].

Slatka narandza (Citrus x sinensis (L.) Osbeck) je zimzeleno cvetajuée drvo iz familije
Rutaceae poreklom iz Azije a danas rasprostranjeno Sirom Pacifika i toplijih podrucja sveta.
Visine je ¢ak 9-10 m sa velikim bodljama na granama. Listovi su naizmeni¢ni sa usko-Krilatim
peteljkama a cvetovi su pazusni, pojedinaéni ili u kolutovima. Ima Siroku primenu u industriji
hrane 1 medicini, s obzirom da plodovi predstavljaju znacajan izvor C vitamina, koji je prirodni
antioksidant znacajan za imuni sistem [183]. Pored antioksidativnog, etarsko ulje ove biljke
poseduje i antibakterijski, antigljivini, larvicidni, insekticidni, antikancerogeni, relaksantni i
anksioloticki efekat [184]. Za ovo ulje je dokazan in vitro efekat protiv gastrointestinalnih

nematoda ovaca [151].

Limun (Citrus medica L.) predstavlja zbun ili malo drvo iz familije Rutaceae. Listovi su
mu dugi 7,5-15 cm, elipticno-jajolikog do jajoliko-lancetastog oblika. Cvetova ima 5-10 u
grozdu, malih ili srednjih, sa manje ili viSe ruzicastim laticama, a plod je loptast ili duguljast 1
takode predstavlja bogat izvor C, ali i drugih vitamina [185]. Ima primenu u industriji hrane i

lekova, a za ulje ove biljke je dokazan antioksidativni i antimikrobni efekat [186].

Divlja nana (Mentha spicata L.) je kultivisana, viSegodi$nja rizomatozna biljka iz
porodice Lamiaceae i jedna od biljaka koje se najées¢e komercijalno uzgajaju Sirom sveta. Svezi
i osuSeni listovi se koriste kao Cajevi, zaCin i za aromatizaciju hrane i pica, dok se etarsko ulje i
ekstrakt dugo Koriste za tretman razlicitih oboljenja [187]. Kao i ostali pripadnici roda Mentha,
pretezno je karakteristiCna za region Juzne Afrike, Australije i regione sa umerenom klimom na
podru¢ju Evrope i Azije. Za ulje ove biljke su, izmedu ostalih, dokazani antibakterijski,

antigljiviéni i fumigantni (insekticidni) efekat [176].
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Korijander (Coriandrum sativum L.) - je aromati¢na zeljasta jednogodi$nja biljka iz
familije Umbelliferae/Apiaceae. Ova biljka ima dugu istoriju upotrebe u kulinarstvu, s obzirom
da njena aromati¢na jedinjenja i etarsko ulje poseduju antibakterijsko, antifungalno 1
antioksidativno dejstvo, pa su korisna u pripremi hrane (kao aroma i pomoc¢no sredstvo) u
konzervisanju i spre¢avanju bolesti koje se prenose putem hrane. Etarsko ulje koje se pretezno
nalazi u listu, stablu, cvetu, plodu i semenu ove biljke se zbog navedenih svojstava koristi i u
medicinske svrhe [188]. Za ovo ulje je dokazan in vitro efekat protiv gastrointestinalnih

nematoda ovaca [147,157].

Miloduh ili izop (Hyssopus officinalis L.) predstavlja biljku iz roda Hyssopus (fam.
Lamiaceae), koji podrazumeva zeljaste ili poludrvenaste biljke rasprostranjene od isto¢nog
Mediterana do centralne Azije i Mongolije. Ova biljka je povezana sa nekoliko medicinskih
upotreba, posebno biolosko aktivni sastojci etarskog ulja, s obzirom da poseduju antibakterijski,
antigljivi¢ni, antivirusni, antioksidativni, antikancerogeni, larvicidni o miorelaksantni efekat. Pri
tome se etarsko ulje generalno smatra bezbednim, ukoliko se koristi u ograni¢enim 1
preporuc¢enim dozama. Pored toga, ulje se koristi i za aromatiziranje i konzerviranje hrane [189].

Za ekstrakt ove biljke je dokazan in vitro efekat protiv gastroitnestinalnih nematoda ovaca [190].

Zalfija (Salvia officinalis L.) pripada rodu Salvia koji predstavlja najveéi rod u familiji
Lamiaceae sa preko 900 vrsta. Zalfija je aromatiéna visegodi$nja biljka karakteristiéna za
Mediteransko podrucje, sa cveCem u razli¢itim bojama. Tradicionalno se koristi u pripremanju
hrane, za pravljenje Cajeva i kao aroma u parfirmeriji i kozmetici, ali i u narodnoj medicini s
obzirom da poseduje antikancerogena i antidijebeti¢na svojstva. Etarsko ulje ove biljke poseduje

antibakterijski, antigljivi¢ni, insekticidni, antioksidativni efekat [191,192].

Lavanda (Lavandula angustifolia Mill.) je zimzelena visegodi$nja biljka iz familije
Lamiaceae poreklom sa Mediteranskog podrucja, ali se uzgaja i u mnogim drugim delovima
sveta. Naraste do visine 40-60 cm pri ¢emu je donji deo stabljike drvenast, a gornji zelen.
Cvetovi su uglavnom bledoljubicaste boje. Siroko se koristi u kozmetici, u parfirmerijama,
industriji hrane ali poseduje i brojna medicinska svojstva. Za etarsko ulje ove biljke je dokazan
antibakterijski, antigljivi¢ni, antioksidativni, antiinflamatorni, antianksiozni, anksioliticki,
antispazmoti¢ni, antiholesterolemijski, antihipertenzivni efekat [193]. Za ovo ulje je dokazan in

vitro efekat protiv gastrointestinalnin nematoda ovaca [153].
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Bosiljak (Ocimum basilicum L.) je poreklom iz Azije i Afrike i predstavlja autogamnu,
aromati¢nu, jednogodiSnju ili viSegodiSnju zeljastu biljku visine oko pola metra. Tokom celog
leta poseduje velike zelene listove duzine oko 5 cm, dok se cvetovi obi¢no uklanjaju kako bi se
povecao prinos listova. Pored Siroke upotrebe u narodnoj medicini, biljka je popularna i kao
ukrasna, a Kkoristi se i za mnoge druge namene. Etarsko ulje ove biljke ima antibakterijski,
antigljivicni, antivirusni, antioksidativni, antiinflamatorni, analgetski, sedativni, hipnoti¢ni,
antikonvulzivni, antiprotozozoalni i antikancerogeni efekat [194]. Za ovo ulje je dokazan in vitro

efekat protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca [159].
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3.0. CILJEVI, ZADACI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Na osnovu pregleda literature, a nakon definisanja predmeta istrazivanja, postavljeni su
slededi ciljevi:

e Ispitati antihelmintiC¢ku aktivnost odabranih etarskih ulja protiv gastrointestinalnih
nematoda ovaca i sigurnost njihove primene;

e Odrediti faktore koji uticu na antihelminti¢ku aktivnost ulja;

e [Ispitati mogucnost primene ispitivanih formulacija u veterinarskoj praksi kao alternativne

metode u borbi protiv antihelminticke rezistencije.

Da bi se realizovali postojeci ciljevi istrazivanja, odredeni su slede¢i zadaci:

e Odrediti hemijski sastav ispitivanih etarskih ulja pomoc¢u gasne hromatografije i masene
spektrometrije (eng. gas chromatography — mass spectrometry, GC-MS);

e Odrediti rodove gastrointestinalnih nematoda prisutnih na ispitivanim farmama i njihovu
procentualnu zastupljenost pomocu odgovarajucih klju¢eva determinacije;

e spitati in vitro antihelminti¢ki potencijal ispitivanih ulja pomocu testa izleganja jaja
(eng. egg hatch test, EHT);

e Ispitati in vivo antihelminti¢ki potencijal odabranih ulja pomoc¢u testa redukcije broja jaja
u fecesu (eng. faecal egg count reduction test, FECRT));

e Ispitati  eventualno prisustvo toksi¢nih i neZeljenih efekata in vivo primenjenih
formulacija putem klinickog posmatranja tretiranih zivotinja, kao i putem odredivanja

njihovog uticaja na hematoloske i biohemijske parametre krvi;

e Obraditi i analizirati dobijene rezultate putem odgovarajucih statistickih metoda.

Za definisana istrazivanja antihelminti¢ke efikasnosti odabranih etarskih ulja, postavljene

su sledece hipoteze istraZivanja:

e Odabrana etarska ulja pokazuju antihelmintiCku aktivnost protiv gastrointestinalnih

nematoda ovaca, pri cemu su bezbedna za Zivotinje pri testiranim dozama;

45



Filip Strbac, dr vet. med. Doktorska disertacija

Aktivnost ulja protiv nematoda varira u zavisnosti od ispitivanog ulja, a samim tim i od
nekih drugih faktora (npr. njegovog hemijskog sastava i prisustva pojedinih jedinjenja),
kao i od primenjene koncentracije (test izleganja jaja), odnosno doze (test redukcije broja
jaja u fecesu);

Neka od ispitanih etarskih ulja imaju potencijal da se kao alternativa koriste u
veterinarskoj praksi u cilju smanjenja upotrebe komercijalnih preparata i borbe protiv

antihelminticke rezistencije.
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4.0. MATERIJAL | METODE

4.1. Etarska ulja i analize njihovog hemijskog sastava

Istrazivanja su sprovedena U dve faze, pri cemu je prvo istrazivanje izvedeno tokom
2019., a drugo tokom 2021. godine. U prvom istrazivanju su koriS¢ena sledeéa ectarska ulja:
timijan (Thymus vulgaris L.) poreklom od dva proizvodaca (Alekpharm, Beograd, Srbija kao i
Albert Vieille Sas, Vallauris, Francuska); dva hemotipa hajducke trave (Achillea millefolium L.),
od kojih je jedan slobodan od azulena,
sa planine Radan (Institut za ratarstvo i
povrtarstvo, Novi Sad, Srbija) dok je
drugi proazulenski tip, sa planine
Golije (BIOSS, Srbija); rtanjski caj
odnosno planinski c¢ubar (Satureja
montana L., Institut za ratatarstvo i
povrtarstvo, Novi Sad, Srbija); Cubar

(Satureja hortensis L., Bio Salas

Farago, Orom, Srbija); pitoma nana
odnosno pepermint (Mentha x piperita some of the essential oils used in the studies (Foto orig)
L., BIOSS, Srbija); mora¢ (Foeniculum vulgare Mill.,, BIOSS, Srbija), smilje (Helichrysum
arenarium (L.) Moench, BIOSS, Srbija), origano (Origanum vulgare L., Hippocratic Essentials
P.C., Neo Perivoli, Greece), kleka (Juniperus communis L., BIOSS, Srbija), kao i binarna
kombinacija dva jedinjenja, linaloola i estragola u odnosu 0,14:0,86, izolovana iz jednog od

hemotipova bosiljka (Ocimum basilicum L., Alekpharm, Beograd, Srbija).

U drugom istazivanju (Slika 7), koris¢ena su sledeca etarska ulja: slatka narandza (Citrus
x sinensis (L.) Osbeck, BIOSS, Srbija), limun (Citrus medica L., BIOSS, Srbija), uzorak pitome
nane od drugog proizvodaca u poredenju sa prvim istrazivanjem (Mentha X piperita L., Institut
za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad, Srbija), divlja nana (Mentha spicata L., Institut za ratarstvo i
povrtarstvo Novi Sad, Srbija,); korijander (Coriander sativum L., Institut za ratarstvo i
povrtarstvo Novi Sad, Srbija), miloduh (Hyssopus officinalis L., BIOSS, Srbija,), zalfija (Salvia

officinalis L., BIOSS, Srbija), lavanda (Lavandula angustifolia Mill., Institut za ratarstvo i
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povrtarstvo Novi Sad, Srbija), bosiljak (Ocimum basilicum L.), kao i ponovo etarska ulja origana

i rtanjskog Caja od istog proizvodaca kao i u prethodnom istrazivanju.

Kvalitativna 1 semikvantitativna hemijska karakterizacija etarskih ulja izvrSena je
primenom gasne hromatografije kuplovane sa masenospektrometrijskom detekcijom (GC-MS)
na Departmanu za hemiju, biohemiju i zasStitu Zivotne sredine, Prirodno-matematicki fakultet,
Univerzitet u Novom Sadu, Srbija. U Agilent Technologies series 6890 gasni hromatograf
injektovan je 1uL rastvora ispitivanog ulja (10 pL/mL u heksanu) u split modu, uz split odnos
1:10, pri temperaturi od 250°C. Komponente su razdvojene na nepolarnoj poli (tetrametil-1,4-
silfenilensiloksanskoj) koloni HP- 5 ms (Agilent Technologies) dimenzija 30m x 0,25mm,
debljina sloja 0,25um. Kolona je eluirana u temperaturno-programiranom rezimu, uz startnu
temperaturu od 50°C, rampu 8°C/min do 120°C, 15°C/min do 230°C, 20°C/min do 270°C/min, i
zadrzavanje na finalnoj temperaturi od 16,92 min (ukupno vreme analize 35 min). Kao gas nosac
koris¢en je helijum visoke Cistoce (5.0) u rezimu konstantnog protoka od 1,0 mL/min. Efluent je
preko transfer-linije odrzavane na 280°C prosleden u Agilent Technologies series 5975 maseni
spektrometar sa elektronskom jonizacijom. Parametri masenog spektrometra bili su: energija
elektrona 70eV, temperatura jonskog izvora 230°C, temperatura kvadrupola 150°C. Primenjen je
scan mod akvizicije, u m/z opsegu 35-400, i uz solvent delay od 2,30 min. U cilju postizanja
boljeg slaganja izmedu eksperimentalnih 1 biblioteckih spektara, koris¢en je standard spectra
tune. Podaci su obradeni pomoc¢u Agilent Technologies MSD ChemStation softvera (revizija
E01.01.335) u kombinaciji sa AMDIS (ver. 2.64) i NIST MS Search softverom (ver. 2.0d).
AMDIS je koris¢en za dekonvoluciju masenih spektara koeluiraju¢ih jedinjenja, a NIST MS
Search je obezbedio algoritam za bibliotecku pretragu komplemenaran PBM algoritmu
ChemStation-a. Za identifikaciju masenih spektara koriS¢ene su spektralne biblioteke Wiley
Registry of Mass Spectral Data 7 th Edition i NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library 05. Identitet
jedinjenja potvrden je poredenjem linearnih retencionih indeksa sa literaturnim podacima.

Relativni udeli jedinjenja odredeni su metodom normalizacije, na osnovu povrsine pikova u TIC.
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4.2. Test izleganja larvi

In vitro, kao i sva ostala ispitivanja, su sprovedena u juznoj Italiji, oblast Kampanja, u
regionalnom centru za pracenje parazitoza KREMOPAR (Eboli, Salerno), pri ¢emu su za
izolaciju jaja nematoda koris¢eni uzorci fecesa ovaca sa dve odvojene farme u ovom regionu. Za
procenu antihelmintickog potencijala odabranih etarskih ulja je u oba istrazivanja koris¢en test
izleganja larvi (eng. egg hatch test),
koji je jedan od najées¢e koriséenih |
testova, kako za  detekciju
antihelminti¢ke rezistencije, tako i za
laboratorijsko ispitivanje efikasnosti
novih antihelminti¢kih  supstanci.
Ovim testom se meri ovicidni efekat
neke aktivne supstance, odnosno

procenat inhibicije izleganja larvi iz

jaja parazita pod uticajem razlicitih

Slika 8. Izolacija jaja nematoda za test izleganja larvi - isolation
koncentracija ispitivane supstance. ~ of nematode eggs for the egg hatch test (Foto orig)

Za ovo ispitivanje uzorci fecesa su uzimani direktno iz ampule rektuma od ovaca
prirodno inficiranih gastrointestinalnim nematodama. Broj uzetih uzoraka je pri tome iznosio 30
po farmi u cilju pravljenja grupnog uzorka za izolaciju jaja nematoda, koja su izolovana u roku
od 2 sata nakon uzimanja uzoraka pomocu tzv. metode oporavka (eng. recovery method)
modifikovane po Bosco i sar. (2018) [39]. Prvo, uzorci fecesa su homogenizovani i filtrirani pod
teku¢om vodom kroz sita sa otvorima razlicitih veli¢ina (1 mm, 250 pm, 212 pm u 38 um), u
cilju izolacije jaja od fecesa. Jaja nematoda zadrzana na situ najmanje veliine su potom isprana
sa destilovanom vodom u epruvete (Slika 8) i centrifugovana na 1500 obrtaja, nakon Cega je
talog otklonjen. Potom je izvreno centrifugiranje koris¢enjem 40% rastvora Secera kako bi jaja
isplivala na povrsinu, i koja su potom izolovana u nove epruvete u koje je dodata destilovana
voda. Na kraju, dobijeni rastvori su centrifugovani jos nekoliko puta kako bi se otklonile pelete 1

dobio vodeni rastvor sa jajima.
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Kao $to je prethodno navedeno, u prvom istrazivanju je koris¢eno 11 uzoraka etarskih
ulja 1 jedna binarna kombinacija. Pri tome, test izleganja larvi je sproveden za 6 razli¢itih
koncentracija (50; 12,5; 3,125; 0,781; 0,195 i 0,049 mg/ml, Slika 9) svakog ulja (Ferrerira i sar.,
2018 sa odredenim modifikacijama)
[153]. Za ovaj test su se koristile ploce
sa bunarci¢ima (24/ploca), gde su u
bunarci¢ima pravljeni rastvori
odredene koncentracije ulja
emulgovane u 3% Tweenu 80, V/v, i
potom dopunjavane sa vodenim
rastvorom sa jajima (oko

150/bunarci¢) i destilovanom vodom

do ukupne koli¢ine od 0,5 ml po Slika 9. Priprema etarskih ulja za in vifro ispitivanje - preparation

bunaréi¢u. Potrebna koli¢ina ulja za of essential oils for in vitro testing (Foto orig)

svaku od koncentracija je odredivana ra¢unski i dodavana u bunarci¢e pomocu razli¢ito osetljivih
mikropipeta. Sve koncentracije kod svakog ispitanog ulja su pri tome ispitane ukupno 4 puta (2
ponavljanja sa uzorcima dobijenim sa 2 razli¢ite farme). Kao pozitivna kontrola je koris¢en
tiabendazol u koncentraciji 0,025 mg/mL, a kao negativna 3% Tween 80, v/v, koji su takode
ispitani u 4 ponavljanja. Nakon pravljena rastvora, plo¢e sa bunar¢i¢ima (Slika 10) su ostavljeni
za inkubaciju na 27°C tokom 48h. Nakon toga, dodate su 1-2 kapi lugolovog rastvora u svaki
bunar¢i¢ kako bi se zaustavilo izleganje
larvi, a napravljeni rastvori su posmatrani
pod mikroskopom u cilju brojanja jaja i
izleglih larvi pri svakoj koncentraciji za
svako ulje i kontrole (Slika 11). Procenat
inhibicije izleganja larvi pod uticajem
primenjenih etarskih ulja se potom

racunao putem slede¢e formule:

5

Slika 10. Pripremljene opadajuée koncentracije etarskih ulja IH = broj jaja / (broj jaja + broj larvi) x
spremne za inkubaciju - prepared decreased concentrations of
essential oils ready for the incubation (Foto orig) 100% [35][199]
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U drugom istrazivanju, gde je ispitano takode 11 uzoraka etarskih ulja, napravljene su
odredene izmene u postavci eksperimenta sa ciljem dobijanja jo§ vece preciznosti I rezultata
pogodnih za raCunanje odredenih farmakoloSkih parametara. Naime, umesto 6, koriS¢eno je
ukupno 8 koncentracija primenjenih formulacija (dodate jos 0,025 i 0,0125 mg/ml), a opadajuce
koncentracije etarskih ulja su umesto racunskim putem i mikropipetama dobijane metodom
razblazivanja emulgovanih ulja u destilovanoj vodi. Uz pomenute kontrole iz prethodnog
istrazivanja, dodate su jo$ jedna pozitivna (tiabendazol, 0,0125 mg/ml) i jedna negativna
(destilovana voda) kontrola. Inhibicija izleganja larvi je pri tome racunata na isti na¢in, ovoga

puta u ukupno tri ponavljanja za svaku koncentraciju svih ispitivanih ulja i kontrola.

