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PRIMENA SINTETSKIH | BILJNIH

KOKCIDIOSTATIKA U PREVENCIJI KOKCIDIOZE
1 OKSIDATIVNOG STRESA KOD TOVNIH PILICA

M. PAJIC', S. KNEZEVIC!, D. TODORQVIC!, BILJANA BURDEVIC!, MILENA
SAMOJLOVIC™ M. PELIC', DUSICA OSTOJIC ANDRIC?

| KRATAK SADRZAJ

Kokcidioza predstavlja jednu od najcescih i najvaznijih bolesti u Zivinarskoj
proizvodnji, zbog ¢ega je obavezna preventivna primena antikokcidijskih
lekova. Cilj ovog istraZivanja bio je ispitivanje uticaja sintetskih i biljnih kok-
cidiostatika na prevenciju kokcidioze i oksidativnog stresa kod tovnih pili¢a
inficiranih parazitima roda Eimeria. Pili¢i su bili rasporedeni u pet grupa: dve
netretirane (neinficirana i inficirana) i tri grupe tretirane antikokcidijskim leko-
vima (inficirane kokcidijama). Prva tretirana grupa pilica je dobijala sintetski
kokcidiostatik Robenidin (Ro), druga biljni (Herb) i tre¢a kombinciju sintetskog
i bilinog (Ro+Herb). Sve inficirane grupe (netretirana i tretirane) su 14. dana
starosti izloZzene oocistama kokcidija (mesana infekcija) oralnom inokulaci-
jom. Krv je uzorkovana 12. 21. i 40. dana. U krvi pilica merene su aktivnosti
superoksid dizmutaze (SOD), katalaze (CAT), glutation-S-transferaze (GST) i
koncentracije malondialdehida (MDA). Meren je i broj oocista u gramu fece-
sa, telesna masa pilica i stepen konverzije hrane (FCR). Aktivhosti CAT, GST
i nivoa MDA su znacajno smanjene, dok je aktivnost SOD znadajno povecana
kod inficiranih pili¢a tretiranih antikokcidijskim lekovima u odnosu na inficira-
ne netretirane, $to ukazuje na smanjenje oksidativnog stresa. Najevidentnija
promena parametara oksidativnog stresa je zabeleZena u Ro+Herb grupi. Kod

1 Drsci. vet. med. Marko Paji¢, dr vet. med. Slobodan KneZevi¢, dr sci. vet. med. Dalibor Todorovi¢, dr sci. vet.
med. Biljana Durdevi¢, dr sci. vet. med. Milena Samoijlovi¢, dr vet. med. Milo$ Peli¢, Naucni institut za veteri-
narstvo ,Novi Sad”, Novi Sad. i

2 Dusica Ostoji¢ Andri¢, Institut za stoCarstvo Beograd-Zemun, Beograd.
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pilica tretiranih antikokcidijalima telesna masa je bila znacajno visa, a vred-
nosti FCR i broj oocista u gramu fecesa zna¢ajno manji u odnosu na inficirane
netretirane pili¢e. Broj oocista je bio manji kod Ro i Ro+Herb grupe u odnosu na
Herb grupu, Sto ukazuje na to da su sintetski, i kombinacija sintetskog i biljnog
kokcidiostatika dali bolji efekat u suzbijanju kokcidioze. Medutim, dokazano
je da se i biljni antikokcidijal moze koristiti u suzbijanju kokcidioze i prevenciji
oksidativnog stresa.

Kljuéne reci: tovni pili¢i, oksidativni stres, Eimeria, sintetski i biljni kokcidi-
ostatik.

| UVOD

Kokcidioza predstavlja jednu od naj¢es¢ih i najvaznijih bolesti u Zivinarskoj proi-
zvodnji, uprkos napretku tehnologije, menadZzmenta, mera biosigurnosti, gene-
tike, ishrane i terapije. Prouzrokovana je vrstama protozoa roda Eimeria, koje
parazitiraju u digestivnom traktu. Intracelularni su paraziti i dovode do oSte-
¢enja sluznice digestivnog trakta, dijareje, oteZane resorpcije hranljivih mate-
rija i smanjenja prirasta. U savremenoj brojlerskoj proizvodnji jedan od glavnih
ekonomskih problema je pojava kokcidioze, gde se gubici u svetu na godiSnjem
nivou procenjuju na 2,3 milijarde evra (De Gussem, 2007) i 3 milijarde americkih
dolara (Blake i Tomley, 2014). Uzrocnik se prenosi mehanicki preko obuce rad-
nika, opreme, prostirke i kontaminirane hrane i vode. Ve¢ina infekcija ima supkli-
nic¢ki karakter, ali uvek postoji opasnost od izbijanja bolesti. U cilju prevencije ove
bolesti kod tovnih pili¢a u prvih pet nedelja tova koriste se antikokcidijski lekovi u
hrani, kako bi se prevenirala infekcija (Chapman i sar., 2013).