Slika 11. Posmatranje i brojanje jaja i larvi
nematoda pod mikroskopom - observation
and counting of eggs and larvae under the
microscope (Foto orig)

4.3. Test redukcije broja jaja nematoda u fecesu

Ispitivanje antihelminticke efikasnosti etarskih ulja u terenskim uslovima je sprovedeno
uz pomo¢ testa redukcije broja jaja nematoda u fecesu (eng. faecal egg count reduction test,
FECRT), najc¢esc¢e koris¢enje i preporucene in vivo metode za detekciju rezistencije i ispitivanje
novih antihelminti¢kih sredstava. Ovom metodom se meri procenat redukcije broja izbrojanih

jaja parazita u fecesu Zivotinja nakon primene odgovarajuce aktivne supstance. Istrazivanje je
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takode sprovedeno u dve faze, a u obe su koris¢ene ovce prirodno zarazene gastrointestinalnim
nematodama sa dve razli¢ite farme (slobodan i vezan nacin drzanja ovaca, Slike 12 i 13). Pri
tome je za potvrdu infekcije i1 kvantifikaciju broja jaja nematoda u fecesu koris¢ena
najsavremenija tehnika mini-FLOTAC (Slika 15) [65].

i

X <x - : : "
Slika 12. Ovee koriS¢ene za drugo istrazivanje (farma 1), Slika 13. Ovce kori$¢ene za drugo istraZivanje (farma 2). vezani
slobodan nacin drzanja - sheep used for the second study nacin drzanja - sheep used for the second study (farm 2) (Foto
(farm 1) (Foto orig) orig)

U prvom istrazivanju, ispitana je
efikasnost etarskog ulja timijana (tip 1) i
binarne kombinacije jedinjenja linaloola i
estragola (14:86), peroralno primenjenih. S
obzirom da su etarska ulja generalno visoko
koncentrovana i  jaka, primenjene
formulacije su razblazene u suncokretovom
ulju u odnosu 1:9, radi zaStite sluzokoze
digestivnog trakta ovaca. Nakon inicijalne
e TR R S e S gesamenl  potvrde infekcije i kvantifikacije zarazenosti
Slika 14. Pripremljene formulacije etarskih ulja razblazenih u
suncokretovom ulju za drugo in vive istrazivanje - prepared u vidu brojanja jaja nematoda u fecesu i

formulations of essential oils dilluted in sunflower oil for

second in vivo study (Foto orig) izrazavanja vrednosti u vidu broja jaja po

gramu fecesa (EPG), zivotinje su na obe farme podeljene u ukupno Cetiri grupe (n=12/grupa,
48/farma; ukupno 96) i obelezene pomoéu markica. Zivotinje su bile pretezno Zenskog pola,
razli¢itih starosti, prosecne telesne mase 45 kg. Ovce iz formiranih grupa su bile tretirane

peroralno na slede¢i nac¢in: G1: 100 mg/kg etarskog ulja timijana; G2: 100 mg/kg kombinacije
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linalool:estragol; Gs: fenbendazol u dozi preporucenoj od strane proizvodaca (pozitivna
kontrola), G4: 50 ml suncokretovog ulja po zivotinji (negativna kontrola). Uzorci od tretiranih
Zivotinja su ponovo uzimani 7. i 14. dana nakon tretmana, prilikom ¢ega se efekat primenjenih

formulacija u vidu redukcije broja jaja u fecesu ra¢unao pomocu sledece formule:
FECRT (%) = (1-(T2/T1)/(C1/C2)) x 100 [196], gde je

T1 - EPG u grupi pre tretmana ; T2>- EPG u grupi posle tretmana ; C1 - EPG u kontrolnoj
grupi (K-) pre tretmana ; C>- EPG u kontrolnoj grupi (K-) posle tretmana

Ovom formulom se efikasnost
primenjenih ulja racunala na nivou stada,
Sto je precizniji na¢in. FECRT se takode
racunao i individualno za svaku zivotinju,
da bi se potom raCunalo prosecno
individualno smanjenje broja jaja u svakoj
tretiranoj grupi. Drugo istrazivanje je
sprovedeno na slican nacin sa odredenim

izmenama u cilju postizanja jo§ vece

ot £ efikasnosti 1 preciznosti: koriS¢ene su
Slika 15. Napravljeni fekalni razmazi uz pomo¢ mini-FLOTAC

tehnike za brojanje jaja nematoda pod mikroskopom -
preparation of faecal smears using mini-FLOTAC technigue | je su na obe farme podeljene u pet
for egg counting under the microscope (Foto orig)

Zivotinje sa ve¢im stepenom zarazenosti, a

grupa (n=12/grupa, 60/farma; ukupno
120) na slede¢i nac¢in: G1: 150 mg/kg etarsko ulje origana; G2: 150 mg/kg pitome nane; Gs: 150
mg/kg rtanjskog ¢aja; Ga: albendazol u dozi preporucenoj od strane proizvodaca (pozitivna
kontrola); Gs: 50 ml suncokretovog ulja po zivotinji (negativna kontrola). Ovce su takode bile
tretirane peroralno, medutim ovoga puta uz pomo¢ tube koja je omogucila aplikovanje navedenih
formulacija direktno u burag. To je omogucilo izbegavanje interakcije aktivnih sastojaka etarskih
ulja sa razli¢itim materijama u gornjim partijama digestivnog trakta, ali i zastitu sluzokoZze ovih
delova, s obzirom da je kori§¢ena veca koncentracija etarskih ulja koja su takode bila razblazena
u suncokretovom ulju, ali u odnosu 1:4,5 (Slika 14). Efekat odnosno stepen redukcije broja jaja
nematoda (Slika 16) pod uticajem primenjenih formulacija se takode merio 7. i 14. dana nakon

tretmana, uz pomo¢ prethodno navedene formule.
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Slika 16. Posmatranje i brojanje jaja nematoda na ekranu
povezanim sa mikroskopom - observation and counting
of nematode eggs on a screen connected to the
microscope (Foto orig)

4.4. Studije toksi¢nosti

U cilju ispitivanja prisustva eventualnih nezeljenih 1 toksicnih efekata primenjenih biljnih

formulacija, u oba istrazivanja je vrSen klinicki pregled svih tretiranih zivotinja pre, neposredno

nakon, kao i 7. i 14. dana nakon tretmana. Posebna paznja se pri tome obracala na opsti status

zivotinja, ponaSanje, hidriranost kao i na uzimanje hrane i defekaciju. Dodatno, u drugom

istrazivanju su pre, kao i 14. dana nakon
tretmana uzimani i uzorci krvi tretiranih
zivotinja (n=6/grupa na svakoj farmi), u
cilju  sprovodenja  hematoloskih i
biohemijskih analiza (Slika 17), pa su na
taj nacin mereni efekti ulja dve nedelje
nakon tretmana. Krv za hematoloske
analize je uzimana iz jugularne vene u
vakumske epruvete koje su sadrzavale
EDTA(etilendiamintetrasiréetna kiselina),
pri ¢emu su analize sprovodene u kratkim

vremenskim intervalima nakon uzimanja

-

Slika 17. Uzoreci krvi uzeti od tretiranih ovaca za
hematoloske i biohemijske analize - blood samples taken
from treated sheep for haematological and biochemical
analyses (Foto orig)
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krvi (2-4h). Za biohemijske analize, krv je uzimana u vakumske epruvete bez koagulanata, a
analize su sprovodene naknadno. U okviru hematoloskih parametara, pracen je broj eritrocita,
hemoglobin, hematokrit, parametari MCH i MCHC, kao i leukocitarna formula. Cilj ovih analiza
je sa jedne strane bio otkrivanje anemije kod ispitivanih zivotinja usled prisustva nematoda koje
sisaju krv i njene eventualne redukcije pod uticajem primenjenih ulja i albendazola, a sa druge
strane njihov efekat na parametre krvi i otkrivanje eventualnih toksicnih efekata. Kod
biohemijskih analiza, praceni su aktivnost jetrinih enzima poput aspartat aminotransferaze (AST)
i gama-glutamil transferaze (GGT), kao i koncentracija ureje i kreatinina pre i posle tretmana

radi otkrivanja prisustva eventualnih toksi¢nih efekata primenjenih ulja na funkciju jetre odnosno

bubrega.

4.5. Koprokultura

Koprokultura uzoraka fecesa (Slika
18) je sprovedena u prvom istrazivanju, kao
i U grupi ovaca tretiranim uljem origana i
negativnom  kontrolom u  drugom
istrazivanju. Cilj je bio utvrdivanje
prisutnih rodova gastrointestinalnih
nematoda i njihove procentualne
zastupljenosti na testiranim farmama, ali i

AT an Lo .. . . )

o i O .\\&\\\\\ pracenje promena u njihovoj zastupljenosti

Slika 18. Grupni uzorci fecesa napravljeni iz pojedinacnih npakon odredenih tretmana, pri ¢emu su iste
grupa pripremljeni za koprokulturu (prvo istrazivanje) - a ‘ ‘ o ]
pooled faecal samples made from individual groups farme koriS¢ene u oba istrazivanja. Uzorci
prepared for the coproculture (first study) (Foto orig)

sa ispitivanih farmi (n=2) su uzimani u tri
vremenska intervala, odnosno pre tretmana, kao i 7. i 14. dana posle tretmana. Pri tome, za svaku
koprokulturu su uzimani uzorci od nekoliko desetina individualnih Zivotinja (n=30), kako bi se
napravio grupni uzorak u plasticnoj kutiji prekrivenoj celofanskom vreficom sa rupicama.
Dobijeni uzorak se potom inkubirao 10 dana na 24-27°C. Nakon toga je vrecica uklanjana a u
kutiju dodavana topla voda, da bi potom usledila inkubacija na sobnoj temperaturi tokom 4 sata.

Slede¢i korak su bile dve filtracije koriste¢i sita sa velikim 1 malim rupicama kako bi se uklonio
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talog i dobila suspenzija sa Ls larvama nematoda. Ova suspenzija je potom ostavljana u
Bermanov aparat i ostavljana da se inkubira tokom 24h na sobnoj temperaturi da bi, nakon
centrifugiranja i otklanjanja taloga, larve bile posmatrane pod mikroskopom. Rodovi
gastrointestinalnih nematoda su pri tome odredivani pomocu kljuca determinacije predlozenim
od strane van Wyk & Mayhew (2013) [34], koji se zasniva na specifi¢nostima u morfologiji

posmatranih Ls stadijuma larvi.

4.6. Statisticka analiza

Test izleganja larvi - u in vitro testu poreden je ovicidni efekat razli¢itih koncentracija u
okviru istog ulja medusobno, kao i sa kontrolama uz pomo¢ jednofaktorijalne analize varijanse 1
post hok Takijevog testa (p<0,05). Za poredenje efekata istih koncetracija ali razlicitih etarskih
ulja, koriS¢ena je dvofaktorijalna analiza varijanse sa post hok Takijevim testom (p<0,05).
Nelinearna regresija/logaritamska distribucija je koriS¢ena za odredivanje farmakoloskih

parametara poput koncentracije koja inhibise 50% jaja (ICso) i dozno-zavisnog efekta (R?).

Test redukcije broja jaja nematoda u fecesu - kod in vivo testa, rezultati odnosno
dobijene prosecne vrednosti EPG na nivou grupe su poredene za razli¢ite dane u okviru istog
tretmana, kao 1 za isti dan ali za razliite tretmane. Pri tome koriS¢ena metoda je bila
dvofaktorijalna analiza varijanse sa post hok Takijevim testom (p<0,05), dok je za poredenje

rezultata dobijenih sa dve razliCite farme koriS¢en post hok Sidakov test (p<0,05).

Studije toksicnosti - kod obrade rezultata hematoloSkih 1 biohemijskih analiza krvi
koriS¢ena je dvofaktorijalna analiza varijanse, koja je radena posebno za svaki ispitivani
parametar. Pri tome je za poredenje vrednosti u istoj grupi pre i 14. dana nakon tretmana
koris¢en post hok Sidakov test (p<0,05) dok je za poredenje vrednosti dobijenih za razlicite

grupe u istom vremenskog intervalu kori§¢en post hok Takijev test (p<0,05).

Koprokultura - obrada ovih rezultata je vrSena koris¢enjem dvofaktorijalne analize
varijanse sa post hok Takijevim testom (p<0,05). Poredene su promene u procentima rodova u
razli¢itim danima nakon tretmana u odnosu na period pre tretmana, kao i razlike u ovim
promenama izmedu pojedinih grupa. Uradeno je 1 nekoliko manjih analiza koje su ukljucivale

poredenje promena za svaki rod, svaku grupu i svaki dan posebno.
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5.0. REZULTATI

5.1. Analize hemijskog sastava etarskih ulja

Analize uz pomo¢ gasne hromatografije i masene spektrometrije jasno ukazuju na slozen
hemijski sastav ispitivanih etarskih ulja u oba istrazivanja (Tabele 6 i 7). Identifikovana
jedinjenja su bila zastupljena u razli¢itim procentima i pripadaju razli¢itim hemijskim grupama,
ali se tipi¢no najviSe izdvajaju ugljovodoni¢ni terpeni, terpenoidi i fenilpropanoidna jedinjenja.
Broj samih sastojaka, prisustvo odredenih jedinjenja kao i njihova zastupljenost su varirali u
zavisnosti od etarskog ulja, pa ¢ak i1 kod onih poreklom od iste biljne vrste kao $to su u nasim
istrazivanjima bili timijan, hajducka trava i pitoma nana. Zbog velikog broja identifikovanih
jedinjenja kod etarskih ulja u oba istrazivanja, u tabelama su prikazana samo ona koja su

zastupljena vise od 1% kod barem jednog ulja.

5.1.1. Prvo istraZivanje

Prilikom analiza hemijskog sastava etarskih ulja u prvom istrazivanju (Tabela 6), neka od
naj¢esce identifikovanih jedinjenja su bila a-pinen (identifikovan kod svih 11 ispitivanih ulja), p-
pinen, y-terpinen i B-kariofilen (identifikovani kod deset ulja) i kamfen, p-cimen, limonen
(identifikovani kod devet ulja), a pored njih i B-mircen, a-terpinen i drugi. Pojedina¢no,
najzastupljeniji sastojci kod svakog od ispitivanih ulja su bili slede¢i: p-cimen 41,7%, timol
31,6% i a-terpineol 11,7% (timijan 1); timol 54,5%, p-cimen 21,0% i y-terpinen 8,11% (timijan
2); eukaliptol 41,7%, kamfor 8,37 i trans-hrizantenil acetat 4,90% (hajducka trava 1); B-pinen
28,5%, B-kariofilen 18,7% i eukaliptol 11,7% (hajducka trava 2); p-cimen 42,8%, karvakrol
28,1% i y-terpinen 14,6 (rtanjski ¢aj); karvakrol 49,5%, y-terpinen 29,6% i p-cimen 12,9%
(¢ubar); piperiton 25,4%, trans-dihidrokarvon 14,6% i a-terpineol 9,77% (pitoma nana); anetol
73,4%, fenkon 19,5% i estragol 3,37% (morac); a-pinen 28,0%, y-kurkumen 20,1% i B-selinen
9,32% (smilje); karvakrol 76,2%, p-cimen 12,6% i y-terpinen 2,63% (origano) i a-pinen 40,5%,
sabinen 14,0% i B-mircen 8,87% (kleka).
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Tabela 6a. Hemijski sastav (% ukupne povrsSine pikova) ispitanih etarskih ulja odreden uz
pomo¢ gasne hromatografije i masene spektrometrije (prvo istrazivanje)
Table 6a. Chemical composition (% of peak area) of tested essential oils determined by gas
chromatography and mass spectrometry (first study)

Al Jedinjenje % Ukupne povrSine vrha
TV1 | TV2 | AM1 | AM2 | SM | SH MP | FV | HA | OV | JC
925 a-Tujen - - - - - - - - - - 1,88°
932 a-Pinen 247 | 0,712 | 3,09 | 415 | 1,16 | 1,21 | 0,20 | 1,53 | 28,0 | 1,81 | 40,5
947 Kamfen 062 | 042 | 1,37 | 0,26 | 0,44 | 0,46 - 0,06 | 0,17 - 0,33
972 Sabinen - - 1,87 | 5,48 - - 1,28 - - - 14,0
976 B-Pinen 0,18 | 0,10 | 1,50 | 285 | 0,66 - 0,12 | 0,05 | 0,21 | 1,64 | 2,70
990 B-Mircen 0,71 | 1,05 - - 0,9 | 1,30 | 0,84 | 0,13 - 0,32 | 8,87
998 6-2-Karen - - 1,40 - - - - - - - -
1016 a-Terpinen 2,00 | 1,18 | 2,86 | 0,19 | 2,32 - - - 0,11 | 0,20 | 0,86
1024 p-Cimen 41,7 | 210 | 438 | 0,65 | 42,8 | 12,9 | 0,07 - - 12,6 | 1,94
1027 Limonen 1,26 | 1,17 - 087 | 152 | 054 | 7,14 | 1,20 | 1,66 - 4,95
1030 Eukaliptol 0,66 - 41,7 | 11,7 | 0,73 - 2,64 - 0,57 - -
1057 y-Terpinen - 811 | 1,13 | 0,40 | 146 | 296 | 446 | 0,29 | 0,31 | 2,63 | 1,42
1059 Artemisia ) ) 431 i i i i ) ) ) )
keton
Artemisia
1082 alkohol - - 1,57 - - - - - - - -
1088 Fenkon - - - - - - - 19,5 - - -
1100 Linalool 437 | 2,77 - - 1,20 - - 0,30 | 1,43 -
1106 cis-Tujon - - 3,28 - - - - - - - -
1115 trans-Tujon - - 2,13 - - - - - - - -
1124 | Hrizantenton - - 2,55 - - - - - - - -
1143 Kamfor 0,22 - 8,37 | 1,57 - - - 0,15 - - -
1152 Menton - - - - - - 3,33 - - - -
1163 Izomenton - - - - - - 6,04 - - - -
1164 Borneol 0,69 | 1,24 | 3,57 - 1,27 - - - - -
1176 | Terpinen-4-ol - 0,62 | 3,37 - 0,78 - 7,88 - - - 2,85
1190 a-Terpineol 11,7 | 0,26 | 1,18 - - - 9,77 - 0,33 - -
1198 Estragol - - - - - - - 3,37 - - -
trans-
1204 | binidrokarvon | i i i i i 14,6 i i i i

*Al - aritmeticki retencioni indeks; TV1 - Thymus vulgaris (Srbija); TV2 - Thymus vulgaris (Francuska); AM1-
Achillea milefolium tip 1; AM2 - Achillea milefolium type 2; SM - Satureja montana; SH - Satureja hortensis; MP -
Mentha x piperita; FV - Foeniculum vulgare; HA - Helichrysum arenarium; OV - Origanum vulgare; JC -
Juniperus communis; Samo jedinjenja koja su zastupljena vise od 1% u barem jednom etarskom ulju su prikazana u
tabeli; PJedinjenja zastupljena vise od 1% su prikazana boldovano
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Tabela 6b. Hemijski sastav (% ukupne povrsine pikova) ispitanih etarskih ulja odreden uz
pomoc¢ gasne hromatografije i masene spektrometrije (prvo istrazivanje)
Table 6b. Chemical composition (% of peak area) of tested essential oils determined by gas
chromatography and mass spectrometry (first study)

Al Jedinjenje % Ukupne povrSine vrha

TV1|TV2 | AM1 | AM2 | SM | SH | MP | FV | HA | OV | JC
1214 | lzodihidrokarveol - - - - - - 6,25 - - - -
1234 trans-Hrizantenil i i 4,90 i i i i i i i i

acetat

1253 Piperiton - - - - - - 25,4 - - - -
1286 Anetol - - - - - - - 73,4 - - -
1292 Timol 31,6 | 54,5 - - - 0,36 - - - 0,97 -
1302 Karvakrol - 3,95 - - 28,1 | 49,5 - - - 76,2 -
1364 Neril acetat - - - - - - - - 3,05 - -
1375 a-Kopaen - - - - - - - - 3,09 - 0,28
1384 B-Burbonen - - - 1,29 - - 0,51 - - - -
1391 B-Elemen - - - - - - - - - - 1,24
1402 iso-Italicen - - - - - - - - 3,20 - -
1418 B-kariofilen 082 | 169 | 059 | 18,7 | 2,46 | 1,25 | 1,69 - 6,36 | 2,23 | 1,71
1442 seskviterpen - - - - - - - - 2,09 - -
1452 a-Humulen - - - 4,08 - - - - - - 1,31
1474 seskviterpen - - - - - - - - 1,64 - -
1479 y-Kurkumen - - - - - - - - 20,1 - -
1480 Germakren D - - - 8,01 - - - - - - 2,54
1482 ar-Kurkumen - - - - - - - - 4,15 - -
1485 B-Selinen - - - - - - - - 9,32 - -
1493 a-Selinen - - - - - - - - 5,21 - -
1499 seskviterpen - - - - - - - - 1,33 - -
1506 seskviterpen - - - - - - - - 1,33 - -
1512 B-Kurkumen - - - - - - - - 1,89 - -
1523 d-Kadinen - - - 0,90 - - - - 1,53 - 2,46
1556 Germakren B - - - - - - - - - - 2.32
1582 Kariofilen oksid - - 2,14 | 2,49 - - 2,14 - - - -
1590 Viridiflorol - - - 3,52 - - - - - - -
. Brojukupno a0 g | og |97 | 17 |13 | 22 | 12 | 30 | 10 | 28
identifikovanih jedinjenja

*Al - aritmeticki retencioni indeks; TV1 - Thymus vulgaris (Srbija); TV2 - Thymus vulgaris (Francuska); AM1-
Achillea milefolium tip 1; AM2 - Achillea milefolium type 2; SM - Satureja montana; SH - Satureja hortensis; MP -
Mentha x piperita; FV - Foeniculum vulgare; HA - Helichrysum arenarium; OV - Origanum vulgare; JC -
Juniperus communis; Samo jedinjenja koja su zastupljena vise od 1% u barem jednom etarskom ulju su prikazana u
tabeli; Jedinjenja zastupljena vise od 1% su prikazana boldovano
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5.1.2. Drugo istraZivanje

U drugom istrazivanju (Tabela 7), najéesce identifikovana jedinjenja su bila a-pinen,
mircen i limonen koji su identifikovani kod svih ispitanih ulja, zatim sabinen, B-pinen i -
terpinen (identifikovani kod 8 ulja), kamfen i p-cimen (identifikovani kod 7 ulja), kao i
eukaliptol, terpinen-4-ol, B-kariofilen i dr. Pojedinacno posmatrano, najzastupljeniji sastojci
svakog ulja su bili: limonen 96,13%, trans-limonen oksid 1,31% i cis-limonen oksid 1,21%
(slatka narandza); limonen 74,6%, B-pinen 11,6% i y-terpinen 8,66% (limun); mentol 32,6%,
menton 22,0% i mentil-acetat 10% (pitoma nana); karvon 64,4%, trans-4-karanon 8,67% i
limonen 4,37% (divlja nana), linalool 84,5%, y-terpinen 5,08% i kamfor 3,26% (korijander),
cis-pinokamfon 47,6%, B-pinen 13,5%, trans-pinokamfon 12,15% (miloduh); a-tujon 38,8%,
kamfor 19,8% i eukaliptol 8,40% (zalfija) i linalool 37,5%, eukaliptol 17,3% i borneol 14,2%

(lavanda).
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Tabela 7a. Hemijski sastav (% ukupne povrsSine pikova) ispitanih etarskih ulja odreden uz
pomoc¢ gasne hromatografije i masene spektrometrije (drugo istrazivanje)
Table 7a. Chemical composition (% of peak area) of tested essential oils determined by gas
chromatography and mass spectrometry (second study)

Al Jedinjenje % Ukupne povrSine vrha
CS CM MP MS CoO HO SO LA

932 a-Pinen 0,42 1,632 0,90 0,54 2,88 0,89 3,16 1,03
946 Kamfen - 0,06 0,03 - 0,30 0,12 5,36 0,58
971 Sabinen 0,18 1,24 0,36 0,16 0,02 - 0,02 0,18
976 B-Pinen - 11,6 1,15 0,67 0,21 13,5 1,16 1,09
989 Mircen 0,43 0,87 0,08 0,99 0,37 2,08 0,91 0,34
1023 p-Cimen - 0,69 0,11 0,35 1,08 - 0,90 0,54
1027 Limonen 96,13 74,6 1,17 4,37 1,12 7,79 2,22 1,06
1029 Eukaliptol - - 5,22 0,53 0,14 - 8,40 17,3
1035 cis-Ocimen - - 0,19 - - 0,28 - 3,20
1056 y-Terpinen - 8,66 0,67 0,32 5,08 0,25 0,36 0,27
1100 Linalool - - - - 84,5 0,43 0,20 37,5
1106 a-Tujon - - - - - - 38,8 -
1116 B-Tujon - - - - - - 5,07 -
1132 cis- 1,21 - - - - - - -

Limonen

oksid

1137 Trans- 1,31 - - - - - - -

Limonen

oksid

1143 Kamfor - - - - 3,26 - 19,75 4,76
1152 Menton - - 22,0 1,28 - - - -
1156 pentil- - - - - - 2,80 - -

Benzen
1159 trans- - - - - - 12,15 - -

Pinokamfon

1163 Izomenton - - 9,39 0,50 - - - -
1164 Borneol - - - - - - 1,89 14,2

*Al - aritmeticki retencioni indeks; CS — Citrus x sinensis, CM — Citrus medica; MP — Mentha x piperita, MS —
Mentha spicata; CO — Coriandrum sativum; HO — Hyssopus officinalis; SO — Salvia officinalis; LA — Lavandula
angustifolia. 28Samo jedinjenja koja su zastupljena vise od 1% u barem jednom etarskom ulju su prikazana u tabeli;
bJedinjenja zastupljena vise od 1% su prikazana boldovano
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Tabela 7b. Hemijski sastav (% ukupne povrsine pikova) ispitanih etarskih ulja odreden uz
pomo¢ gasne hromatografije i masene spektrometrije (drugo istrazivanje)
Table 7b. Chemical composition (% of peak area) of tested essential oils determined by gas
chromatography and mass spectrometry (second study)

Al Jedinjenje % Ukupne povrSine vrha
CS CM MP MS CoO HO SO LA
1171 Mentol - - 32,6 4,20 - - - -
1173 cis-Pinokamfon - - - - - 47,6 - -
1176 Terpinen-4-ol - - 3,26 1,16 0,27 - 0,34 6,71
1182 izo-Mentol - - 1,29 0,13 - - - -
1191 a-Terpineol - - 0,46 0,12 - - - 1,96
1193 Dihidro karveol - - - 1,73 - - - -
1196 trans-4-Karanon - - - 8,67 - - - -
1204 trans-Dihidro - - - 1,49 - - - -
karvon
1238 Pulegon - - 4,45 0,10 - - - -
1244 Karvon - - - 64,4 - - - -
1255 Linalil-acetat - - - - - - - 6,11
1284 Bornil acetat - - - - - - 1,86 -
1293 Mentil-acetat - - 10,0 1,01 - - - -
1327 izo-Dihidro - - - 3,11 - - - -
karveol acetat
1383 B-burbonen - - 0,18 1,76 - 1,16 - -
1418 B-kariofilen - - 2,78 0,93 - 1,56 3,95 0,53
1452 a-Humulen - - - - 0,16 4,15
1459 allo- - - - - - 1,52 - -
Aromadendrene
1480 Germakren D - - 0,73 - - 1,66 - -
1495 | Biciklogermakren - - - - - 2,25 - -
Broj ukupno
identifikovanih jedinjenja 8 10 3 3 o 3 2 21

*Al - aritmeticki retencioni indeks; CS — Citrus x sinensis, CM — Citrus medica; MP — Mentha x piperita, MS —
Mentha spicata; CO — Coriandrum sativum; HO — Hyssopus officinalis; SO — Salvia officinalis; LA — Lavandula
angustifolia. 2Samo jedinjenja koja su zastupljena vise od 1% u barem jednom etarskom ulju su prikazana u tabeli;
bJedinjenja zastupljena vise od 1% su prikazana boldovano
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5.2. Test izleganja larvi

5.2.1. Prvo istraZivanje

Rezultati testa izleganja larvi u prvom istrazivanju su pokazali veoma visok antihelminticki potencijal ispitivanih etarskih ulja,
odnosno visok inhibitorni uticaj na izleganje larvi iz jaja nematoda (ovicidni efekat) (Tabela 8, Grafikoni 1 i 2). Najefikasnija su bila
etarska ulja origana, rtanjskog ¢aja i moraca sa maksimalnom efikasnoséu (100%), pri svim ispitanim koncentracijama. Visoku
efikasnost su pokazali i etarska ulja ¢ubra (99,3-100%), kao i oba uzorka ulja timijana (95,3-100% uzorak 1 odnosno 98,5-100%
uzorak 2). Ostala ulja su pokazala takode visok, ali dozno zavisni efekat: kleka 81-96,8% (R? = 0,9442); pitoma nana 72,5-99,8% (R?
= 0,9834); dva tipa hajducke trave, odnosno tip slobodan od azulena 46,5-100% (R? = 0,9840) i proazulenski tip 69,5-97,3% (R? =
0,8637), kao i binarna kombinacija linalool:estragol 29,5-100% (R?=0,9528). Najnizu efikasnost, barem sa aspekta nedostizanja
potrebnu efikasnost od 90% ili vise ni pri jednoj koncentraciji, pokazalo je etarsko ulje smilja, sa aktivnosc¢u od 59,8-69,3%. Ukoliko

se efikasnost posmatra prema I1Csg parametru, najnizu efikasnost je pokazala kombinacija linaloola i estragola.
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Tabela 8a. Inhibitorni uticaj razli¢itih in vitro primenjenih koncentracija ispitanih etarskih ulja na izleganje larvi gastrointestinalnih

nematoda ovaca u % (X £ SD) (prvo istrazivanje)
Table 8a. The inhibitory effect of different in vitro used concentrations of tested essential oils on egg hatching of sheep

gastrointestinal nematodes in % (x £ SD) (first study)

K [mg/mi] Thym_us Thyml_Js _Achil!ea _Achil!ea Satureja Saturejfel
vulgaris 1 vulgaris 1 millefolium 1 millefolium 2 montana hortensis
50 100 + 0% 100 + 0”@ 99,5+ 1% 97,3 +0,96" 100 + 0”@ 100 + 0”@
12,5 100 + 0% 99,5 + 0,58 98 + 1,83 90 + 4,974 100 + 0”@ 100 + 0”@
3,125 95,3 + 5,68 100 + 0”@ 95,3 + 4,35 73 +1,6350 100 + 0”@ 100 + 0”@
0,781 97,5 + 1,73/ 100 + 042 87,5 + 2,655 72,8 + 8,42B¢ 100 + 0”@ 100 + 0”@
0,195 98 + 1,834 100 + 042 49 + 1,63 71,3 +3,38¢ 100 + 0”@ 99,8 + 0.5%
0,049 96,8 + 2,22/ 98,5 + 0,58 46,5 + 3¢ 69,5 + 3,75 100 + 0" 99,3 +0,96"
ICs0 [mg/ml] / 0,098 0,517 / / 0,187
Kontrola (+) 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824
Kontrola (-) 16,8 + 5,56° 16,8 + 5,56° 16,8 + 5,56° 16,8 +5,56°¢ 16,8 + 5,56° 16,8 + 5,56

*Velika slova porede vrednosti dobijene za razli¢ite koncentracije istog ulja i kontrole, a mala slova vrednosti za iste koncentracije razli¢tih etarskih ulja.
Razlicita slova oznacéavaju statisticki znac¢ajnu razliku (p<0,05, Tabela 8a i b); K - koncentracija; Kontrola (+) - tiabendazol u koncentraciji 0,025 mg/mL;

Kontrola (-) 3% rastvor Tweena 80, v/v
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Tabela 8b. Inhibitorni uticaj razli¢itih in vitro primenjenih koncentracija ispitanih etarskih ulja na izleganje larvi gastrointestinalnih
nematoda ovaca u % (X * SD) (prvo istrazivanje)

Table 8b. The inhibitory effect of different in vitro used concentrations of tested essential oils on egg hatching of sheep
gastrointestinal nematodes in % (x £ SD) (first study)

K [mg/ml] Mfenth_a X Foeniculum Helichry_/sum Origanum Juniperu_s Linalool:
piperita vulgare arenarium vulgare communis estragol
50 99,8 + 0,5 100 + 0”@ 69,3 + 2,224 100 + 0”@ 96,8 + 1.714 100 + 0”@
12,5 99 + 0,827 100 + 0”2 68,5 + 2,89/° 100 + 0”@ 95,5 + 1.73A0ab 100 + 0%
3,125 99 + 0,82" 100 + 0”@ 68,3 + 3,59/ 100 + 0”@ 94,8 + 0.96° 99,8 + 0,5
0,781 94,8 + 1,71/ 100 + 0”@ 63,8 + 1,26" 100 + 08 91+ 1,635 47 + 20,455
0,195 83 + 1,638 100 + 0”2 59,8 + 2,225¢ 100 + 0”@ 85,5 + 0,58 29,5 + 1,295
0,049 72,5 + 1,29 100 + 0”2 59,8 + 0,965¢ 100 + 0”@ 81+ 1,63 29,5 + 2,65""
ICs0 [mg/ml] 0,281 / 0,952 / 0,485 0,980
Kontrola (+) 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824 98 + 0,824
Kontrola (-) 16,8 + 5,56° 16,8 + 5,56° 16,8 +5,56°¢ 16,8 + 5,56° 16,8 + 5,56° 16,8 + 5,56

*Velika slova porede vrednosti dobijene za razli¢ite koncentracije istog ulja i kontrole, a mala slova vrednosti za iste koncentracije razli¢tih etarskih ulja.
Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku (p<0,05, Tabela 8a i b); K - koncentracija; Kontrola (+) - tiabendazol u koncentraciji 0,025 mg/mL;

Kontrola (-) 3% rastvor Tweena 80, v/v
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Grafikon 1. Graficki prikaz ovicidne aktivnosti najefikasnijih etarskih ulja iz prvog istrazivanja
Graph 1. Graphic representation of the ovicidal activity of the most effective essential oils from
the first study
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Grafikon 2. Graficki prikaz ovicidne aktivnosti ostalih etarskih ulja iz prvog istraZivanja
Graph 2. Graphic representation of the ovicidal activity of the other essential oils from the first
study
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5.2.2. Drugo istraZivanje

Kada je u pitanju drugo istrazivanje, prakticno sva ispitana etarska ulja su takode
pokazala visok antihelminti¢ki potencijal (Tabela 9, Grafikoni 3 i 4). Medutim, za razliku od
prvog istrazivanja, sva ulja su pokazala dozno-zavisni ovicidni efekat u vecoj ili manjoj meri, S
obzirom na drugacije postavke eksperimenta. Sli¢no kao i kod prethodnog istrazivanja, ponovo
je najefikasniji bio origano sa inhibitornim efektom na izleganje larvi od 71,3-93,3% (R? = 0,95)
u zavisnosti od koncentracije, $to sugeriSe na njegov ogroman antihelminticki potencijal. Vrlo
visoku efikasnost su pokazali i etarska ulja miloduha sa inhibitornom aktivnoséu od 42,7-91,3%
(R? = 0,93), korijandera sa 29-92,7% (R? = 0,90) i bosiljka sa 23,3-93,3% (R? = 0,98). Ostala
etarska ulja su takode pokazala visok antihelminticki potencijal, odnosno ulja divlje (13-92,7%,
R? = 0,93) i pitome nane (20-90,3%, R? = 0,96), zatim lavanda 28-84,7% (R? = 0,98), zalfija
15,0-89,0% (R? = 0,99) i slatka narandza 14,7-86,3% (R? = 0,97). Najslabiju aktivnost po ve¢ini
parametara u ovom istrazivanju su pokazala limun (12,3-95,0%) i, iznenadujuce, rtanjski caj
17,3-83% (R? = 0,94).
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Tabela 9a. Inhibitorni uticaj razli¢itih in vitro primenjenih koncentracija ispitanih etarskih ulja na izleganje larvi gastrointestinalnih
nematoda ovaca u % (X £ SD) (drugo istrazivanje)
Table 9a. The inhibitory effect of different in vitro used concentrations of tested essential oils on egg hatching of sheep

gastrointestinal nematodes in % (x £ SD) (second study)

K [mg/ml] Citrus x sinensis | Citrus medica Mgnth_a X Mentha spicata Corlgndrum Hy.SSfOPU.S
piperita sativum officinalis
50 86,3 + 2,08Acde 95,0 + 142 90,3 +2,087cd | 927+ 0,584 | 88,7 + 1,53ABbcde | 9] 3 4 2 5pABabC
12,5 78,0 + 25f 91,0 + 14ab¢ 80,0 + 2B¢f 93,7 + 0,582 85,7 + 1,165 | 87,3 + 5 69BChcd
3,125 73,7 +2,528¢ 40,0 + 15 67,0 + 2,65 91,0 + 149 81,0 + 18P 79,7 £ 1,53
0,781 51,7 + 2,08 39,0 + 1Ff 62,3 +2,52¢P¢ | 80,3 +0,58%¢ | 77,3 +2,08"C 75,7 + 2,08
0,195 38,7 +2,08° 29,3 +1,53% 57,7 + 1,53 76,0 £ 2,65%¢ | 76,0 + 4,36°P 71,7 +1,53¢
0,049 35,3 +4,16"¢ 19,7 + 1,539 24,7 + 2 52Ff 51,0 + 1¢ 70,0 + 1P° 62,0 + 2,65°¢
0,025 20,7 + 0,58F¢ 15,7 + 3,06"%¢ 20,0 + 15F 19,7 + 4,16"¢ 36,3 + 4,165 53,0 + 4,36%°
0,0125 14,7 + 1,53%9 12,3 + 2,315 21,0 + 15Fef 13,0 + 157 29,0 + 25 42,7 +2,08
ICso [mg/ml] 0,50 2,52 0,43 0,07 0,04 0,19
Kontrola (+)? 96,3 + 1,53" 96,3 + 1,534 96,3 + 1,534 96,3 + 1,534 96,3 + 1,534 96,3 + 1,534
Kontrola (+)° 95,0 + 1F 95,0 + 14 95,0 + 14 95,0 + 14 95,0 + 14 95,0 + 178
Kontrola (-)? 14,2 + 3,34F 14,2 + 3,34PF 14,2 + 3,34F 14,2 + 3,34PF 14,2 + 3,347 14,2 + 3,344
Kontrola (-)° 6,6 + 1,926 6,6 + 1,927 6,6 + 1,92¢ 6,6 + 1,927 6,6 + 1,92° 6,6 + 1,921

*Velika slova porede vrednosti dobijene za razli¢ite koncentracije istog ulja i kontrole, a mala slova vrednosti za iste koncentracije razli¢tih etarskih ulja.

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku (p<0,05, Tabela 9a i b); K - koncentracija; Kontrola (+)?- tiabendazol u koncentraciji 0,025
mg/mL; Kontrola (+)® tiabendazol u koncentraciji 0,0125 mg*mL; Kontrola (-)? 3% rastvor Tweena 80, v/v.; Kontrola (-)° - destilovana voda
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Tabela 9b. Inhibitorni uticaj razli¢itih in vitro primenjenih koncentracija ispitanih etarskih ulja na izleganje larvi gastrointestinalnih
nematoda ovaca u % (X £ SD) (drugo istrazivanje)
Table 9b. The inhibitory effect of different in vitro used concentrations of tested essential oils on egg hatching of sheep
gastrointestinal nematodes in % (x £ SD) (second study)

) e Lavandula Origanum Satureja Ocimum
K [mg/ml] Salvia officinalis - .
angustifolia vulgare montana basilicum
50 89,0 + 1ABbc 84,7 + 2,52/ 93,3 + 2,524 83,0 + 2¢ 93,3 + 2,084
12,5 83,3 +1,53BCcef | g1 3 + 1 53ABef 93,7 + 1,534 70,0 + 2,6559 93,0 + 14
3,125 77,3 +2,08%¢ | 77,3+ 2,088Chc 91,3+ 1,534 61,0 + 2¢¢ 01,7 + 1,53A82
0,781 57,7 + 1,53 71,7 + 1,53 89,0 + 1/BFa 56,7 +1,53% | 84,3 + 3,065¢®
0,195 35,3 + 2,528 50,7 + 2,52°¢ 84,0 + 1B¢a 48,0 + 1P¢ 79,7 + 1,53%°
0,049 28,0 + 2,65 28,0 + 15 80,0 + 1¢P2 22,0 + 159 50 + 5,29°¢
0,025 19,3 + 1,53¢¢ 29,7 + 1,535 77,7 +1,53 20,0 + 157 32,7 + 2,085
0,0125 15,0 + 19 30,0 + 1F¢ 71,3 + 1,53% 17,3 + 25259 | 233 + 2,08
ICso [mg/ml] 0,53 0,31 0,15 0,59 0,08
Kontrola (+)2 96,3 + 1,53" 96,3 + 1,537 96,3 + 1,534 96,3 + 1,53¢ 96,3 + 1,534
Kontrola (+)° 95,0 + 1AH 95,0 + 17 95,0 + 1A% 95,0 + 1°¢ 95,0 + 1A
Kontrola (-) 14,2 + 3,34° 14,2 + 3,34 14,2 + 3,34 14,2 + 3,347 14,2 + 3,34
Kontrola (-)° 6,6 +1,92' 6,6 +1,92" 6,6 + 1,92" 6,6 + 1,92" 6,6 + 1,926

*Velika slova porede vrednosti dobijene za razli¢ite koncentracije istog ulja i kontrole, a mala slova vrednosti za iste koncentracije razli¢tih etarskih ulja.
Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku (p<0,05, Tabela 9a i b); K - koncentracija; Kontrola (+)?- tiabendazol u koncentraciji 0,025
mg/mL; Kontrola (+)® tiabendazol u koncentraciji 0,0125 mg*mL; Kontrola (-)? 3% rastvor Tweena 80, v/v.; Kontrola (-)° - destilovana voda
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Grafikon 3. Graficki prikaz ovicidne aktivnosti najefikasnijih etarskih ulja iz drugog istrazivanja
Graph 3. Graphic representation of the ovicidal activity of the most effective essential oils from
the second study
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Grafikon 4. Grafic¢ki prikaz ovicidne aktivnosti ostalih etarskih ulja iz drugog istraZivanja
Graph 4. Graphic representation of the ovicidal activity of the other essential oils from the
second study
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5.3. Test redukcije broja jaja nematoda u fecesu

5.3.1. Prvo istraZivanje

Dve formulacije odabrane za in vivo ispitivanje u prvom istrazivanju Su na nivou grupe su
pokazale slican antihelminticki efekat, odnosno procenat redukcije broja jaja nematoda (EPG) u
fecesu ovaca. Naime, timijan 1 je pokazao efikasnost od 25,23% i 24,42%, a kombinacija
linaloola i estragola od 24,91% i 25,90% 7. i 14. dana nakon tretmana, ukupno sa obe farme
(Tabela 10, Grafikoni 5 i 6). Prose¢ne vrednosti EPG kod primenjenih formulacija se nisu
znacajno razlikovale od one u grupi zivotinja tretiranih sa suncokretovim uljem, iako su 7. dana
bile sli¢éne sa grupom gde su ovce primile fenbendazol (p>0,05). Medutim, u oba posmatrana
vremenska intervala nakon tretmana primenjene formulacije su znacajno smanjile broj EPG
(p<0,05), sto nije slu¢aj sa suncokretovim uljem. Posmatrano sa aspekta svake Zivotinje posebno,
prose¢no smanjenje broja jaja nematoda u fecesu u grupama timijana i linalool:estragola je 7.
dana iznosilo 39,30% i 51,88%, iako je 14. dana bilo manje od 10%. U grupi zivotinja koja je
tretirana sa fenbendazolom, prose¢no individalno smanjenje broja jaja je iznosilo 84,73% (7.
dana) i 87,32% (14. dana).