U savremenom tovu piliéa obavezno je koris¢enje antikokcidijskih lekova. Na
trZiStu su dostupne razlicite vrste antikokcidijskih lekova, kao Sto su sintetski, jo-
noforni (monovalentni i dvovalentni) i biljni (Chapman, 2007 ). Sintetski i jonoforni
antikokcidijski lekovi se primenjuju do 5 dana pred klanje, kako bi se sprecila pojava
rezidua u mesu. Biljni antikokcidijski lekovi se primenjuju sve vreme tova i nema
opasnosti od zadrZavanja rezidua u mesu pilica (t.owicki i Huczynski, 2013; Mohi-
ti-Asli i Ghanaatparast-Rashti, 2015). Medutim, i pored primene antikokcidijskih
lekova, veoma Cesto dolazi do pojave supklinickih i klini¢kih oblika infekcije ejmeri-
jama. Ovakvi slucajevi najcesce se javljaju na farmama sa niskim merama biosigur-
nosti, loSijom higijenom, sa neefikasnim antikokcidijskim programima (Chapman i
sar., 2013; Quiroz-Castaneda i Dantdn-Gonzdlez, 2015).

Nizom istraZivanja dokazano je da infekcija kokcidijama moZe prouzroko-
vati disbalans izmedu produkcije slobodnih kiseoni¢nih vrsta (Reactive oxigen
species, ROS) i antioksidanata u organizmu pileta i uzrokovati oksidativni stres
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(Georgieva i sar., 2006; Masood i sar., 2013; El-maksoud, 2014; Akba-
rian i sar.,, 2016). ROS su veoma nestabilne i spontano reaguju sa razli¢itim
organskim materijama. Glavno mesto njihovog delovanja su lipidi membrana,
sulfhidrilne veze proteina i DNK. Poja¢ano stvaranje ROS mogu izazvati negativ-
ni spoljasnji Cinioci kao Sto su metaboliti razlicitih toksicnih jedinjenja i lekova,
jonizujuce zracenje, povecana koncentracija kiseonika i dejstvo razlicitih pato-
gena (Koinarski i sar.., 2005; Georgieva i sar., 2006; Surai, 2016; Akbarian
i sar., 2016). Reagujuci sa lipidima, ROS izazivaju oksidativnu destrukciju ne-
zasi¢enih masnih kiselina, poznatu kao oksidacija lipida. Lipidna peroksidacija
na celijskom nivou uzrokuje ostecenje celijskih membrana, Sto podrazumeva
slabljenje njene funkcije, smanjenje fluidnosti, inaktivaciju membranskih enzi-
ma, kao i povecanu propustljivost membrane za neke jone, kao 3to je kalci-
jum. Povecanje intracelularnog kalcijuma oslobadanjem iz mitohondrija i en-
doplazmatskog retikuluma, i njegovim ulaskom u ¢eliju, aktiviraju se odredeni
enzimi (fosfolipaze, proteaze, endonukleaze, ATP-aze) koji imaju Stetne efekte
(Pamplona i Costantini, 2011; Radakovic i sar., 2016). Navedena o3tece-
nja uzrokovana oksidativnim stresom dovode do niza promena koje ostavljaju
trajne posledice na zdravlje pili¢a, ili ¢ak prouzrokuju uginuéa, i time povecavaju
ekonomske gubitke (Koinarski i sar., 2005; El-maksoud, 2014). Primarni si-
stem zastite od ROS predstavlja grupa reaktivnih antioksidativnih enzima u koje
spadaju superoksid dizmutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation-S-transferaza
(GST), koji su prva linija odbrane u eliminaciji ROS. Antioksidativni zastitni si-
stem razvio se tokom evolucije kod svih aerobnih organizama, kako bi se spre-
Cila, ogranicila ili popravila oStecenja nastala delovanjem ROS (Masood i sar.,
2013; Estévez, 2015; Papadopoulou i sar., 2017).