Tabela 10. Ukupan broj jaja gastrointestinalninh nematoda po gramu fecesa (X £ SD) i procenat
njegove redukcije nakon primene etarskog ulja timijana i kombinacije linalool:estragol kod
ovaca - nivo grupe
Table 10. Total number of gastrointestinal nematode eggs per gram of faeces (x = SD) and the
percentage of its reduction after administration of thyme essential oil and combination of
linalool:estragole to sheep, group level

Formulacija Dan 0 Dan 7 Dan 14
Thymus vulgaris, EPG 143,5+ 170,62 | 99,8 + 123,178 | 107,7 + 115,14
100 mg/kg Redukcija / 25,23% 24,42%
Linalool:estragol, EPG 145,6 + 198,22 | 101,9 + 148,2"8° | 106,3 + 124,8"°
100 mg/kg Redukcija / 24,91% 25,90%
Fenbendazol, EPG 221,4 +326,9% 37,0 + 86,5 24,8 + 39,65°
kontrola (+) Redukcija / 82,74% 88,93%
Suncokretovo EPG 142,3 +149,1% | 132,5+119,4% | 140+ 100,17

ulje, kontrola (-) Redukcija / / /

*Velika slova porede vrednosti dobijene za razli¢ite formulacije na isti dan, a mala slova vrednosti za iste
formulacije u razli¢itim danima. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05)
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Grafikon 5. Prosecan broj jaja po gramu fecesa u razli¢itim intervalima nakon tretmana u grupi
zivotinja tretiranoj etarskim uljem timijana, prikaz rezultata na obe farme i ukupno
Graph 5. The average number of eggs per gram in different time points after the treatment in
group of animals treated with thyme essential oil, the results from both tested farms individually

and in total
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Grafikon 6. Prosecan broj jaja po gramu fecesa u razli¢itim intervalima nakon tretmana u grupi
Zivotinja tretiranoj kombinacijom linaloola i estragola, prikaz rezultata na obe farme i ukupno
Graph 6. The average number of eggs per gram in different time points after the treatment in
group of animals treated with the combination of linalool and estragole, the results from both

tested farms individually and in total
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5.2.2. Drugo istraZivanje

U drugom istrazivanju, nakon odredenih korekcija koje se ticu izbora etarskih ulja, doze
pa i na¢ina primene u odredenoj meri postignuta je joS veca efikasnost (Tabela 11, Grafikoni 7-
9). Sva tri ispitana etarska ulja su pokazala in vivo antihelminticki potencijal, pri ¢emu je 7. dana
nakon tretmana ukupna redukcija broja jaja nematoda u fecesu iznosila: origano 43,21%, pitoma
nana 26,86% i rtanjski ¢aj 15,65%. Efikasnost istih ulja je bila jo§ visa 14. dana i iznosila je
60,13%, 46,04% 1 33,00%, redom. Za razliku od fenbendazola na koga je u prvom istraZzivanju
zabeleZzen razvoj antihelminticke rezistencije u odredenoj meri, u ovom istrazivanju je
albendazol pokazao vrlo visoku efikasnost od 98,98% (7. dana) i 95,06% (14. dana), barem kada
je u pitanju efikasnost na nivou grupe. Ulja origana i pitome nana su znacajno smanjila vrednosti
EPG nakon tretmana, a u slucaju origana su ove vrednosti bile znac¢ajno niZze od one u grupi
zivotinja koja je tretirana sa suncokretovim uljem 14. dana nakon tretmana (p<0,05). Kada je u
nivou grupe u poredenju sa prethodnim. Prose¢no smanjenjenje broja jaja nematoda u fecesu kod
origana, pitome nane i rtanjskog Caja je 7. dana bilo 26,14%, 22,51% i 22,38%, a 14. dana je bilo
vece 1 iznosilo 51,48%, 48,06% i 40,71%, redom. Efikasnost albendazola je, posmatrana i na

ovaj nacin, bila visoka i iznosila 95,25% (7. dana), odnosno nesto nize 14. dana, 88,30%.
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Tabela 11. Ukupan broj jaja gastrointestinalnih nematoda po gramu fecesa (X + SD) i procenat
njegove redukcije nakon primene etarskih ulja origana, pitome nane i rtanjskog ¢aja kod ovaca -
nivo grupe
Table 11. Total number of gastrointestinal nematode eggs per gram of faeces (x = SD) and the
percentage of its reduction after administration of the essential oils of oregano, mint and winter
savory to sheep, group level

Formulacija Dan 0 Dan 7 Dan 14
O. vulgare, EPG 772,3 £ 865,8% | 463,9 + 4059 | 2734 + 265,0°B¢
150 mg/kg Redukcija / 43,21% 60,13%
M. piperita, EPG 879,2 + 739,6"° | 653,1 +571,8"° | 429,8 +501,65"°
150 mg/kg Redukcija / 26,86% 46,04%
S. montana, EPG 682,1 + 632,9%% | 586,7 +552,9"% | 434,9 + 404,082
150 mg/kg Redukcija / 15,66% 33,00%
Albendazol, EPG 683,1 + 735,5" 9,38 + 11,85° 36,89 + 41,6
kontrola (+) Redukcija / 98,98% 95,06%
Suncokretovo EPG 914,0 £ 821,97 | 914,4 +784,8" | 800,5 + 680,32
ulje, kontrola (-) Redukcija / / /

*Velika slova porede vrednosti dobijene za razli¢ite formulacije na isti dan, a mala slova vrednosti za iste
formulacije u razli¢itim danima. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05)
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Grafikon 7. Prosecan broj jaja po gramu fecesa u razli¢itim intervalima nakon tretmana u grupi
zivotinja tretiranoj etarskim uljem origana, prikaz rezultata na obe farme i ukupno
Graph 7. The average number of eggs per gram in different time points after the treatment in
group of animals treated with oregano essential oil, the results from both tested farms
individually and in total
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Grafikon 8. Prosecan broj jaja po gramu fecesa u razli¢itim intervalima nakon tretmana u grupi
zivotinja tretiranoj etarskim uljem pitome nane, prikaz rezultata na obe farme i ukupno
Graph 8. The average number of eggs per gram in different time points after the treatment in
group of animals treated with mint essential oil, the results from both tested farms individually
and in total
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Grafikon 9. Prosecan broj jaja po gramu fecesa u razli¢itim intervalima nakon tretmana u grupi
Zivotinja tretiranoj etarskim uljem rtanjskog ¢aja, prikaz rezultata na obe farme i ukupno
Graph 9. The average number of eggs per gram in different time points after the treatment in
group of animals treated with winter savory essential oil, the results from both tested farms
individually and in total
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U oba istrazivanja se zapazaju visoke vrednosti standardne devijacije za vrednosti EPG
na nivou grupa, Sto ukazuje na velike individualne razlike u broju prisutnih parazita. Dalje, s
obzirom da su identi¢ne farme kori§éene u oba istrazivanja, na Grafikonima 1-5 se vidi da je visa
efikasnost primenjenih formulacija postignuta na farmi 2. Tako je, na primer, u sluc¢aju ulja
origana efikasnost na drugoj farmi 14. dana nakon tretmana bila ¢ak 78,26% u poredenju sa
41,99% na prvoj farmi. Ista zapaZzanja se beleze i sa uljem pitome nane gde je efikasnost istog
dana posmatranja bila 63,35% na drugoj, odnosno 38,61% na prvoj farmi, a posebno u slucaju
rtanjskog ¢aja (p<0,05), ¢ija efikasnost je zabeleZena u vrednosti od 66,67% i 13,46%. Do sli¢nih
rezultata se doslo i 7. dana posmatranja. Ovi rezultati se mogu objasniti time §to se zivotinje na
ovoj farmi drze u vezanom sistemu za razliku od farme 1 gde se drZe u slobodnom. Na taj nacin
je na drugoj farmi bila lakSa manipulacija sa Zivotinjama koja je omogucila precizniju aplikaciju.
dobijena uz pomocu formule koja ukljucuje faktor redukcije u negativnoj kontroli, te da je
ukupna efikasnost bila u vecini slu¢ajeva nesto visa za nekoliko procenata u datim grupama (npr.
u drugom istraZivanju, 14. dana nakon tretmana origano 65,13%, pitomu nanu 52,64%, i rtanjski
caj 40,89%). Medutim, kako se u vecini sliénih istrazivanja koristi ova formula u cilju

preciznijeg prikaza rezultata, ista je koriS¢ena takode i u naSim istrazivanjima.

76



Filip Strbac, dr vet. med. Doktorska disertacija

5.4. Studije toksi¢nosti
5.4.1. Klinic¢ki pregled Zivotinja

U oba istrazivanja, prilikom klinickog pregleda nisu zabelezeni nikakvi nezeljeni efekti ni
kod jedne od primenjenih formulacija tokom perioda posmatranja (pre tretmana, kao i 7. i 14.
dana nakon tretmana). Naime, nisu uocene bilo kakve promene na telu zivotinja niti promene u

ponasanju, a zivotinje su normalno jele i defecirale.

5.4.2. Analiza hematoloSkih parametara krvi

Kada su u pitanju hematoloske analize, ukoliko se posmatra period pre tretmana, jasno Se
zapaza kod zivotinja iz svih grupa prisustvo anemije. Na to ukazuju vrednosti parametara poput
broja crvenih krvenih zrnaca, hemoglobina i hematokrita koje su ispod referentnih vrednosti. Na
prvoj farmi, tretmani sa etarskim uljima pitome nane i rtanjskim ¢ajem, kao i sa albendazolom su
doveli do izvesnog poboljSanja ovih parametara iako bez statisti¢ki znacajne razlike (p>0,05)
(Tabela 12). Suprotno, na drugoj farmi su prakti¢no u svim grupama ove vrednosti 14. dana bile
nesto nize u poredenju sa periodom pre tretmana, ali takode bez znacajne razlike. Posmatrano
ukupno, najpozitivniji efekat u smislu poboljSanja vrednosti pomenutih vrednosti je uz
albendazol pokazalo etarsko ulje rtanjskog ¢aja, dok su pitoma nana i origano takode pokazali
nesto bolji efekat u poredenju sa negativnom kontrolom, bez znacajne razlike (p>0,05).
Vrednosti svih ispitvanih hematoloskih parametara u svim grupama koje su bile tretirane
etarskim uljima se nisu znacajno promenile u poredenju sa analizama pre tretmana (Tabela 13).
Takode, ove vrednosti su bile slicne sa grupom koja je tretirana suncokretovim uljem

(negativnom kontrolom), kao i sa albendazolom (pozitivhom kontrolom) (p>0,05).
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Tabela 12. Prose¢ne vrednosti broja eritrocita, hemoglobina i hematokrita (X £ SD) u razli¢itim ispitivanim grupama na prvoj farmi

pre i 14 dana nakon tretmana

Table 12. Average values of the number of erythrocytes, haemoglobin and haematocrit (x £ SD) in different tested groups at the first

farm before and 14 days after the treatment

. Referentne Origanum Mentha x Satureja Albendazol Suncokretovo
Parametri . Dan . .
vrednosti vulgare piperita montana (+) ulje (-)
RBC 80-16.0 0. 7,713+10 6,87 +£1,0 7,81+13 6,91+0,5 8,00+ 1,6
(M/uL) ’ ’ 14. 752+ 11 7,49 +0,9 8,30+0,8 7,23+0,8 723+11
Hgb 8.0-16.0 0. 10,63 +£1,7 9,43+15 11,08+ 1,4 9,73+£0,5 12,03+ 2,3
(g/dL) ’ ’ 14. 11,0+1,7 11,02+1,0 12,55+ 0,7 10,82 £ 0,7 10,7+ 1,7
Hct 24.0 -50.0 0. 27,33 +5,.2 23,75+3,9 28,62 + 3,7 24,78+ 1,4 30,80 +5,8
(%) ’ ’ 14. 27,13 +4,3 26,37+ 3,4 30,48+1,8 26,17+ 1,4 26,45+ 3,8

Tabela 13. Prose¢ne vrednosti hematoloskih parametara (x + SD) u razli¢itim ispitivanim grupama pre i 14 dana nakon tretmana,
ukupno na obe farme
Table 13. Average values of haematological parameters (mean + standard deviation) in different tested groups before and 14 days
after the treatment, in total from both examined farms

. Referentne Origanum Mentha x Satureja Albendazol, Suncokretovo
Parametri . Dan . .
vrednosti vulgare piperita montana K (+) ulje, K(-)
WBC 0. 8,21+18 8,04+£18 9,61+2,0 959+1,6 8,78+2,9
40-12,0
(K/uL) 14. 8,82+2,0 8,08 £2,25 9,95+£25 9,45+2,6 8,74 +23
RBC 0. 8,1+0,9 7,78+0,9 7,67+14 7,50+ 0,5 8,01+£1,0
8,0-16,0
(M/uL) 14. 7,58+1,0 7,63+0,6 7,74 £0,9 7,66 £0,6 745+11
Hgb 80-16.0 0. 11,35+ 1,6 10,58 £ 1,3 10,83+1,3 10,4305 11,65+1,8
(g/dL) ’ ’ 14, 11,0+£1,6 10,90 +0,8 11,43 +0,9 11,08 £ 0,8 10,96+ 1,7
Hct 0. 28,37 +4,1 26,48 +29 27,57 3,3 26,41 +1,6 29,38 £ 4,7
24,0 - 50,0
(%) 14. 26,63 + 3,6 26,08 £ 2,0 28,03+1,9 27,30+ 1,8 27,3542
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MCV 230480 0. 35,0+2,1 34,08 £ 1,4 36,41 £ 3,9 35,17 £1,7 36,75 + 2,4
(fL) ’ ’ 14. 35,08 2,3 34,27 £1,8 36,50 £ 3,0 35,67 2,0 36,75+ 1,8
MCH 00120 0. 13,95+0,7 13,6104 14,28 + 1,4 13,94 + 0,6 14,56 0,8
(Pg) ’ ’ 14. 14,5+0,8 14,29 + 0,47 14,86 + 1,1 14,52 £0,7 14,73+0,8
MCHC 0. 39,97 £1,5 39,93+ 1,2 39,24 0,9 39,53 +1,0 39,69 + 0,8
31,0-38,0
(g/dL) 14. 41,26 +1,0 41,81+14 40,75 + 0,8 40,45 + 0,7 40,14 0,9
RDW 0. 16,11+ 0,8 15,46 + 0,8 1597 +1,0 1552 +0,5 15,93 +0,7
(%) ) 14. 15,93+ 0,6 15,44 +0,7 16,18 + 0,9 15,77 +0,5 15,69 + 0,8
Pit 250 - 750 0. 763,4+2203 | 656,9+220,9 | 567,3+2156 | 517,0£119,0 | 5451 +189,1
(K/uL) 14. 631,2+207,8 | 594,6+1831 | 5222+179,9 | 4682+1420 | 483,0+207,7
MPV 0. 11,77+ 15 12,20+ 1,4 11,48 +2,1 11,34 £1,5 11,13+ 1,3
(fL) ) 14. 11,73+18 12,07 +1,5 11,50+ 1,9 11,4216 10,78 +13
Pct 0. 0,60 0,1 0,70 £0,2 0,57 £0,2 0,60 £0,6 0,58 + 0,2
(%) ) 14. 0,60 0,2 0,66 +0,2 0,61+0,3 0,54 0,2 0,46 £ 0,1
PDW 0. 598 +9,3 3,04 + 4,7 6,22 + 8,4 543 +4,5 5,83 +8,0
(%) ) 14. 5,77 £8,7 4,47 £4.,9 9,51 + 9,50 4,59 5,0 9,23+9,6
Lin 0. 4,63+1,1 439+15 573+1,3 4,94 +1,3 416 £1,1
(K/uL) ) 14. 472+13 4,78 + 1,4 597 +1,9 541+2,5 4,73+1,6
Lin 0. 56,67 +7,2 53,75 + 11,2 59,50 + 6,9 51,83 12,0 52,83 +12,3
40 - 75%
(%) 14. 55,60 + 8,8 58,80 + 6,2 60,27 £ 1,9 56,42 + 17,1 54,17 + 6,8
Gra 0. 3,58 +1,1 3,65+1,0 3,88 £1,0 4,65+1,4 4,09 £ 2,4
(K/uL) ) 14. 4,09+13 3,31+1,1 3,08 +1,3 4,04 1,7 401+12
Gra 0. 4333+72 46,25 1,1 40,50 + 6,9 48,17 12,0 47,17 +123
(%) ) 14. 44,40 + 8,8 41,20 + 6,2 39,73 +10,8 43,58 +17,1 45,83 + 6,8

*Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike prilikom poredenja vrednosti na dan 14. u odnosu na dan 0., kao ni prilikom poredenja vrednosti za razli¢ite
grupe u istom danu (p>0,05)
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5.4.3. Analiza biohemijskih parametara krvi

Ukupno na obe farme, vrednosti ureje i kreatinina kao markera funkcije bubrega su bile u
svim ispitivanim grupama slicne (p>0,05) pre i 14 dana nakon tretmana. Takode, u oba
vremenska intervala posmatranja, vrednosti su bile slicne poredeci razli¢ite grupe. Kada se
posmatra AST, vrednosti su bile slicne poredeci razliCite grupe u istim vremenskim intervalima,
kao i1 poredeci vrednosti u istim grupama pre i posle tretmana, osim u slu¢aju pitome nane gde je
zabelezeno znaCajno smanjenje (p<0,05). Najznacajnije promene su zabelezene posmatrajuci
parametar GGT, gde je 14. dana nakon tretmana zabelezeno statisticki znac¢ajno smanjenje u
svim grupama osim u kontrolnoj (suncokretovo ulje), a zabeleZene su i izvesne razlike poredeci
vrednosti u razli¢itim grupama 14. dana nakon tretmana (Tabela 14). Dobijeni rezultati
hematoloskih i biohemijskih analiza krvi govore u prilog odsustvu nezeljenih i toksi¢nih efekata

primenjenih etarskih ulja na parametre krvi, odnosno na funkciju bubrega i jetre.

Tabela 14. Prosecne vrednosti (X + SD) biohemijskih parametara krvi u razli¢itim ispitivanim
grupama pre i 14 dana nakon tretmana, ukupno sa obe farme
Table 14. Average values (x + SD) of biochemical blood parameters in different tested groups
before and 14 days after the treatment, in total from both examined farms

Etarsko Dan Ureja Kreatinin AST GGT

ulje (mg/dl) (mg/dl) (UI/1) (UI/1)
Origanum | Dan0 31,0 + 7,417 13,58 +3,68™ | 164,4 + 48,64 | 72,75 + 7,62"2
vulgare | Dan14 | 28,42 +6,71°% | 14,08 + 353 | 173,1+46,08" | 66,42 + 4,725%°
Mentha Dan0 | 29,25 +7,24"% | 1292 +3,48% | 2252 + 47,47 | 69,83 + 8,01™
piperita | Dan14 | 30,25 +3,93% | 1350 +2,91% | 156,8 + 49,9952 | 65,00 + 6,09°°
Satureja | Dan0 | 31,0+8,74™ 14,08 +£3,03" | 180,3 +61,10" | 71,75 + 7,622
montana | Dan14 | 30,83 +6,98" | 11,83+3,41" | 1578 +42,10% | 65,00 + 3,77%°
Albendazol Dan0 | 27,58 +9,45" | 12,42 +2,75" | 173,3+82,72”% | 72,00 + 8,86™
Dan 14 | 28,42 +6,07"% | 13,42 +3,68"% | 163,0 +50,72”% | 66,50 + 5,545
sunc. ulie Dan0 | 29,83 +7,87° | 12,42 +2,84" | 189,7 +72,63" | 72,50 + 7,82"
' Dan14 | 29,33 +4,91% | 12,83 +3,04" | 206,9 + 56,32"¢ | 73,67 +5,30"

*Velika slova porede vrednosti dobijene za jedan parametar kod istih tretmana u razli¢itim vremenskim
intervalima, a mala slova vrednosti za jedan parametar u istom vremenskom intervalu kod razli¢itih tretmana.
Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05)
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5.5. Koprokultura

Cetiri roda gastrointestinalnih nematoda je identifikovano prilikom ispitivanja
koprokulture na ispitivanim farmama u oba istrazivanja. UKupno u prvom istrazivanju, njihova
zastupljenost pre tretmana je bila slede¢a: Haemonchus 53%, Trichostrongylus 29,5%,
Teladorsagia 14,5% i Chabertia 3%. Nakon tretmana, njihova zastupljenost se menjala u
odredenoj meri u zavisnosti od grupe (Grafikoni 10-13). Procenat Haemonchus-a je opadao
prakticno u svim grupama, te je 14. dana njegov procenat iznosio u grupi tretiranoj uljem
timijana 46,5%, fenbedazolom 45,5% i suncokretovim uljem 50%. U istim grupama, procenat
roda Teladorsagia je rastao pa je 14. dana iznosio 15%, 20% i 18%, redom. Procenat roda
Trichostrongylus se takode poveéavao pa je 14. dana iznosio u grupi tretiranoj timijanom 34%,
kombinacijom linalool:estragol 31,5% i fenbendazolom 32%. Procenat roda Chabertia-a se nije
menjao, osim povecanja u grupi tretiranoj timijanom (4,5%, 14. dana) i izostanka (0%) u grupi
tretiranoj linalool:estragolom 14. dana nakon tretmana. Medutim, ni za jednu od ovih promena
osim navedene nije utvrdena statisticka znacajnost, a zastupljenost rodova je bila sli¢na u svim
grupama (p>0,05). Ipak, utvrdeno je ukupno znacajno smanjenje (p<0,05) procenta roda

Haemonchus 7. dana (48,75%) u poredenju sa periodom pre tretmana (53%).