Cilj ovog istraZivanja bio je ispitivanje uticaja sintetskih i biljnih kokcidiostatika
na prevenciju kokcidioze i oksidativnog stresa kod tovnih pili¢a inficiranih vrstama
parazita roda Eimeria. Na taj nacin ce se dobiti uvid o efektima antikokcidijskih
lekova kod supklini¢ke infekcije kokcidijama. U tu svrhu izvrSi¢e se merenje broja
oocista kokcidija i merenje aktivnosti antioksidativnih enzima (CAT, SOD, GST) i
koncentracije proizvoda lipidne peroksidacije — malondialdehida (MDA).

| MATERIJAL | METODE

Eksperimentalne Zivotinje

IstraZivanje je izvedeno na 250 jednodnevnih, klini¢ki zdravih, neseksiranih tov-
nih pili¢a, hibrida Ross 308. Pili¢i su bili poreklom iz komercijalne inkubatorske
stanice, prosecne telesne mase 39,6g+1,5g. Rasporedeni su u pet grupa po 50
pilica: dve kontrolne (negativna i pozitivna) i tri tretirane grupe (Ro, Ro+Herb i
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Herb). Svi su drZani u boksovima sa podnim nacinom uzgoja, osim negativne
kontrole, koja je bila u boksu sa resetkastim podom. IstraZivanje je sprovede-
no u pet ponavljanja. Pili¢i su hranjeni standardnom komercijalnom hranom za
tov. Kontrolne grupe nisu dobijale antikokcidijske lekove. Negativna kontrola
nije bila inficirana. Pozitivna kontrola je inficirana 14. dana kokcidijama, oral-
nom inokulacijom 5x10° sporulisanih oocista razli¢itih vrsta kokcidija. Grupa Ro
dobijala je u hrani sintetski antikokcidijski lek Robenidin do 5 dana pred klanje.
Grupa Ro+Herb dobijala je prve dve nedelje hranu sa Robenidinom, a od trece
nedelje do kraja tova biljni kokcidiostatik Herbakoks. Grupa Herb dobijala je bilj-
ni kokcidiostatik sve vreme tova. Sve tri tretirane grupe (Ro, Ro+Herb, Herb) bile
su inficirane 14. dana kokcidijama na isti nacin kao pozitivna kontrola.
Eksperiment je odobren od strane Etickog komiteta za eksperimente na
Zivotinjama i izveden u skladu sa preporukom za eksperimentalne procedure
propisanom od strane Evropske komisije (Directive 2010/63 EEC) kao i vaZeceg
Zakona o dobrobiti Zivotinja Republike Srbije (SluZbeni glasnik RS, br. 41/2009)

Hrana za Zivotinje

Sintetski antikokcidijski lek Robenidin primenjen je u obliku preparata Robenz®
666 (Zoetis Ltd), u koncentraciji 450-550 g/toni hrane, od prvog dana Zivota do
pet dana pred klanje pilica.

Komercijalno dostupan fitogeni dodatak za sto¢nu hranu herbakoks (Herba-
koks, Essentico DOO, Kula, Srbija) je mesavina etarskog ulja (uglavhom Thymus
vulgaris, Origanum vulgare i Coriandrum sativum), soli organskih kiselina, dek-
stroze, natrijum hlorida i nosaca. Preparat je primenjen umesavanjem u hranu,
u koncentraciji 750 g/toni hrane. Koristi se sve vreme tova. Njegov recept je
vlasnistvo proizvodaca.

Infektivni materijal

Oociste kokcidija su dobijene od prirodno inficiranih pili¢ca poreklom sa ko-
mercijalnih farmi za tov. Izolovane su metodom flotacije i ¢uvane u 2,5% ra-
stvoru kalijum-dihromata u frizideru (4°C). Sporulisane oociste su aplikovane
oralnom inokulacijom 1,5 mL suspenzije 5x10° sporulisanih oocista pomocu
plasti¢nog Sprica.

Brojanje oocista kokcidija

Uzorci fecesa za parazitoloski pregled i brojanje oocista su uzorkovani 14., 21.,
28., 35.1 42. dana starosti pilica. Parazitoloski pregled fecesa je obavljen mo-
difikovanom metodom flotacije po Mekmasteru kako bi se utvrdio broj oocista
kokcidija u jedinici mere uzorka.
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Biohemijske analize

Krv za biohemijske analize je uzorkovana iz ulnarne ili brahijalne vene pili¢a sta-
rih 12. 21. i 40. dana. Uzimana je puna krv u epruvete sa litijum-heparinom (BD
Vacutainer®) i centrifugirana da bi se izdvojila plazma, a preostali eritrociti (RBC)
tri puta su isprani u fizioloSkom rastvoru i ¢uvani na -20°C do dalje analize.

Parametri oksidativnog stresa

Aktivnost SOD u hemolizatima procenjena je epinefrinskom metodom (Misra i
Fridovich, 1972), koja se zasniva na sposobnosti SOD da inhibira auto-oksida-
ciju adrenalina do adrenohroma. Aktivnost SOD je izraZena u jedinici po gramu
hemoglobina (U/g Hb).

Aktivnost CAT u uzorcima hemolizata je analizirana pomocu H,0, kao sup-
strata (Aebi, 1984). Aktivnost CAT je izraunata koris¢enjem molarnog koefici-
jenta ekstinkcije (0,0436 cm?/lmol) i izraZena je u jedinici po gramu hemoglobina
(U/g Hb).

Specifiéna aktivnost GST izraZena je koris¢enjem molarnog koeficijenta ek-
stinkcije (9,6/mM/cm) i izraZena je u jedinici po gramu hemoglobina (U/g Hb).

Koncentracija MDA iz uzoraka je izmerena spektrofotometrijski i izraZena je
u nmol/g Hb.

Za odredivanje koncentracije hemoglobina primenjena je cijanomethemo-
globinska metoda sa Drabkinovim reagensom (Tentori i Salvati, 1981). Sve
biohemijske analize su merene istovremeno u tri ponavljanja za svaki uzorak
pomocu spektrofotometra.

Odredivanje proizvodnih parametara

Na pocetku i na kraju eksperimenta, merene su telesne mase (pojedinacno) i
potro3nja hrane u cilju izracunavanja prirasta i koeficijenta konverzije hrane
(FCR) za svaku grupu.

Telesna masa svakog pileta pojedinatno merena je na pocetku eksperimen-
ta, na kraju svake nedelje tova i na kraju eksperimenta. Poveéanje telesne mase
je mereno na nedeljnom nivou. Potro3nja i konverzija hrane (FCR) su izraCunati
na kraju ogleda.

Statisti¢ka analiza

U statisti¢koj analizi dobijenih rezultata izvedenog eksperimenta kao osnovne
statisti¢ke metode koristili smo deskriptivne statisticke parametre. Za prace-
nje FCR i broja oocista svaki boks je bio jedinica posmatranja. Za analizu bio-
hemijskih parametara oksidativnog stresa i telesne mase jedinica posmatranja
bila je jedinka. Obzirom da su podaci za FCR bili heterogeni, grupe su poredene
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koristedi KruskalWallis ANOVA, a naknadna poredenja su uradena sa Dunn'’s te-
stom. Zbog heterogenosti podataka za broj oocista, izvréena je transformacija
podataka (0g10 wrednost+1), @ grupe su testirane. Podaci biohemijskih parametara
oksidativnog stresa i telesne mase su bili normalno distribuirani (Shapiro-Wilk's
test, p>0,05) i zajedno sa brojem oocista su poredeni koristeci two-way ANOVA
sa ponovljenim merenjem u jednom faktoru, a naknadna poredenja su uradena
sa Tukey's testom. Statisticke razlike utvrdene su na nivou znacajnosti od 5%.