A

Procenat (%)
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Haemonchus Trichostrongylus Teladorsagia Chabertia

Dan0 mDan7 mDan14

Grafikon 10. Procentualna zastupljenost rodova gastrointestinalnih nematoda ovaca pre i nakon
tretmana, grupa koja je tretirana etarskim uljem timijana
Graph 10. The percentage representation of sheep gastrointestinal nematodes genera before and
after the treatment, group that received thyme essential oil
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Haemonchus Trichostrongylus Teladorsagia Chabertia
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Grafikon 11. Procenatalna zastupljenost rodova gastrointestinalnih nematoda ovaca pre i nakon
tretmana, grupa koja je tretirana kombinacijom linaloola i estragola
Graph 11. The percentage representation of sheep gastrointestinal nematodes genera before
and after the treatment, group that received combination of linalool and estragole
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Grafikon 12. Procentualna zastupljenost rodova gastrointestinalnih nematoda ovaca pre i nakon
tretmana, grupa koja je tretirana fenbendazolom (pozitivna kontrola)
Graph 12. The percentage representation of sheep gastrointestinal nematodes genera before
and after the treatment, group that received fenebdazole (positive control)
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Grafikon 13. Procentaulna zastupljenost rodova gastrointestinalnih nematoda ovaca pre i nakon
tretmana, grupa koja je primila suncokretovo ulje (negativna kontrola)
Graph 13. The percentage representation of sheep gastrointestinal nematodes genera before
and after the treatment, group that received sunflower oil (negative control)

U drugom istrazivanju sprovedenim na istim farmama, ispitivanjem koprokulture su
ponovo identifikovani isti rodovi. U ovom slucaju, zastupljenost ukupno na obe farme se pratila
pre, kao i 7. i 14. dana nakon tretmana u grupi ovaca tretiranim uljem origana i suncokretovim
uljem, pri ¢emu je pre tretmana bila slede¢a: Haemonchus 10,5%, Trichostrongylus 47,5%,
Teladorsagia 38% i Chabertia 4%. Nakon toga, sli¢no kao i u prethodnom istrazivanju, belezi se
pad zastupljenosti roda Haemonchus, ali i roda Trichostrongylus, dok je procenat ostalih rodova
rastao. Tako je zastupljenost 7. i 14. dana bila Haemonchus 6,5% i 6,5%, Trichostrongylus
45,5% i 39%, Teladorsagia 41% i 46,5% i Chabertia 7% i 8%, redom (Grafikon 14) u grupi
tretiranoj uljem origana, odnosno Haemonchus 10% i 9%, Trichostrongylus 37% i 36,5%,

Teladorsagia 46% i 47,5% i Chaberita 7% i 7%, redom u grupi tretiranoj suncokretovim uljem
(Grafikon 15).
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Haemonchus  Trichostrongylus  Teladorsagia Chabertia
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Grafikon 14. Procentualna zastupljenost rodova gastrointestinalnih nematoda ovaca pre i nakon
tretmana, grupa koja je primila etarsko ulje origana (drugo istrazivanje)
Graph 14. The percentage representation of sheep gastrointestinal nematodes genera before and
after the treatment, group that received origano essential oil (second study)
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Grafikon 15. Procentualna zastupljenost rodova gastrointestinalnin nematoda ovaca pre i nakon
tretmana, grupa koja je primila suncokretovo ulje (drugo istraZivanje)

Graph 15. The percentage representation of sheep gastrointestinal nematodes genera before and
after the treatment, group that received sunflower oil (second study)
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6.0. DISKUSIJA

6.1. In vitro ispitivanje antihelminti¢ke efikasnosti

Ispitivanje antihelminticke efikasnosti etarskih ulja zahteva upotrebu adekvatnih metoda.
Pri tome treba imati u vidu da razvoj nekog novog antihelmintickog preparata nije jednostavan i
zahteva laboratorijska i terenska ispitivanja, kao i studije toksi¢nosti. U tom lancu, prve u nizu su
in vitro studije koja uklju¢uju ranije pomenute testove poput EHT, LDT, LWMT i AWMT. Ove
studije, pri ¢emu je je test izleganja larvi (EHT) jedan od najc¢eS¢e preporucenih 1 koriS¢enih
testova [16,195], su veoma korisne i imaju za cilj inicijalnu ocenu antihelmintickog potencijala
neke nove aktivne supstance. Kod ispitivanja npr. razli¢itih biljnih preparata su korisna i za
selekciju onih koja pokazu najvecu efikasnost, za dalja terenska ispitivanja. Prednosti ovih
studija su brzina izvodenja, niska cena, visoka reproducibilnost, lako¢a izvodenja i odsustvo
eksperimentalnih zivotinja [153]. Zbog toga se Cesto koriste u eksperimentalnim istrazivanjima,

ali je njihov rezultat potrebno potvrditi u kasnijim in vivo ispitivanjima.

Kada je u pitanju prvo istrazivanje (Tabela 8, Grafikoni 1 i 2), ve¢ina ulja su pokazala
veoma Visok antihelminti¢ki potencijal, medu kojima se izdvajaju origano, mora¢, rtanjski ¢aj,
Cubar i timijan iz dva izvora. Naime, Svetsko udruzenje za unapredenje veterinarske
parazitologije (eng. World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology,
WAAVP) je postavilo kriterijume za in vitro ispitivanja antihelmintika, gde se ona sa
efikasnoséu vise od 90% mogu smatrati efektivnim u kontroli nematoda [139,196,197]. S
obzirom da su prethodno navedena ulja uspela maksimalno (100%) ili priblizno maksimalno
(>95%) da inhibisu razvoj jaja nematoda u larve pri svim ispitivanim koncentracijama, mogu se
smatrati izuzetno obec¢avaju¢im za dodatna ispitivanja. Po istom kriterijumu, efikasnim se mogu
smatrati i kleka i pitoma nana koji su pri vecini ispitivanih koncentracija inhibisale izleganje
larvi za vise od 90%, kao i hajducka trava hemotip 1 i kombinacija linalool:estragol, gde su vise

koncentracije prouzrokovale ovakav efekat.

Drugi kriterijum prema kome se mogu porediti ulja jeste koncentracija potrebna da se
inhibise tacno 50% jaja za razvoj u L1 oblik larvi (ICso) i ovaj kriterijum se najéesce koristi u
drugim istrazivanjima, kao i kod poredenja efikasnosti razlicitih ulja. 1Cso u prvom istrazivanju

kod pojedinih ulja nije bilo moguce odrediti s obzirom na dobijene izuzetno visoke efikasnosti,
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odnosno kod origana, moraca i rtanjskog c¢aja usled pokazane maksimalne efikasnosti, kao ni kod
timijana tip 1 usled neispoljavanja dozno-zavisnog efekta. Od ostalih ulja, posmatrajuci 1Cso
parametar, najaktivnija su bila timijan tip 2 (0,098 mg/ml), ¢ubar (0,187 mg/ml), pitoma nana
(0,281 mg/ml) i kleka (0,495 mg/ml). Na kraju, prema trecem Kriterijumu odnosno poredenju
rezultata ulja sa kontrolama, moze se zapaziti da se efekat ve¢ navedenih ulja origana, moraca,
rtanjskog ¢aja, cubra i timijana iz dva izvora nije zna¢ajno razlikovao od pozitivne kontrole ni pri
jednoj od ispitanih koncentracija (p>0,05), dok su rezultati za vec¢inu ili polovinu koncentracija
mente, kleke, hajducke trave tip 1 i kombinacije linalool:estragol takode bili sli¢ni tiabendazolu
(0,025 mg/ml). Na kraju, sve ispitane koncentracije svih ulja u prvom istrazivanju osim dve
najnize za linalool:estragol su pokazale znatno veéu ovicidnu aktivnost u poredenju sa

negativnom kontrolom (3% Tween 80) (p<0,05).

U drugom in vitro istrazivanju (Tabela 9, Grafikoni 3 i 4), kao $to je ve¢ navedeno,
dobijeni rezultati se u izvesnoj meri razlikuju od prethodnog s obzirom na drugaciju postavku
eksperimenta vezanih za koncentracije (dobijanje opadaju¢ih koncentracija metodom
razblazivanja umesto mikropipetama i uvodenje jos dve nize koncentracije). Zbog toga je dozno-
zavisni efekat kod ulja iz ovog istrazivanja mnogo vise izrazen, pa se rezultati ova dva
istrazivanja u tom smislu ne mogu porediti ve¢ samo ulja unutar istog istrazivanja. To se i moze
zapaziti na primeru origana i rtanjskog caja, Ciji isti uzorci su ispitani u oba navrata. Prema
prvom kriterujumu postavljenom od strane WAAVP-a, najefikasnija su bila ulja origana, bosiljka
i divlje nane ¢ije tri najvise koncentracije su imale ovicidnu aktivnost visu od 90%. Etarsko ulje
citrona je pri dve najvise koncentracije imalo navedenu aktivnost, a miloduh i pitoma nana pri

najvisoj.

Prema drugom kriterijumu, situacija je nesto drugacija s obzirom da je najniza ICsg
vrednost dobijena za ulje korijandera (0,04 mg/ml), a potom divlja nana (0,07 mg/ml), bosiljak
(0,08 mg/ml) i origano (0,15 mg/ml). Visoku aktivnost prema ovom kriterijumu su pokazali i
miloduh (0,19 mg/ml), lavanda (0,31 mg/ml) i pitoma nana (0,43 mg/ml), dok je najslabiji efekat
pokazalo ulje limuna sa I1Cso 2,52 mg/ml, s obzirom na losu aktivnost pri koncentracijama 3,125
mg/ml i nizim. | po tre¢em kriterujumu su ulja origana, bosiljka i divlje nane bili najefikasniji s
obzirom da su tri najvise koncentracije pokazale slican efekat sa obe koncentracije pozitivne

kontrole, odnosno tiabendazolom pri 0,025 i 0,0125 mg/ml (p>0,05). Takode, ulje limuna je
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pokazalo slican efekat pri dve, a miloduh i pitoma nana pri jednoj koncentraciji sa obe
koncentracijama pozitivne kontrole, dok su najvise koncentracije zalfije i korijandera pokazale
slican efekat sa nizom koncentracijom pozitivne kontrole. Efekat svih koncentracija etarskih ulja
origana, miloduha, korijandera, lavande i bosiljka je bio znacajno veci (p<0,05) od obe negativne
kontrole, 3% Tweena 80 i destilovane vode, a efekat pitome nane, rtanjskog caja, zalfije i slatke
narandze od destilovane vode, dok im je efekat kod dve najnize koncentracije bio slican sa
efektom emulgatora 3% Tween-a 80 (p>0,05). U svakom sluc¢aju, moze se zakljuciti da je

ovicidni efekat etarskog ulja origana bio najvisi u oba istrazivanja.

Ukoliko se ovi rezultati uporede sa do sada sprovedenim istrazivanjima (Tabela 4), moze
se zakljuciti da su etarska ulja iz nasih istrazivanja pokazala veoma visok in vitro antihelminticki
potencijal. To pokazuju i izracunate ICso vrednosti za timijan 2 i ¢ubar, odnosno korijander,
divlju nanu, bosiljak, origano i miloduh koje su medu najnizima ikada dobijenim (ukazuje na
izuzetno visoku aktivnost), a i prema drugim kriterijumima se navedena ulja iz nasih istrazivanja
(uz morac) takode izdvajaju. U svakom slucaju, doprinos nasih istrazivanja je i u tome sto je
antihelminticka efikasnost ispitivana na uzorcima fecesa dobijenih od zivotinja u uslovima
prirodno mesane infekcije koja obuhvata nekoliko rodova gastrointestinalnih nematoda, sto i
jeste najcesci slucaj u praksi. Za razliku od toga, druga istrazivanja su se uglavnom bazirala na
ispitivanje efikasnost ulja samo protiv H. contortus (u uslovima vestacke infekcije), ali je

koris¢eno vise razli¢itih in vitro testova (Tabela 4).

Antihelminticka efikasnost etarskog ulja timijana protiv H. contortus je ispitana u
istrazivanju Ferreira i sar. (2016) [139]. Hemijski sastav je u najve¢oj meri odgovarao timijanu 2
iz naseq istrazivanja, s obzirom da su kao glavni sastojci u veoma sli¢nim procentima dominirali
timol (50,22%), p-cimen (23,76%) i y-terpinen (6,00%). Uzorak je slicno pokazao visoku in vitro
ovicidnu i larvicidnu aktivnost (EHT i LDT ICso 0,436 i 0,0131 mg/ml), ali i aktivnost protiv
pokretljivosti larvi (ICso 0,338 mg/mL) i adulta (0% pokretljivost nakon 8h izlaganja
koncentraciji od 0,5 mg/mL). Medutim, u tom istrazivanju timijan nije pokazao in vivo efekat pri
razli¢itim dozama od 75, 150 i 300 mg/kg, a razli¢it rezultat izmedu tog i ovog istrazivanja se,
izmedu ostalog, potencijalno moze objasniti sa razli¢itim hemijskim sastavom izmedu timijana 1

koji je u nasem slucaju koris¢en za FECRT i timijana iz tog istrazivanja.
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Ovicidnu aktivnost origana protiv H. contortus su ispitali Jiménez-Penago i sar. (2021)
[160]. Medutim, glavni sastojak je u ovom slucaju je bio eugenol (76,3%), dok je karvarkol bio
zastupljen u veoma malom procentu (1,1%). Etarsko ulje je svakako pokazalo visoku ovicidnu
aktivnost sa 1Cso 0,17-0,28 pg/ml, kao i larvicidnu sa 1Cso 0,02 pg/ml. Dalje, kao §to se moze
videti iz pregleda literature, etarsko ulje pitome nane je nekoliko puta ispitano i predstavljalo je
jedno od najefikasnijih ulja. U istrazivanju Katiki i sar. (2011) [136], pokazalo je visoku
ovicidnu i larvicidnu aktivnost protiv H. contortus 95% i Trichostrongylus spp. 5% (I1Cso 0,26
mg/ml u EHT 1 LDT), S§to je slicna vrednost dobijena u naSem prvom istraZzivanju, iako je
hemijski sastav bio razli¢it i viSe odgovara sastavu pitome nane iz drugog istrazivanja (glavni
sastojci u tom istraZivanju su bili mentol 42,5%, menton 27,4% 1 eukaliptol 4,6%). U studiji
Chagas i sar. (2018) [138], ICso vrednost za pitomu nanu u EHT je bila nesto niza, 1,44 mg/ml, a
larvicidna veoma dobra, 0,01 mg/ml protiv H. contortus, pri cemu je mentol takode bio glavni
sastojak, 30,5%.

Etarsko ulje korijandera je takode ¢esto bilo predmet ispitivanja protiv gastrointestinalnih
nematoda ovaca. Tako je dokazana njegova ovicidna (ICso 0,97 mg/ml) i nesto slabija larvicidna
(ICs0 2,32 mg/ml) aktivnost protiv H. contortus u istrazivanju Macedo i sar. (2013) [147].
Uzorak ulja korijandera je u naSem istrazivanju pokazao visu ovicidnu aktivnost, iako je hemijski
sastav korijandera u tom istrazivanju (beta linalool 73,21%, kamfor 4,25% terpinen 3,10%) bio
veoma sli¢an sa naSim. U istrazivanju Helal i sar. (2020) [157] je dokazana i razli¢ita inhibitorna
aktivnost korijandera na pokretljivost larvi nematoda u zavisnosti od vrste, sa ICso od 0,11%
protiv T. circumcinta do 3,31% protiv C. oncophora (% u finalnoj koncentraciji), dok je kod

mesane infekcije ICso vrednost bila 0,22%.

U pomenutom istrazivanju Ferreira i sar. (2018) [153], etarsko ulje lavande, ¢iji je glavni
sastojak za razliku od naSe lavande bio limonen (56,37%), je pokazalo ovicidnu (ICsp 0,316
mg/ml, vrednost veoma slicna dobijenoj u nasem istrazivanju), larvicidnu (ICso 0,280 mg/ml) i
100% inhibitornu aktivnost protiv adulta H. contortus 14h nakon izlaganja pri koncentraciji 0,5
mg/ml. Sa druge strane, etarsko ulje slatke narandze veoma sli¢nog sastava kao u nasem
istrazivanju (limonen 96%) je pokazalo jo§ visu ovicidnu aktivnost u poredenju sa naSim

rezultatima (I1Cso i 1Cg0 0,27 odnosno 0,99 mg/ml), a takode je dokazana i larvicidna aktivnost u
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odredenoj meri (ICso i 1Cg0 0,97 odnosno 2,32 mg/ml) protiv H. contortus, u ispitivanju Gainza i
sar. (2015) [151].

lako biljni ekstrakti ne predstavljaju isto Sto i etarska ulja (razlike se pre svega ogledaju u
naCinu dobijanja proizvoda [198]), takode su cesto bila predmet istrazivanja u smislu
antihelminti¢ke efikasnosti protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca. Tako je ispitana efikasnost
vodenog (94,44%) 1 alkoholnog (88,88%) ekstrakta hajducke trave u istrazivanju Tariq i sar.
(2008) [169]. Oba estrakta su pokazala znacajan in vitro efekat protiv H. contortus inhibisuci
njegovu pokretljivost (LCso 0,05 i 0,11 mg/ml), a jo§ znacajnije je Sto je doza od 2 g/kg
prouzrokovala in vivo smanjenje od 88,40% (vodeni) i 76,53% (alkoholni) broja jaja nematoda u
fecesu, 15. dana nakon tretmana kod ovaca sa meSanom infekcijom. Ekstrakt Cubra je u
istrazivanju Urban i sar. (2008) [173] pokazao ovicidni potencijal sa efikasno$¢u od 68,74-
90,69% za koncentracije 62,5 - 2000 pg/ml. Poredenja radi, u istom istrazivanju ekstrakt timijana
je pokazao nesto nizi efekat od 58,14-93,11% za iste koncentracije, ali su oba ekstrakta bila
jedna od najefikasnijih medu 16 testiranih. U istrazivanju iz 2014. godine istih autora [174],
ekstrakt ¢ubra je pokazao visoku aktivnost u vidu inhibicije C. ovina sa ICso (mg/ml) od 1,15,
1,26 i <0,25, 6h, 24h i 38h nakon eckspozicije, pri ¢emu je opet bio medu najefikasnijim
ekstraktima, a timijan je imao slede¢e vrednosti: >2, 1,82 i <0,25 posmatrano u istim

vremenskim tac¢kama.

U ispitivanju Varadyova i sar. (2018) [190], metanolni ekstrakt miloduha pri
koncentraciji 1024 ug/ml nije pokazao znacajnu ovicidnu aktivnost protiv H. contortus (3,7%),
kao ni vodeni pri koncentraciji 1563 pg/ml (8,3%), a sli€an rezultat je dobijen 1 za morac (18,9%
i 8,7% za metanolni i vodeni ekstrakt testiranim pri navedenim koncentracijama). U poredenju sa
ovim istrazivanjem, etarska ulja obe biljke su u nasim istrazivanjima pokazala znatno visu
ovicidnu aktivnost, pri ¢emu miloduh 42,7-91,3% u zavisnosti od koncentracije, dok je morac¢
bio maksimalno efikasan pri svim testiranim koncentracijama. Sa druge strane, u pomenutom
istrazivanju ekstrakti su pokazali visu larvicidnu aktivnost u poredenju sa ovicidnom (miloduh -
ICs0 998 1 216 pg/ml i morac - 786 i 263 pg/ml). Ipak, ove razlike govore u prilog varijacijama u
efikasnosti izmedu koris¢enja etarskih ulja i ekstrakata od odredenih biljaka, kao i varijacijama

izmedu samih ekstrakata (metanolni i vodeni).
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6.2. In vivo ispitivanje antihelminticke efikasnosti

Za razliku od laboratorijskih in vitro testova, in vivo testovi se koriste za ispitivanje
aktivnih supstanci u terenskim uslovima, tj. konkretno na zivotinjama, odnosno u slucaju
antihelmintickih ispitivanja kod jedinki prirodno ili vestacki zarazenih parazitima. U tom smislu
predstavljaju najpouzdanije indikatore antihelminitcke efikasnosti razli¢itih supstanci
ukljucujuéi i biljne formulacije [16,47,64], te pruzaju najjasniju sliku o efikasnosti i moguénosti
upotrebe etarskih ulja u svakodnevnoj klinickoj praksi. 1z tog razloga, bez obzira na to §to mogu
biti intenzivni, zahtevni 1 skupi, a pri tome zahtevaju i zivotinje za testiranje pa se rede
primenjuju u poredenju sa in Vvitro testovima, ovi testovi se sprovode kao slede¢i korak u

dokazivanju efikasnosti i razvoja nekog preparata.

Ukoliko se porede istrazivanja iz 2019. 1 2021., vrednosti EPG-a govore u prilog tome da
su Zivotinje 1z drugog istraZivanja bile viSe inficirane, iako je i u jednom i u drugom istrazivanju
u pitanju prirodna infekcija, a koriS¢ene su iste farme. Takode se mogu zapaziti vrlo visoka
odstupanja od prosecnih vrednosti (standardna devijacija), koja u nekim sluc¢ajevima cCak
prevazilaze prosecne vrednosti. To sugeriSe na veoma visoke razlike u stepenu inficiranosti
izmedu pojedinih zivotinja. Ovaj rezultat nije neobiCan imaju¢i u vidu cinjenicu da su
gastrointestinalne nematode kod malih prezivara visoke agregrirane i prekomerno rasute unutar
domacina, prilikom cega se veliki deo populacije parazita prisutan u stadu (oko 80%) nalazi
unutar svega 20-30% domacina [31,76]. Sa druge strane, to takode sugeriSe i na znacaj ciljanih
selektivnih tretmana [75] koji ukljucuju tretiranje samo onih Zivotinje kojima je potreban tretman
usled zdravstvenih i produktivnih razloga, ili sa aspekta njihove dobrobiti, a sve u cilju

racionalne upotrebe lekova.

Sva ulja testirana in vivo u naSim istrazivanjama su pokazala odreden stepen redukcije
broja jaja nematoda u fecesu zivotinja nakon tretmana. U prvom istrazivanju, pri dozi od 100
mg/kg i peroralnom naéinu davanja u usnu duplju uz pomo¢ Sprica, postignute efikasnosti su
iznosile 25,23% (timijan, 7. dana) i 25,90% (linalool:estragol, 14. dana) (Tabela 10, Grafikoni 5 i
6), a u drugom, pri dozi od 150 mg/kg i peroralnom davanju uz pomo¢ tube direktno u rumen,
33,0% (rtanjski ¢aj), 46,04% (pitoma nana) i 60,13% (origano) 14. dana nakon tretmana (Tabela

11, Grafikoni 7-9), sto sugerise na visu efikasnost ovih ulja, ovakvog nac¢ina primene uz nesto
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visu dozu. Naime, aplikacija direktno u burag je omogucila izbegavanje interakcije aktivnih
sastojaka etarskih ulja sa razlicitim materijama prisutnim u gornjim partijama digestivnog trakta,
a samim tim i njihovu inaktivaciju. Sa druge strane, to je omogucilo veéu zastupljenost ulja u
formulaciji sa suncokretovim uljem (1:4,5 u poredenju sa 1:9 kod prvog istrazivanja) koje je
koriS¢eno u cilju zastite sluzokoze, §to je sve zajedno dovelo do povecanja efikasnosti. Kao sto je
veé receno, navedeni stepeni redukcije su bili jos veci, ali su korigovani uz pomo¢ formule koja
eliminise uticaj nekih drugih faktora uz pomo¢ vrednosti dobijene za negativne kontrole u oba
istrazivanja. Takode, efikasnost je bila ve¢a znatno visa na drugoj farmi, usled vezanog nacina

drzanja koji je omogucio precizniju aplikaciju.

Ukoliko se ovi rezultati uporede sa ostalim in vivo ispitivanjima (Tabela 5), zapaze se da
je efikasnost u nasim istrazivanjima, pogotovo kada su u pitanju origano i menta, najvisa
postignuta pri testiranoj dozi, ali i generalno. To jos vise dobija na znacaju ukoliko se ima u vidu
da su ulja u nasim istrazivanjima aplikovana samo jednom, dok su u veéini drugih studija ulja
aplikovana peroralno u vise navrata (npr. tri dana uzastopno) ili ¢ak i duze putem hrane i vode.
Ipak, treba naglasiti da je veoma ogranic¢en broj in vivo ispitivanja do sada sproveden, zbog ve¢
spomenutih razloga. Takode se zapaza da je efikasnost ulja generalno niza u terenskim
ispitivanjima u poredenju sa laboratorijskim (slucaj i kod nasih rezultata), a u nekim studijama je
bilo i ulja koja nisu pokazala nikakav efekat, iako su pre toga bila efikasna u in vitro testovima.
To se moze objasniti mnogobrojnim faktorima koji mogu uticati na efikasnost in vivo
primenjenih formulacija, a pre svega anatomsko-fizioloskim karakteristikama digestivnog trakta
prezivara [199]. Naime, digestivni trakt kod prezivara je znatno slozeniji u poredenju sa
monogastri¢nim zivotinjama, te poseduje brojne materije sa kojima aktivne supstance mogu doci
u dodir i na taj nacin dolazi do njihove inaktivacije. Za razliku od toga, razli¢ita in vitro
ispitivanja oslikavaju direktan kontakt aktivnih sastojaka sa razli¢itim stadijumima parazita, te na
taj nac¢in iskljucuju razlicite faktore koji uticu na in vivo efikasnost. Dalje, etarska ulja poseduju
neke negativne osobine poput nestabilnosti, s obzirom da su sklona isparavanju i degradaciji
[200][201], te i navedeno moze doprineti delimi¢noj ili totalnoj inaktivaciji njihovih aktivnih
sastojaka u organizmu zivotinja, pre njihovog dospevanja na ciljno mesto dejstva u abomazusu
ili crevima. 1z ovih razloga je in vivo efikasnost etarskih ulja jos uvek najéesce niza u poredenju

sa komercijalnim preparatima [196].
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Postoji vise razlicitin nacina za prevazilazenje ovih problema. S obzirom da nakon
peroralne primene etarska ulja kod prezivara treba da produ dug put do mesta dejstva, neki
istrazivaci predlazu drugaciji nac¢in primene kao sto je npr. upotreba blokova za lizanje koji
mogu omoguciti eventualni dugotrajniji efektat [202]. Kada je u pitanju doza, u nasim
ispitivanjima nisu zabelezeni nikakvi toksi¢ni efekti, sto pruza mogucénost povecanja doze u cilju
eventualnog povecanja efikasnosti, pogotovo kada su pitanju origano ili menta koji su i pri
relativno niskim dozama (za botanicke antihelmintike) pokazali dobru efikasnost. Dalje, otvara
se i moguc¢nost visestruke aplikacije ulja iz nasih istrazivanja, npr. sukcesivno tokom tri dana ili
eventualnu dugotrajniju primenu putem hrane i vode. Na kraju, savremene tehnike inkapsulacije
poput nanoemluzije [203] bi mogle omoguciti zastitu aktivnih sastojaka etarskih ulja od
evaporacije i degradacije i na taj nacin omoguciti njihovu bolju bioraspolozivost u organizmu
zivotinja i visu in vivo antihelminticku efikasnost. Sa druge strane, ove tehnike su pogodne i za
kontrolisano oslobadanje aktivnih sastojaka, kao i za redukciju neprijatnog mirisa i ukusa
etarskih ulja, sto je vrlo znacajno prilikom peroralne primene ili primene u hrani ili vodi za
zivotinje [134,201,204]. U svakom slucaju, postignuta efikasnost u nasim istrazivanjima je
dovoljna za korisc¢enje testiranih etarskih ulja kao vrednog dodatka u buducoj integrisanoj
kontroli gastrointestinalnih nematoda kod prezivara u cilju smanjenja upotrebe komercijalnih

preparata, $to je vrlo vazno sa aspekta borbe protiv rezistencije.

Potencijalni znacaj inkapsulacije se moze videti iz slede¢ih primera. U istrazivanju
Mesiquita i sar. (2013) [205], emulzifikovano ulje eukaliptusa (Eucalyptus staigeriana),
aplikovano peroralno ovcama u dozi 365 mg/kg jednokratno, smanjilo je ukupan broj nematoda
kod ovaca u gastrointestinalnom traktu za 60,79%, sto je bilo efikasnije od ivermektina koji je
smanjio za 48,70%. Stavise, redukcija abomazalnih nematoda je bila znatno veéa u grupi
tretiranoj sa etarskim uljem u poredenju sa ivermektinom (83,75% u poredenju sa 35,0%). Efekat
nanoemulzije istog ulja primenjenog u dozi od 250 mg/kg jednokratno u istrazivanju Ribeiro i
sar. (2017) [206] je bio sli¢can (p>0,05) sa levamizolom u 8 od 10 posmatranih dana. Dalje u
ispitivanju Katiki i sar. (2019) [207], pri aplikaciji 250 mg/kg inkapsulisane formulacije
anetol:karvon davane u hrani jaganjcima tokom 45 dana, zabelezeno je znacajno smanjenje broja
jaja nematoda u fecesu 43. i 45. dana, pri ¢emu je efekat pripisan smanjenju veli¢ine muzjaka i

smanjenom fekunditetu zenki nematoda.
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Ako se uporede Cista i inkapsulisana ulja, nanoinkapsulisano ulje E. citriodora je
pokazalo visi ovicidni (ICso 0,5 u poredenju sa 1,3 mg/ml) i slian larvicidni (ICso oba 1,7
mg/ml), ali neSto manji in vivo efekat u testu redukcije broja fekalnih jaja pri dozi od 250 mg/kg
(40,5% u poredenju sa 55,9%, 10. dana posle tretmana), u ispitivanju Ribeiro i sar. (2014) [148].
Medutim, u istrazivanju Macedo i sar. (2019) [155], nanoemulzija limunske trave (Cymbopogon
citratus) (51,7%) je pokazala jasno bolji efekat u poredenju sa ¢istim uljem (19,6%) 8. dana
nakon tretmana, prilikom ¢ega su formulacije date u dozama 450 i 500 mg/kg, redom, a u isto
vreme je pokazalo 1 nizu toksi¢nost. U vecini ovih istraZivanja je kao nosa¢ koris¢en hitozan.
Medutim, potreban je ve¢i broj ovakvih ispitivanja da se dokaze jasan pozitivan uticaj

inkapsulacije na upotrebu etarskih ulja protiv gastrointestinalnih nematoda ovaca.

6.3. Bioaktivne supstance od znacaja za antihelminticku efikasnost

Farmakoloske aktivnosti etarskih ulja poput antihelminti¢ke poti¢u od njihovog slozenog
hemijskog sastava i razliCitih bioaktivnih jedinjenja. To uglavnom podrazumeva glavno
jedinjenje [104], ili 2-3 najzastupljenija, iako sva jedinjenja koja ulaze u sastav mogu biti vazna
za dejstvo zbog sinergistickog efekta. Sastojci etarskih ulja se mogu znacajno razlikovati po
stepeni antihelminticke aktivnosti, kao §to je i pokazano u pojedinim istrazivanjima [142]. U
nasem prvom istrazivanju (Tabela 6), visoka aktivnost etarskih ulja je bila povezana sa
sastojcima poput karvakrola, anetola, timola, p-cimena i y-terpinena, imajuéi u vidu da su se ulja
u ¢iji sastav ulaze u visokim procentima pokazala kao najefikasnija (origano, timijan, morac,
etarskog ulja cimeta) i karvon, najvisu ovicidnu aktivnost pokazali upravo anetol, karvakrol i
timol sa ICso vrednostima od 0,07, 0,11 i 0,13, redom. Andre i sar. (2016) [163] su takode
dokazali visoku in vitro ovicidnu (ICso 0,17 mg/ml) i larvicidnu (ICso 0,2 mg/ml) aktivnost
karvakrola, a njegov acetilovani derivat, karvakrol-acetat, je u in vivo istrazivanju redukovao
broj jaja nematoda u fecesu zivotinja za 35,4% i 65,9%, 8. i 16. dana posle peroralnog tretmana
pri dozi 250 mg/kg, jednokratno. Isti istrazivaci su dokazali i visoku in vitro antihelminticku
aktivnost timola, neSto nizu u poredenju sa karvakrolom, sa ovicidnom i larvicidnom aktivnos§¢u
od I1Cs0 0,8 i 1,0 mg/ml, redom, ali je acetilovani derivat timol-acetat u in vivo istrazivanju imao

efikasnost od 35,4 i 76,2%, pri istoj dozi i na¢inu primene kao i karvakrol-acetat (Andre i sar.,
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2017) [164]. Sa druge strane, ovicidni efekat anetola je dokazan u istrazivanju Camurca-
Vasconcelos (2007) [143] sa 1Cso od 0,69 mg/ml, dok je larvicidni efekat bio nesto slabiji, ICso
2,11 mg/ml.

U drugom istrazivanju (Tabela 7), pored origana sa ve¢ istaknutim hemijskim sastavom,
treba ista¢i znac¢aj mentola i mentona kao znacajnih sastojaka pitome i U odredenoj meri divlje
nane, kod koje je karvon kao glavni sastojak bio zastupljen u visokom procentu. Kada je u
pitanju miloduh, zapaza se dominacija cis i trans pinokamfon i u odredenoj meri limonena,
sastojka koji je pronaden kod svih ispitanih ulja i glavnog sastojka limuna i slatke narandze. Kod
korijandera, linalool je kao glavni sastojak bio visoko zastupljen (84,5%), znatno viSe npr. nego
kod lavande kod koje je takode bio glavni sastojak (37,5%), §to sugeriSe na znacaj toga na glavni
sastojak bude zastupljen u odgovaraju¢éem procentima, imajuéi u vidu da je korijander pokazao
bolju efikasnost od lavande. U istrazivanju Katiki i sar. (2017) [142], zapaza se da je karvon bio
medu antihelminticki najaktivnijim sastojcima sa ovicidnom efikasno$éu ICso od 0,085 mg/ml. U
istom istrazivanju je dokazan i ovicidni potencijal linaloola sa ICso od 0,29 mg/ml, ali je zato
limonen pokazao slab efekat. Iako €ist mentol nije pokazao in vivo efekat u istrazivanju Chagas i
sar. (2018) [138], ulja u ¢iji sastav je uSao kao glavni sastojak, npr. Mentha arvensis (86,7%) je
uz veoma visok in vitro (ICso od 0,10 i 0,015 mg/ml u EHT i LDT, redom), pokazalo i visok in
vivo efekat pri dozi 200 mg/kg protiv H. contortus i Trichostrongylus spp. sa redukcijom EPG u
fecesu zivotinja od 61,6% (1. dan), 48,1% (14. dan) i 44,9% (21. dan nakon tretmana). Ovaj
rezultat ukazuje na znacaj 1 ostalih jedinjena pored glavnog sastojka za antihelminticku aktivnost
ulja (sinergizam sastojaka). U navedenom istrazivanju, odsustvo in vivo efekta samog mentola je
objasnjeno ograni¢enoj bioraspoloZivosti terpena u organizmu Zivotinja, kao i ¢injenicom da se

mentol eliminiSe u vidu glukuronida putem urina.

Rezultati dobijeni u prvom istrazivanju takode ukazuju na ¢injenicu da nivo efikasnosti
etarskih ulja ne zavisi od broja prisutnih jedinjenja. Tako je, na primer, u prvom istraZzivanju
manji broj identifikovanih jedinjenja bio povezan sa visoko efikasnim etarskim uljima (origano -
10, morac¢ - 12 i ¢ubar - 13) u suprotnosti sa velikim brojem jedinjenja koji je odgovarao nize
efikasnim uljima (smilje - 30, hajducka trava 1 - 28, hajducka trava 2 - 27). Nasuprot tome, u
drugom istraZivanju su etarska ulja sa visokim broj identifikovanih jedinjenja (npr. divlja nana

34, miloduh 35) bila efikasnija od onih sa manjih brojem (limun - 10, slatka narandza 8). Cini se
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ipak da je od broja jedinjenja vaznije prisustvo i zastupljenost pojedinih, kao i zastupljenost
glavnog jedinjenja, sto je ve¢ navedeno kod poredenja efikasnosti ulja korijandera i lavande.
Naime, etarska ulja kod kojih je osnovni sastojak je bio zastupljen u visokom procentu (linalool
kod korijandera 84,5%, karvakrol kod origana 76,2%, anetol kod moraca 73,4%, karvon kod
divlje nane 64,5%, timol kod timijana 2 52,2% i cis-pinokmafon kod miloduha 47,6%) su u
sprovedenim istrazivanjima i pokazala najviSu efikasnost, §to je verovatno posledica toga da je
potrebna odredena koli¢ina glavnog sastojaka sa odredenim mehanizmom delovanja koji ¢e
doprineti visokoj aktivnosti etarskog ulja. To se i1 slaze sa pomenutim navodom da su
farmakoloske osobine ulja povezane sa osnovnim sastojkom [111]. Ipak, prisustvo ostalih
jedinjenja je takode pozeljno radi sinergistickog efekta i povecanja ukupne aktivnosti kroz
razli¢ite mehanizme dejstva. Zbog toga, cela etarska ulja obi¢no pokazuju vecu efikasnost u

poredenju sa njihovim izolovanim jedinjenjima kada se aplikuju samostalno [138,139,143].

U pregledu literature su pomenuti brojni faktori koji mogu uticati na hemijski sastav
etarskih ulja a samim tim 1 na njihove farmakoloske osobine, Sto vazi i za ona dobijena iz iste
biljne vrste. Tu spadaju brojni egzogeni i endogeni, odnosno bioticki i abioticki faktori
[112,116]. U nasem istrazivanju je najbolji primer za navedeno hajducka trava, gde su dva
ispitana tipa pokazala jasne razlike u hemijskom sastavu. lako su je postojao odreden broj
zajednickih jedinjenja (negde oko 50%), njihova procentualna zastupljenost se u velikoj meri
razlikovala, $to je sve dovelo do razlika u njihovoj ovicidnoj aktivnosti protiv nematoda, koja je
bila znacajna (p<0,05) za vecinu ispitanih koncentracija. Pored pomenutih faktora, ove razlike se
mogu pripisati geografskim (poreklo tipa 1 sa Radana, a tipa 2 sa Golije), ali pre svega drugim
biljnim varijetetima kori§¢enim za izolaciju etarskih ulja. U slu¢aju timijana kori§¢enog iz dva
izvora se takode mogu primetiti znacajne razlike u hemijskom sastavu koje su dovele do
odredenih razlika 1 u njihovoj efikasnosti, mada su oba uzorka bila veoma efikasna. U ovom
slu¢aju se razlike mogu prevashodno pripisati drugacijem geografskom poreklu koris¢enih
izolata (jedan je iz Srbije, a drugi iz Francuske), §to samim tim podrazumeva i nesto drugacije
uslove u kojima biljke rastu, odnosno klimat i mikroklimat, a koji uti¢u na hemijski sastav. Na
kraju, uzorci mente iz dva istraZivanja su bili razli¢iti odnosno nabavljeni iz drugih izvora, sa
o¢iglednim razlikama u hemijskom sastavu, §to je dovelo i do drugacijeg in vitro efekta. U
istrazivanju Camurga-Vasconcelos i sar. (2007) [143], ispitana su dva uzorka etarskog ulja

Croton zehtneri dobijena u dva razliita vremenska intervala, sa odredenim varijacijama u

95


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401707002907?casa_token=V4zEafCE0Q4AAAAA:vmUOVaqjHUoJYmMWfyiwXpNew3lgJjZo6MAUaEpzx6EBSPUmyN51vAdCoyO3LbZCVwe1A7yV#!

Filip Strbac, dr vet. med. Doktorska disertacija

hemijskom sastavu (uzorak 1 glavni sastojci anetol 39,34%, anisaldehid 20,17%, estragol
14,95%, ukupan broj identifikovanih jedinjenja 15, a uzorak 2 anetol 63,88%, estragol 21,84%,
germakren B 5,07%, broj identifikovanih jedinjenja 13). Ove razlike su dovele i do nesto
razli¢itog ovicidnog (ICso vrednosti 0,55 i 0,74, redom) i larvicdnog (ICso vrednosti 1,17 i 1,37,

redom) potencijala protiv H. contortus, sto potvrduje gore navedene tvrdnje.

Sve napomenuto govori u prilog izuzetnom znacaju odredivanja prisutnih sastojaka ulja
za istrazivanja njihove efikasnosti, te gasna hromatografija i masena spektrometrija koje su
preporucene i naj¢esée koriste za analizu hemijskog sastava etarskih ulja [208,209] predstavljaju
neizostavni deo istrazivanja koja imaju za cilj razvoj preparata za upotrebu u veterinarskoj
medicini. Dakle, zakljucci izvedeni iz ovog 1 slicnih istrazivanja sugeriSu da se pre same
selekcije biljnih etarskih ulja trebaju raditi hemijske analize, odnosno da one mogu ukazati na
ulja sa najboljim potencijalom za ispitivanja, ¢ime se moze znacajno usStedeti i vreme i novac.
Medutim, jasno je da za konstantnu i Siru upotrebu etarskih ulja u praksi potrebna stalnost
njihovog sastava, a koja bi dovela i do konstantne efikasnosti. U tom smislu problem
varijabilnosti sastava a samim tim i aktivnosti etarskih ulja bi mogao biti reSen na sledece nacine:
1) da se izolacija nekog ulja sa dokazanim efektom vr$i pod istim uslovima (biljna vrsta i
varijetet, sezona, geografsko podneblje, klimat i mikroklimat, deo biljka i njena starost, nacin
izolacije) ili 2) da se simulira njegov sastav izolacijom jedinjenja u odgovaraju¢im procentima i
razvojem odgovaraju¢e formulacije. Jo$ jedna od opcija jeste pravljene razli¢itih kombinacija
izolovanih dokazano efikasnih aktivnih sastojaka, kao Sto je radeno u studiji Katiki i sar. (2017)
[142], gde su ispitane razli¢ite binarne, tercijarne i kvatenerne kombinacije poput
cinamaldehid:karvakrol (1:1), anetol:karvon (1:1), cinamaldehid+karvakrol+anetol (1:1:1) i
anetol+karvon+cinamaldehid+karvon (1:1:1:1) sa vrlo visokim pokazanim efektom u vidu ICs
vrednostima u EHT od 0,012, 0,013, 0,037 i 0,02 mg/ml, redom protiv H. contortus. U naSem
istrazivanju, binarna kombinacija linalool:estragol (0,14:0,86) je pokazala dobar efekat protiv
gastrointestinalnin nematoda sa 1Cso od 0,98 mg/ml, ali je ¢itavo ulje bosiljka bilo efikasnije sa
ICso 0d 0,08 mg/mL.
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6.4. Studije toksi¢nosti

Kao $to je ve¢ navedeno, rezultati sprovedenih studija toksi¢nosti u ovom istrazivanju su
pokazale bezbednost primenene in vivo ispitivanih formulacija. Naime, primena ispitanih ulja
nije dovela do nezeljenih reakcija zapazenih na klinickom pregledu tretiranih Zivotinja. Dalje,
imajuci u vidu da se vrednosti svih ispitivanih hematoloskih parametara u drugom istrazivanju u
tretiranim grupama nisu znacajno promenile nakon tretmana, kao i to da se nisu znacajno
razlikovale od kontrolnih grupa (p>0,05), moze se zakljuciti da nije bilo toksi¢nih efekata ni
kada su u pitanju parametri krvi (Tabela 13). Stavise, na prvoj farmi primena rtanjskog ¢aja i
pitome nane je dovela do izvesnog ublazavanja simptoma anemije prouzrokovane nematodama
koje sisaju krv poput H. contortus (Tabela 12). Kada je u pitanju funkcija jetre, primena niti
jednog od ispitanih ulja nije dovela do povecane aktivnosti enzima jetre (p>0,05), koja sugerise
na oSteCenje jetre. Naime, vrednosti AST se nisu znafajno menjale (p>0,05) niti u jednoj
ispitanoj grupi osim smanjenja u grupi koja je tretirana uljem pitome nane (p<0,05), a vrednosti
GGT su se, osim u grupi koja je primila suncokretovo ulje, u svim ispitanim grupama ukljucujuci
i albendazol statisticki znacajno smanjile (p<0,05). Na kraju, odsustvo bilo kakvih promena u
vrednostima kreatinina i ureje, bilo u odnosu na period pre tretmana, ili u odnosu na kontrole
(p>0,05), sugeriSe na zakljuak da primena ispitanih formulacija nije dovela ni do oSteCenja
funkcije bubrega (Tabela 14). Dobijeni rezultati ukazuju da bi se etarska ulja origana, pitome
nane i rtanjskog ¢aja mogla koristiti u praksi sa aspekta sigurnosti primene kod ovaca, barem
kada su u pitanju kratkoro¢ni efekti. Medutim, ostaje pitanje da li bi njihova dugorocna
aplikacija mogla prouzrokovati neke negativne efekte, Sto bi mogla biti tema posebnog

istrazivanja, kao i odredivanje LCspo i LCg9 parametara.

lako veoma bitne sa aspekta bezbednosti i uopste moguénosti primene odredenih
formulacija, studije toksi¢nosti su usled zahtevnosti (potrebne zivotinje, cena itd.) najrede
sprovodene u ispitivanjima koja se tiCu primene etarskih ulja protiv gastrointestinalnih nematoda
ovaca, barem na samim Zivotinjama domacinima. U istrazivanju Katiki i sar. (2012) [165],
Zivotinje su tretirane etarskim uljem limunske trave (Cymbopogon schoenanthus) u dozama 180 i
360 mg/kg tokom tri dana, peroralno putem Sprica. Parametri funkcije jetre koji su se ispitivali su

pored AST 1 GGT ukljucivali i AP i albumin, a funkcije bubrega kreatinin i ureja kao i u naSem
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istrazivanju. Rezultati su pokazali odsustvo statisticki znacajne razlike u vrednostima pomenutih
parametara 5., 10. i 20. dana nakon aplikacije ulja. Medutim, kod jedne Zivotinje tretirane nizom
dozom su se pojavili znaci hepati¢ne insuficijencije (povecane aktivnosti enzima i Zutica). S
obzirom da je u pitanju sporadi¢an slu¢aj Cija veza sa aplikacijom ulja nije dokazana, autori su
zakljucili da je ulje limunske trave primenjeno na naveden nacin bezbedno za upotrebu kod
ovaca. U istrazivanju istih autora iz 2019. godine [207], ispitana je primena 25 i 50 mg/kg
inkapsulisane kombinacije anetola i karvona u lipidnom matriksu tokom 45 dana u hrani za
zivotinje, pri ¢emu su ispitani hematoloski parametri, kao i parametri funkcije jetre i bubrega,
slicno kao i u naSim istrazivanjima. Takode, nisu dokazani nezeljeni efekti primenjenih
formulacija na hematoloske parametre, osim S§to su 45. dana posmatranja inficirane zivotinje
imale niZe vrednosti hemoglobina i hematokrita u poredenju sa kontrolnim, §to se moze pripisati
infekciji. Takode, pri vecoj testiranoj dozi a sliéno nasim rezultatima, vrednosti ureje, kreatinina
1 AST se nisu znacajno menjale dok su vrednosti GGT bile ispod referentnih vrednosti, pa su

autori zakljuéili da primena formulacije nema negativnih efekata na funkciju jetre i bubrega.

U vecini drugih istrazivanja, studije toksi¢nosti primene etarskih ulja su ispitane na
misevima. Tako je u slu¢aju Andre i sar. (2016 1 2017) [163,164], dobijena LDso doza odredena
za karvakrol i timol iznosila 919 i 1350,9 mg//kg, a za njihove acetilovane derivate karvakrol-
acetat (CA) i timol-acetat (TA) 1544,4 i 4144,4 mg/kg, redom. S obzirom na ¢injenicu da se
peroralno primenjene supstance iznad 1000 mg/kg u ovakvim istraZivanjima smatratju
bezbednim ili nisko toksi¢énim [210], timol, CA i TA se mogu smatrati sigurnim, dok se dodatne
studije trebaju sprovesti za karvakrol. U istrazivanju Ribeiro i sar. (2014) [148], etarsko ulje
eukaliptusa (Eucalyptus citriodora) je klasifikovano kao bezbedno s obzirom na dobijenu LDso
vrednost od 2643,0 mg/kg kod miSeva. Peroralna primena etarskog ulja majorana (Origanum
majorana) pri razli¢itim dozama od 1000-5000 mg/kg nije prouzrokovala znake toksi¢nosti niti
dovela do fatalnog efekta kod nijednog od tretiranih miSeva tokom perioda posmatranja od 24
sata (Abidi i sar. 2020 [156]). Prema Chagas i sar. (2018) [138], neki sastojci etarskih ulja poput
mentola imaju veoma nisku akutnu oralnu toksi¢nost (LDso > 2000 mg/kg). Sva ova istrazivanja i

navodi ukazuju na nisku toksi¢nost etarskih ulja i njihovih sastojaka za Zivotinje.
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6.5. Koprokultura

Kada su u pitanju rezultati koprokulture, odredeno je prisustvo cetiri roda
gastrointestinalnin nematoda ovaca u na ispitivanim farmama. Ukupno, pre primene bilo kojih
tretmana, njihova zastupljenost je bila Haemonchus 53%, Trichostrongylus 29,5%, Teladorsagia
14,5% i Chabertia 3% (prvo istrazivanje), odnosno Haemonchus 10,5%, Trichostrongylus
47,5%, Teladorsagia 38% i Chabertia 4% (drugo istrazivanje). Nakon tretmana su zapazene
neke promene u ovim procentima, pri ¢emu je u vecini grupa u prvom istrazivanju zabelezeno
opadanje zastupljenosti roda Haemonchus koje je u ukupnom procentu bilo zna¢ajno 7. dana,
kao i porast zastupljenosti rodova Trichostrongylus i Teladorsagia (Grafikoni 10-13). U drugom
istrazivanju je u grupi tretiranoj uljem origana, ali i suncokretovim uljem zabelezen isti trend kao
u prvom, osim opadanja i zastupljenosti roda Trichostrongylus (Grafikoni 14 i 15). Ove promene
pojedina¢no nisu bile statisticki znacajne, Sto sugeriSe na Cinjenicu da nijedan od koris¢enih
tretmana nije bio specifican samo za jedan rod ili je ova specificnost izraZena u manjoj meri.
Medutim, ukoliko se rezultati u grupama tretiranim uljima koje su pradene uporede se

negativnom kontrolom, takode se zapaza tda su ulja najvise delovala na rod Haemonchus.

U istrazivanju Macedo i sar. (2019) [150], gde je ispitana efikasnost c¢istog i
inkapsulisanog etarskog ulja limunske trave (Cymbopogon citratus), a koprokultura je
sprovedena pre i 15. dana nakon tretmana, zapaZen je sliCan trend smanjenja procenta roda
Hamonchus uz porast roda Trichostrongylus i treceg identifikovanog roda Oesophagostomum.
Pri tome su ove promene bile izrazenije u grupi ovaca tretiranoj sa inkapsulisanim uljem (pad
procenta Haemonchus-a sa 80 na 64%, a porast Trichostrongylus-a sa 19 na 27%), koje je ujedno
pokazalo i visu ukupnu efikasnost, dok u grupi tretiranoj negativnom kontrolom nisu zabelezene
prakti¢no nikakve promene kada su ovi rodovi u pitanju. Zanimljivo, u istom istrazivanju je na
kontrolisanom testu posmatrana efikasnost primenjenih formulacija odvojeno protiv H. contortus
i T. colubriformis, uz znatno bolji rezultat protiv prve vrste (kod Cistog ulja 66,4% naspram
38,4%, a kod inkapsulisanog ¢ak 83,1% naspram 27,9%). Sli¢an rezultat je dobijen i u
istrazivanju Camurga-Vasconcelos i sar. (2008) [162], kada je na kontrolisanom testu etarsko ulje
egzoti¢ne biljke Lippia sidoides, primenjeno peroralno u dozi 283 mg/kg tokom 5 dana, dovelo

do redukcije broja Haemonchus spp. za 56,9% u poredenju sa Trichostrongylus spp., 39,3%.
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Imajuéi u vidu ove rezultate, kao i ¢injenicu da je efikasnost etarskih ulja uglavnom ispitivana
samo protiv H. contortus, ipak se moze zakljuCiti da postoje odredene razlike u njihovoj
efikasnosti u zavisnosti od roda gastrointestinalnih nematoda. Ove razlike bi se mogle objasniti
jednostavnom ¢injenicom da rod H. contortus parazitira u abomazumu, gde je bioraspolozivost
aktivnih sastojaka etarskih ulja veéa u poredenju sa tankim crevom gde parazitira najvecih broj
Trichostrongylus vrsta, a kao posledica navedenih osobina etarskih ulja poput nestabilnost i

parcijalne inaktivacije njihovih sastojaka duz digestivnog trakta.

6.6. Prednosti i nedostaci antihelminticke primene etarskih ulja

Poznavanje mehanizma dejstva etarskih ulja odnosno njihovih aktivnih sastojaka je od
prakticne vaznosti za kontrolu nematoda s obzirom da moZe pruziti vazne informacije o
njihovom dejstvu, kao i o pronalasku najpogodnijih formulacija za upotrebu u praksi [211].
Medutim, sadasnje razumevanje mehanizma dejstva je joS uvek nepotpuno usled Cega je
primetan porast broja istrazivanja i na ovom polju. Do sada je dokazan ili predlozen odreden broj
mehanizama nematocidne aktivnosti etarskih ulja, Sto ukljuCuje ometanje nervnog sistema
parazita, inhibiciju aktivnosti acetil-holin esteraze, interferenciju sa neuromodulatorom
oktopaminom ili GABA-vezanim hloridnim kanalima, poremecaje celijske membrane Ssa
menjanjem permeabilnosti, poremecaje membrane i1 jonskih kanala koji modifikuju aktivnost
proteina vezanih za membranu i intracelularnih signalnih puteva i dr. [211]. Aktivnost fenolnih
jedinjenja poput karvakrola i timola moze biti povezana sa oSte¢enjem kutikule i digestivnog
aparata na larvama nematoda. Pored toga, ova jedinjenja su najverovatnije povezana sa
neurotoksicnim efektom na slobodnozive¢e nematode, poSto su u interakciji sa SER-2
tiraminskim receptorima. Kutikularne promene i moguéa neurotoksi¢nost mogu ometati
permeabilnost kutikule i1 pokretljivost, ometaju¢i odrZzavanje homeostaze unutar ovih parazita.
Dakle, razliciti sastojci etarskih ulja izazivaju razli¢ite neuroloske i strukturne promene u
nematodama, koje mogu dovesti do njihove parazlite i smrti [163,164]. U istrazivanju
Marjanovi¢ (2019) [212], dokazano je da karvakrol poseduje osobine antagoniste nikotinskog
acetilholinskog receptora (NAChR) nematode Ascaris suum uz efikasnu i zna¢ajnu inhibicuju
kontrakcije neuromis$i¢nog preparata izazvane rastu¢im koncentracijama acetilholina, a pokazano

je takode i da karvarkol potencira inhibitorne efekte GABA na neuromiSi¢cnom preparatu.
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Takode, rezultati iste studije su pokazali i da karveol i mentol pojacavaju kontrakcije

neuromisi¢nog aparata A. suum izazvane acetilholinom.

U pregledu literature je dat prikaz buducih strategija za kontrolu gastrointestinalnih
nematoda ovaca (koje se mogu primeniti i na druge parazite), a koje uklju¢uju racionalnu
upotrebu antihelmintika uz primenu odgovarajuc¢ih alternativa, §to dakle podrazumeva integrisan
pristup. U tom kontekstu bi upotreba etarskih ulja i njihovih sastojaka mogla biti veoma
znacajna. Naime, razliCita istrazivanja su pokazala mogucu svrsishodnost njithove upotrebe u
kombinaciji sa komercijalnim antihelminticima, a u cilju povec¢anja ukupne efikasnosti. Tako je
u istrazivanju Shalaby i sar. (2012) [213] dokazano da bi ivermektin u kombinaciji sa Nigela
sativa uljem imao visu antihelminticku aktivnost sa morfoloskog aspekta gledista protiv H.
contortus, ali i Moniezia expansa i Fasciola gigantica, u poredenju sa njegovom samostalnom
primenom. Rezultati prethodno pomenutog istrazivanja Marijanovi¢ (2019) [212] su pokazali
sinergisticko inhibitorno dejstvo kombinacije karvakrola 1 monepantela na kontrakcije
neruomisi¢nog preparata testirane nematode, kao i to da karvakrol znacajno potencira inhibitorne
efekte piperazina, $to ukazuje na moguénost primene ovih sinergistickih kombinacija u terapijske
svrhe u cilju povecanja efikasnosti pomenutih antihelmintika. Takode, zakljucak pomenutog
istrazivanja je i da bi se efekat karveola i mentola u smislu pojac¢anja kontrakcije neuromisi¢nog
aparata izazvanog acetilholinom mogao iskoristiti za pojacavanje efekta svih lekova agonista
nikotinsko-holinergi¢kog receptora nematoda. Ispitivane su i kombinacije viSe razli¢itih
alternativa, na primer ishrane bogate kondenzovanim taninima i selekcije otpornih rasa zivotinja
u istrazivanju Werne i sar. (2013) [72]. Iako nije jasno dokazan aditivni ili sinergisti¢ki efekat
ovog integrisanog pristupa, udeo od 55% esparzete u ishrani je doveo do znacajno nizeg FEC-a
gastrointestinalnih nematoda, u poredenju sa kontrolnom ishranom. Studija Keeton (2016) [14] je
pokazala pozitivan uticaj kombinovane strategije dodatka ishrani biljke Sericea lespedeza
jagnjadima i ovcama i TST sa Cesticama zice bakar oksida zasnovanog na FAMACHA skoru na
smanjenje broja jaja kokcidija. Sliéno tome, a kada su u pitanju bakterije, u istrazivanju Bekka-
Hadji i sar. (2022) je dokazano sinergisticko dejstvo etarskog ulja Artemisia herba alba i
cefoksitina protiv meticilin rezistentne Staphyloccocus aureus, kao i ulja Mentha pulegium i
amikacina protiv imepenem rezistentne Acinetobacter baumannii [214]. Navedena istrazivanja

pokazuju da bi, pored eventualne samostalne upotrebe, razli¢ite biljke, etarska ulja i njihovi
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sastojci mogli biti koriSéeni za pojaCavanje efekta komercijalnih antiparazitka i antibiotika, ili

biti koriS¢ena sa drugim alternativama u cilju kontrole razli¢itih parazita i mikroba.

Prednosti upotrebe razli¢itih biljnih formulacija poput etarskih ulja u kontroli
gastrointestinalnin nematoda ovaca, ali i drugih parazita su brojne [215-221]. Naime, brojna
bioaktivna jedinjenja iz njihovog hemijskog sastava koja pripadaju razli¢itim hemijskim
grupama mogu doprineti visokoj antiparazitskoj aktivnosti kroz razli¢ite mehanizme delovanja i
sinergizam. Isti razlozi mogu doprineti i manjoj podloznosti razvoju antihelminticke rezistencije
u poredenju sa komercijalnim preparatima [17,196]. Dalje, prirodno poreklo botanic¢kih
antihelmintika moZe doprineti manjoj toksi¢nosti za Zivotinje domacine 1 manjim koli¢inama
rezidua u mesu i mleku [153,222]. Tako se ovi navodi jo§ uvek trebaju potvrditi, prirodni
preparati su svakako bolje prihvatljiva opcija za zivotnu sredinu u poredenju sa hemijskim
preparatima. Na kraju, koriS¢enje sintetskih preparata je sve manje odrziv pristup ne samo usled
razvoja rezistencije, ve¢ i sa finansijskog aspekta, s obzirom na rast cena ovih lekova [223,224].
Takode, sa tog aspekta posmatranja, uvodenje upotrebe biljnih formulacija u svakodnevnu
praksu moze biti odrzivija i prihvatljivija opcija s obzirom na obi¢no veoma prihvatljivu cenu i
lako¢u nabavke, pogotovo u drzavama i regionima sa razvijenim biodiverzitetom [153], kao $to
je i Srbija.

Nedostaci koji prate trenutno stanje vezano za upotrebu biljnih preparata u kontroli
nematoda [215-221] jeste svakako jo§ uvek nedovoljan broj ispitivanja na ovu temu, pri ¢emu su
podaci o njihovoj efikasnosti u mnogim slucajevima anegdotski i zasnovani na posmatranju od
strane farmera [121]. Nedovoljan broj podataka o potvrdi efikasnosti etarskih ulja protiv
nematoda i mogucénosti njihove primene u savremenoj praksi se naro¢ito odnose na razli¢ite in
vivo studije, a pogotovo na studije toksi¢nosti na samim domacinima, a bez kojih nije moguca
Siroka upotreba ovih preparata. Dalje, kao §to se moze videti iz Tabele 5, postignute efikasnosti u
terenskim uslovima jo§ uvek nisu dovoljne za njihovu §iru samostalnu upotrebu u cilju kontrole
parazita, a efikasnost je jo§ uvek inferiorna u odnosu na komercijalno dostupne preparate.
Medutim, pronalazak adekvatne formulacije (vrsta biljke, aktivni principi iz hemijskog sastava,
nacin primene, doza itd.) kako bi se postigla odgovarajuca efikasnost u razli¢itim uslovima nije
jednostavan zadatak i zahteva veliki broj ispitivanja. Sa tim u vezi, iz Tabela 4. i 5. se moze

zapaziti jasan porast broja ovakvih ispitivanja i sve vece interesovanje nau¢nika iz razli¢itih
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delova sveta, $to svakako doprinosi reSavanju ovog problema. Dodatno, upotreba tehnika
inkapsulacije ima brojne pozitivne efekte za primenu etarskih ulja generalno u veterinarskoj
medicini te njeno uvodenje se takode moze pozitivno odraziti. Bez obzira, do sada postignuta
efikasnost u razliitim ispitivanjima, u nasim origana i mente pogotovo, se ve¢ moze smatrati
dovoljnom za njihovu upotrebu kao vaznog dodatka u buduéim, integrisanim terapijskim
pristupima kontrole nematoda u cilju smanjenju upotrebe komercijalnih preparata i usporavanja
Sirenja rezistencije. Na ovaj nain zasnovane strategije, uz integraciju racionalne upotrebe
antihelmintika 1 koriS¢enja razli¢itih alternativa ukljucujuéi 1 etarska ulja, mogu doprineti

odrzivoj kontroli gastrointestinalnih nematoda malih preZivara u bliskoj buduc¢nosti.
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7.0. ZAKLJUCAK

Na osnovu sprovedenih istrazivanja izvedeni su sledeci zakljucci:

e Hemijski sastav ispitanih etarskih ulja je slozen i sastoji se od jedinjenja iz razli¢itih
hemijskih grupa (terpeni, terpenoidi i fenlipropanoidna jedinjenja), pri ¢emu je broj
jedinjenja po jednom ulju varirao od 10-35. Hemijski sastav se razlikovao u zavisnosti od
biljke iz koje je izolovano etarsko ulje, pa ¢ak i unutar iste biljne vrste u odredenoj meri,
Sto je dovelo 1 do razli¢itog stepena efikasnosti;

e Invitro test izleganja larvi je pokazao visok antihelminticki potencijal testiranih etarskih
ulja, pri cemu je efekat zavisio od vrste 1 hemotipa biljke, proizvodaca ulja, kao 1 od
testiranih koncentracija (50; 12,5; 3,125; 0,781; 0,195; 0,049 i u drugom ispitivanju 0,025
i 0,0125 mg/ml). Posebno su se istakla ulja origana, moraca i rtanjskog ¢aja (100% pri
svim ispitivanim koncentracijama), ¢ubra (99,3-100%) i timijana (tip 1 95,3-100%; tip 2,
98,5-100%) u prvom, odnosno miloduha (42,7-91,3%), bosiljka (23,3-93,3%), divlje
nane (13-92,7%), pitome nane (21,0-90,3%), korijandera (29,0-88,7%) i ponovo origana
(71,3-93,3%) u drugom istrazivanju. Efckat je za vecinu ispitivanih ulja bio dozno-
zavistan, posebno u drugom istrazivanju, s obzirom na drugaciji nain pripreme
koncentracija (metod razblazivanja). Visoka ovicidna aktivnost testiranih ulja potic¢e od
bioaktivnih jedinjenja kao S$to su karvakrol, timol, anetol, p-cimen, y-terpinen,
pinokamfon, karvon, mentol i linalool,

e In vivo test redukcije broja jaja nematoda u fecesu Zivotinja je pokazao antihelminti¢ku
efikasnost etarskih ulja primenjenih jednokratno, peroralno. U odredenoj meri, efikasnost
je dokazana za sva ispitana ulja, ali su se posebno istakli origano i pitoma nana, s
obzirom na procenat redukcije EPG 7. dana (43,21% i 26,86%) i 14. dana (60,13% i
46,04%) nakon tretmana i znaCajnost njegovog smanjenja u odnosu na period pre
tretmana. Pri tome se intraruminalni nacin primene ulja u drugom istrazivanju pokazao
efikasnijim. Takode, u drugom istraZivanju, efikasnost je bila veca na drugoj farmi
(vezani nacin drzanja) u poredenju sa prvom farmom (slobodni na¢in drzanja), kao $to je
dokazano za ulje origana (78,26% u poredenju sa 41,99% 14. dana nakon tretmana), ali 1

za ostala ispitana ulja.
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Studije toksiCnosti, odnosno klini¢ki pregled tretiranih zivotinja, hematoloSke 1
biohemijske analize krvi nisu pokazale prisustvo nezeljenih i toksi¢nih efekata in vivo
primenjenih formulacija. Na to je ukazalo odsustvo klinickih znakova ili simptoma kod
zivotinja, vrednosti hematoloskih parametara koje se nisu znacajno menjale nakon
tretmana Sto se odnosi i na vrednosti ureje i kreatinina, kao i vrednosti AST i GGT koje
su bile sli¢ne ili nize u poredenju sa vrednostima pre tretmana. Dobijeni rezultati sugeriSu
na odsustvo toksi¢nih efekata primenjenih formulacija na funkciju bubrega 1 jetre;
Koprokulturom, sprovedenom pre tretmana, je potvrdeno prisustvo cetiri roda
gastrointestinalnih nematoda ovaca u datoj oblasti (Juzna Italija): Haemonchus,
Trichostrongylus, Teladorsagia i Chabertia. U prvom istrazivanju gastrointestinalne
nematode iz roda Haemonchus su bile najzastupljenije (53%), dok su u drugom
istrazivanju paraziti iz roda Trichostorngylus bili najzastupljeniji (47,5%). Njihova
zastupljenost se u odredenoj meri menjala nakon tretmana, pri cemu se zapaza opadanje
procenta parazita iz roda Haemonchus u svim ispitivanim grupama,

Razvoj antihelminti¢ke rezistencije zahteva primenu novih odrzivih strategija za kontrolu
parazita kod domacih zivotinja. Dokazana efikasnost i bezbednost primene odabranih
etarska ulja u ovim istrazivanjima moze da posluzi kao osnova za izbor buducih
alternativnih reSenja u integrisanom pristupu kontrole gastrointestinalnih nematoda kod
ovaca. Dodatno, povecanjem doze ili viSestrukom aplikacijom, odnosno upotrebom

tehnika inkapsulacije, postoji mogucnost razvoja preparata i za samostalnu upotrebu.
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na temu ispitivanje efikasnosti i mogucnosti primene biljnih etarskih ulja protiv gastrointestinalnih
nematoda ovaca, koja su realizovana u saradnji sa stranim i domac¢im kolegama 1 ¢iji rezultati i ¢ine
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Osaj Obpaszay uuHu cacmaeuu 0O0eo OOKMOpPCcKe oucepmayuje, OOHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHU4Ko2 npojekma Koju ce Opanu Ha YHnuseepzumemy y Hosom
Caoy. llonywen Obpaszay ykopuuumu uza mexcma OOKMOpPCKe oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

[Lman Tpermana nojgaraka

Hazus npojexTa/McTpaknBama

AHTUXEIMUHTHYKA e(hUKACHOCT OJa0paHUX E€TapCKUX YJba MPOTHUB TaCTPOMHTECTHHAJIHUX HEMaTo/a
oBana

Ha3uB nHCTHTYIHMje/MHCTUTYIMja Y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBOIH MCTPAKMBaH€

a) Pernonannu nenrap 3a npaheme napaszuroza KPEMOIIAP, E6onu (CA), Utanuja

0) JlemapTmaH 3a BeTepMHAPCKy MEIMIMHY WM aHHUMAaIHYy IPOHU3BOAKY, YHHBep3uTeT y Hamyspy
®enepuko 11, Hamyss, Utanuja

B) /JlemaptMaH 3a xeMHjy, OMOXEMH]y M 3alITUTy XHBOTHE cpeauHe, [IpupoaHO-MaTeMaTHUK{
¢daxynrer, Yausepsuter y HoBom Camy, Cpouja

r) JlenapTMmaHn 3a BeTepuHApCKy MeauIuHy, [lossonpuBpennu ¢akynrer, YHauBepauter y Hoom Cany,
Cpbuja

n) Hay4nu uHCTHTYT 32 BerepuHapcTBo ,,HoBu Can’, Hoeu Can, Cpouja, CpOuja

h) MHCTUTYT 32 MYATHIMCIUILTHAPHA UCTpaXKnBama, Y HuBep3urer y beorpany, Cpouja

Ha3zuB nporpama y oKBHpPY KOT ce peajin3yje HCTPAKUBAH€

JIoKTOpCKe akajeMcKe CTyauje, BerepuHapcka MemuIMHA, yxa HaydHa oOmact dapmakorioruja u
TOKCHKOIIOTHja

1. Onuc nogaraxka

1.1 Bpcra ctynuje
Ykpamxo onucamu mun cmyouje y okeupy xKoje ce nooayu npukynbajy

HokTopcka nuceprauuje ce 0aBu MoryhHomhy npumeHe ogaOpaHux OMJBHHUX €TapCKUX YJba HPOTUB
racTpOMHTECTUHAIHUX HEMaTOAa OBalla, a y LUJbY NpOHANaXewa alTepHaTuBa y OOpOM NIpPOTHB
AaHTUXEIMUHTHUYKE pe3ucTeHurje. McrpakuBama 00yXBaTajy IMeET OJIBOJEHUX CHTUTETA: aHajlIu3e
XEMHJCKOT CacTaBa UCITUTAHUX ETApCKHX Yiba; iN VItr0 HCIUTHUBaME aHTUXEIMUHTHUYKE e(pUKACHOCTH
ofa0paHuX €TapcKuX yJba; IN VIVO HCIUTHBAkhE AHTHXEIMHHTHYKE S(pHKACHOCTH ETapCKHUX YIba;
CTy/Wj€ TOKCHYHOCTH; U KOIPOKYITYpy. 300r OOMMHOCTH NOAATaKa, UCIMTUBAKA Cy CIPOBEACHA Y
BUIY IBa OJBOjeHa HcTpaxuBama (¢aze) cmnposeneHa TokoM 2019. m 2021. rogune. Y mpBoM,
M3BpEILICHA je aHaJM3a XeMHJCKOT cacTaBa 12 y3opaka erapckux yiba, in Vitro je ucrniurtano 12 yma y 4

MOHaBJbama (IUTyC KOHTPOJIE), 0K je iN VIVO ucnutaHo 2 yiba y 1O JBa MoHaBJkama (1Be dapme, Ha
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cBakoj 1o 4 rpyrme (yJjpa IIyc KOHTpoJe) of no 12 xuBotuma, H=96). Jlaske, CTyauje TOKCHYHOCTH CY
W3BpILIEHE MyTEM KIMHUYKOT Mperjefa TeCTHpaHWX >KUBOTHHA, JOK CY MCITHBAmba KOMPOKYITYpe
Takole BpiieHa Ha JBe papme y BUAY TPYITHHX y30paka 3a CBaKky rpymy (4 rpyre, yiba IUIyc KOHTPOIIE,
on no 12 xuBoTHma, H=96). Y Apyrom HCTpaKUBamy, M3BpIICHA je aHaiM3a XeMHjcKor cactaBa 10
y30paka erapcKux yJba, in Vitro je ucnurano 11 ysba y 3 moHaBsbama (IUIyc KOHTPOJIE) JOK je in VIVo
WCIIUTAHO 3 yJba y IO JIBa MOHABJbama (ABe (hapMe, Ha CBaKoj 1O MeT rpyna (yJba IIyc KOHTPOJIE) OJ
mo 12 »xwuBorwa, H=120). Crymuje TOKCHYHOCTH Cy H3BpUIEHE IIyTeM KIMHUYKOr IIperiena
HCIIUTHBAHUX XUBOTHHA M IyTEM aHAIM3€ XeMaTojomKux (aBe (apme, Ha cBakoj 1Mo 5 rpyna (ysba
IUTYC KOHTPOJIE) OJI 10 6 )KUBOTUba, H=60) 1 OMOXEMHU]jCKUX MapaMeTapa KpBH (B¢ (hapMme, Ha CBaKOj
mo 5 rpyna (y/ba IUIyC KOHTposie) off 1Mo 6 XKHBOTHHA, H=060), a MCIIUTHBama KOIPOKYITYpe Cy
W3BpIIEHa Ha JaBe (apMe y BUAY TPYIHHX Y30paka 3a Tpyle >KUBOTHHA TPETHPAHUX OPUTaHOM
(r=12/¢papma) u HeraTuBHOM KoHTponoM (H=12/dapma) (ykymHO H=48)

1.2 Bpcre nonaraka
KBAHTUTATHBHU

0) KBaJTUTATUBHU

1.3. Haunn npukymnsbama mogaTaxka

a) aHKeTe, YIUTHHIIM, TECTOBU

0) KJIMHUYKe MPOLeHe, MEIUITUHCKH 3aIHCH, €JIEKTPOHCKH 3JIPaBCTBEHHU 3aIMCH
B) TEHOTHITOBH: HABECTH BPCTY

I') IMUHUCTPATUBHH TIOJAIN: HABECTH BPCTY
1) y30pIiu TKHBA: erec U KPB )KUBOTHIHA, jaja U JIAPBE TaCTPOMHTECTUHATHIUX HEMaTona, OnspHa

erapcka yJba
) canmim, poTorpaduje: .jpg dopmar dororpaduja
€) TeKCT: JINTEPATYPHU U3BOPH

K) Maria, HABeCTH BPCTY

3) OCTaJIO: OIHCATH

1.3 ®opmar noxaraka, ymorpedibeHe cKaye, KOTUIHHA ToJaTaKa

1.3.1 Yorpe6ipenu copTBep M popmaT maTOTEKE:
a) Excel ¢ajn, maroreka .XIsx

b) SPSS ¢ajn, natoreka
¢) PDF oajn, natoreka .pdf

d) Tekcr dajn, natoreka .doc

¢) JPG c¢ajn, naroreka .jpg

) Ocrano, narorexka GraphPad Prism 9.2.0. (GraphPad Holdings, LLC, San Antonio, CA,
USA), .pzfx

1.3.2. bpoj 3ammca (ko KBaHTUTATUBHUX TT0/IaTaKa)

a) Opoj Bapujabnu: onroBapajyhu 6poj
0) Opoj Mepema (MCIHUTAaHWKA, IPOIIEHA, CHUMAaKa U CII.): €TapcKa yJba - 3a 22 MCHUTAH XeMHjCKH
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cactas, 23 ucnuraHa in vitro, 5 ucnuTana in vivo, 5 ucnMTaHa 3a cryauje TokcuuHocTH (3 3a
XeMaToJIOIKe H OHOXeMHjCKe aHATN3e), YKyNaH 0poj oBana kopumheHux 3a pa3jiu4uTe TeCTOBe:
216 + 1opaTHa 3a H30JIALMjY jaja HeMaTOda, BeJUMKH OpPoj Mepema

1.3.3. IloHoBJbEHA MEpEma

na

0) He

YKOJIMKO je OAroBOp Jia, OArOBOpHUTHU Ha ciiefcha nuTama:

a) BPEMCHCKH pa3Mak M3MeJljy MOHOBJbEHUX Mepa je: Ko in Vivo menutuBama 0., 7. u 14. 1an
(00a ucTpakuBama); Ko MCMUTHBama Konpokyatype 0., 7. u 14. 1an (MpBo UCTpakUBamwe), KOJ
aHaJM3e XeMaTOJOIKHUX U Onoxemujckux napamerapa 0. u 14. 1an (Apyro ucrpaxxuBame)

0) Bapujabiie Koje ce BWIIE IMyTa Mepe OJHOCE ce Ha: iN Vitr0 umcnuTHBame, y NPBOM
HCTPAXKUBAKBY 6 KOHIEHTPAIHja CBAKOT yJba (IJIYC KOHTPOJE) Y YeTHPH MOHABbAKA, Y APYTOM
HCTPAKMBAIbY 8§ KOHIIEHTPaNHja cBaKoOT yJba (IJIyC KOHTPOJIE) Y TPH MOHABbaha

B) HOBE Bep3uje (ajiioBa KOju cajprKe MOHOBJbEHA MEPEHha Cy IMEHOBAHE Kao

Hanomene:

Jla u gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0yeopouHy 8aruOHOCH NOOamaxka?

Ha
6) He
Axo je 002060p He, 0Opaznoxcumu

2. IIpukymbame noaaTaka

2.1 Meronomnoruja 3a IpUKYILJbamkhe/TeHEepHCabhe MoaTaka

2.1.1. Y okBHpY KOT UCTPAXXMBAYKOT HAIPTA CY IMOAANH MPUKYTIJHEHH?
a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THIT: HHTEPBEHIUjCKA MPOCNEKTUBHA CTyIHja
0) KOpemannoHO HCTPAKUBAFHE, HABECTH THIT

I_I) aHaJIM3a TCKCTa, HAaBCCTH THII

Il) OCTaJIO, HAaBECTH IITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA WU CIMAHOapoe nooamaxa cneyuuynux 3a oopehery
HayuHy OUCyuniuny (axo nocmoje).

I'acHu xpomatorpad, MaceHd CIEKTPOMETAp, CHTA ¢a OTBOPHMA pasiHuuTHX Beamuauna (1 mm,
250 pm, 212 pm u 38 pm), enpyBere, HeHTpu(pyra, niaode ca oynapumhuma (24 no
IJI0YHW), NHUIeTe, MUKPONHUIeTe, HHKY0ATOP, €JIeKTPOHCKM MHKpockomu, Mini u fil-
FLOTAC anapatu, MOHHTOP, IINPHLIEBH, TY0e, XeMaTOrpam, nejaogaHcke kece




Filip Strbac, dr vet. med. Doktorska disertacija

2.2 KBanuTer mojpataka v cTaHIapIq

2.2.1. Tperman HenocTajyhux mojaraka

a) Jla mu matpuna caapxu Henocrajyhe nomatke? [a @
AKo je oaroBop a, OArOBOPUTH Ha ciencha muTama:

a) Konukwu je 6poj Henocrajyhux momaraka?
0) Jla i ce KOpUCHUKY MaTpHIIe Ipernopyyyje 3amMmeHa Hemocrajyhux momaraka? Jla He
B) AXO je oiroBOp J1a, HABECTH CYTeCTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HenocTajyhux momaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCAaH KBaIuTeT nojaraka? Omnucatu

KBanuTter momaraka KOHTPOJIMCAH je MOHAB/bAIHEM €KCHEPUMEHTAIHUX Mepema, aHAIN30M H
nopeljemeM pe3ynTaTa H3MepeHUX NPH eKCHEPUMEHTATHOM HCIUTHBAKY MYyTeM CTATHCTHYKHX
TeCTOBA (JeCKPUNTHBHA CTATHCTHKA, jeqHO(QaKTOpUjaJHA W MyJTH(aKTOpHjaTHAa aHAIM3A
BapujaHce, HeJINHEAPHA perpecuja - JorapuraMcka JucTpudymnuja)

2.2.3. Ha koju Ha4uH je u3BpIIeHa KOHTPOJIa YHOCA HojaTaka y MaTpHILy?
KoHTposia je u3BpIIeHAa MPOBEPOM CBAKOT NMOjeIMHAYHOI MOAATKA HAKOH YHOCA y MAaTpHILY,
CTATHCTHYKOM KOHTPOJIOM, Ka0 M ynopehupameM noaaraka ca JIMTEPATYPHUM NoAalHMa

3. Tperman noaaraka u npareha qokymMeHTanuja

3.1. TpermaH u dyBame MmoaTaKa

3.1.1. Hoodayu he 6umu Oenonosanu y 3ajeTHMYKH NMOPTAJ CBHUX JOKTOPCKHMX AWCEPTAIlAja M
H3BelITaja KOMHCHja O HHHXOBOj omeHH Ha yHupep3utetuma y Cpoumju (HaPAYC) u y
peno3uTopujymy nokropckux aucepramujay Hosom Cany (IPUC)

3.1.2. URL aopeca
3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

Aa
0) Ha, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 0020680p He, Hasecmu pasnoz

3.1.5. Ilooayu nHehe 6umu 0enoHo8anu y penozumopujym, aiu he oumu wyeaHu.

Obpasnooicerve

,»CHpoBH moxanu* he OMTH [JeNMOHOBAaHM y NMPHBATHOM PENO3UTOPHMjyMY JOKTOPAHTA M YCKOT
Kpyra ucrpaxuBaya, 10k he mogaum o0page koju cy Ao0ujeHM aHAIM30M H 00paaoM (mogamu
aHa/iM3e XeMHjCKOI cacraBa yjba, iN Vitr0o aHaiam3a, in Viv0 aHa/iM3a, CTyaHja TOKCHYHOCTH H
KOIPOKYJITYpe HUT/I) AHAJIU30M, OMTH NPUJI0KEHH Y TOKTOPATY.

3.2 Meranogauu 1 JOKyMEHTalMja mojaTaka
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3.2.1. Koju crannapn 3a meranojaTtke he Outu npumMermeH?
Cranaapa xoju npumemnyje Penosutopujym noxkropckux amcepranuja YHuBepsutera y Hoom
Cany

3.2.1. HaBectu MeramnogaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy MOAAIIH JCTIOHOBAHHU Y PEIIO3UTOPH]yM.

Ako je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarse no0amaxd, aHaiumuiKe u
npoyedypanne uHpopmayuje, uUxos0 KOOUparbe, 0emdssHe Onuce 8apujadbiu, 3anuca umo.

3.3 Crparervja u cTaHIap/y 3a YyBame IojaTaKka

3.3.1. o kor nepuoxa he nopanu Outh uyBaHu y penozutopujymy? TpajHo

3.3.2. Jla 1 hie nogaum Outk nenoHoBanu nof mudpom? a

3.3.3. la i he mmdpa 6uth gocrynHa oapeheHoM Kpyry uctpaxkusaua? [la

3.3.4. la 1 ce moany MoOpajy YKJIIOHUTH U3 OTBOPEHOT MIPUCTYIIA TIOCIIE H3BECHOT BpeMeHa?
Jla [He

O0pa3noxuTH

4. Be30eIHOCT MOAATAKA U 3aIUTHTA NOBeP/bHBUX HH(pOPMALIHja

OBaj onesrak MOPA 6uTH momyseH aKko Ballld oA YKJbYUyjy JIMIHE MOJAaTKE KOjU C€ OJHOCE Ha
YYEeCHUKE y UCTPaXUBamy. 3a Apyra HCTpaKMBama Tpeda Takole pa3MOTPHUTH 3aIITHTY U CUTYPHOCT
nojaTaka.

4.1 ®opmaHu cTaHAApAN 32 CUTYPHOCT MH(pOpMaIrja/mofaTaka

HcTpakuBaun Koju CIIpOBOJIEe NCIUTHBAKA C JbYIMMa MOPajy Aa ce MPUApKaBajy 3aKkoHa O 3aIITUTH
noparaka o munoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u
oAroBapajyher MHCTHTYIIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM HHTETPUTETY .

4.1.2. la mu je ucTpakuBame 0A00peHo ox cTpaHe ernuke komucuje? Jla He
Axo je oarosop /la, HaBeCTH 1aTyM M Ha3MB €TUYKE KOMHUCH]E KOja je 0100pHIIa HCTPaKHBAbE

4.1.2. Jla 1 mofay yKJbydyjy JIMYHE MTOJIATKE YIECHHUKaA y ucTpaxkuBamy? [la He

AKo0 je oAroBop 1a, HaBeUTE HAa KOjU HAUMH CTE OCUTYPaJIM MOBEPIHUBOCT M CUTYPHOCT HH(pOpManuja
BE3aHMUX 32 HCIIUTAHHUKE:

a) [Tomau HKCY Y OTBOPEHOM IIPUCTYITY
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0) [Mogauu cy aHOHUMU3UPAHH
1) Ocrtaino, HaBeCTH IITa

5. JocTynmHOCT nmogaraka

5.1. Ilooayu he bumu

jaeno oocmynnu
6) 00OCMYNHU CAMO YCKOM KPYey UCmpaxcusaya y oopehenoj Hayunoj ooracmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 00CmynHu camo YyCKOM Kpyey UCHpaicudaid, Hagecmu noo Kojum yCi08uma Moy 0d ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 0ocmyntu camo YyCKoM Kpyey UCHpaicudayd, Hagecmu Ha Koju HAuuH Mo2y
NPUCIYRUMUY NOOAYUMA:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxyn/msenu nooayu oumu apxusupanu.

6. Yore u o1roBopHOCT

6.1. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy 81acHUKA (aymopa) nooamaxa

®wumn [Tp6arr, strbac.filip@gmail.com; filip.strbac@imsi.bg.ac.rs
6.2. Hagecmu ume u npe3ume u mejn aopecy ocobe Koja o0picasa Mampuyy ¢ nooayuma
®wumn [Tpoarr, strbac.filip@gmail.com; filip.strbac@imsi.bg.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omo2yhyje npucmyn nooayuma oOpyaum
ucmpaxcusauuma

®wumn [Tp6bar, strbac.filip@gmail.com; filip.strbac@imsi.bg.ac.rs
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