| REZULTATI

Parametri oksidativnog stresa

Aktivnost enzima SOD u krvi pili¢a prikazana je na slici 1. Kod merenja sprovedenog
12. dana starosti uocene su znacajne (p<0,05) razlike izmedu kontrolnih i tretiranih
grupa. Aktivnost SOD kod kontrolnih grupa pili¢a (negativna i pozitivna kontrola) je
bila znacajno (p<0,05) visa nego kod sve tri tretirane grupe (Ro, Ro+Herb i Herb).
Znacajnih (p>0,05) razlika izmedu tretiranih grupa (Ro, Ro+Herb i Herb) nije bilo.
Merenjem aktivnosti istog enzima 21. i 40. dana ustanovljeno je znacajno (p<0,05)
smanjenje aktivnosti SOD kod svih grupa inficiranih pilica u odnosu na negativnu
kontrolu. Aktivnost SOD je bila znacajno (p<0,05) viSa kod inficiranih pili¢a tretiranih
antikokcidijskim preparatima (Ro, Ro+Herb i Herb) u odnosu na inficirane netreti-
rane pilice (pozitivna kontrola). Poredenjem aktivnosti SOD u tretiranim grupama
ustanovljeno je da je ona u Ro+Herb grupi bila znacajno (p<0,05) vec¢a u odnosu
na Ro i Herb grupu 21. dana, dok je 40. dana uoceno znacajno (p<0,05) povecanje
aktivnosti SOD u Ro+Herb i Herb grupi u odnosu na Ro grupu.

4000+ negativna
kontrola
= 3000+ pozitivna
X V kontrola
o 7 ; 7
=2 20004 | |44 ; ; Ro
(=] I ‘; A 0/ B Ro+Herb
3 il 17 7 /
® 1000] | [P 2 / E Herb
|7 / /
0- szl 7 1B
12. dan 21. dan 40.dan

starost pili¢a

Slika 1. Aktivnost SOD u krvi pili¢a 12., 21.. i 40. dana starosti u kontrolnim i tretiranim grupama.
Podaci su prikazani kao srednja vrednost+standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova iznad stubica
ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa u svakom pojedinaénom terminu uzorkovanja (p<0,05).
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U prvom merenju (12. dan ogleda) ustanovljeno je da je aktivhost CAT zna-
¢ajno niza kod kontrolnih grupa u odnosu na tretirane (p<0,05), bez znacajnih
razlika izmedu tretiranih grupa (p>0,05) (Slika 2).

Nakon infekcije pilica kokcidijama kod inficiranih jedinki aktivnost CAT zna-
¢ajno se povecala u odnosu na neinficirane pilice i 21. i 40. dana ogleda (p<0,05).
U poredenju sa inficiranom netretiranom grupom u oba termina merenja, uoca-
va se znacajno smanjenje aktivnosti CAT kod grupa tretiranih antikokcidijskim
aditivima (p<0,05). Takode, uocava se i znacajna razlika izmedu Ro+Herb grupe
u poredenju sa Ro i Herb grupama (p<0,05) 21. dana. Kod poslednjeg merenja
uocena je znacajna (p<0,05) razlika izmedu sve tri grupe pili¢a tretirane kokcidi-
ostaticima (Slika 2).

5000 &
negativna
kontrola

4000

—_ pozitivha
£ kontrola
< 3000 b b e 4 e

é Ro

l&- 2000 B3 Ro +Herb
(8] B Herb

NANNNNNNNNT
ANAMANNNNNNNN
ANMANAARRRNRAYNT

12.dan 21. dan 40. dan
starost pili¢a

Slika 2. Aktivnost CAT u krvi pili¢a 12., 21.. i 40. dana starosti u kontrolnim i tretiranim grupama.
Podaci su prikazani kao srednja vrednost+standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova iznad stubi¢a
ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa u svakom pojedinacnom terminu uzorkovanja (p<0,05).

Analizom krvi pili¢a sprovedenom pre infekcije kokcidijama (12. dan) uocena
je znacajno (p<0,05) niZa aktivnost GST kod kontrolnih grupa u odnosu na treti-
rane (Slika 3).

Nakon infekcije analize pokazuju znacajno (p<0,05) povecanje aktivnosti GST
kod inficiranih netretiranih pili¢a u poredenju sa neinficiranima (Slika 3). Znacaj-
no niza aktivnost GST utvrdena je kod grupa tretiranih antikokcidijskim aditivi-
ma u odnosu na inficiranu netretiranu grupu (p<0,05). Poredenjem aktivnosti
GST izmedu tretiranih grupa, kako 21., tako i 40. dana ogleda, ustanovljena je
znacajna (p<0,05) razlika izmedu Ro grupe u odnosu na Herb grupu i Ro+Herb
(Slika 3).

Koncentracija MDA u krvi pilica prikazana je na slici 4. Kod prvog merenja
utvrdena je znacajno (p<0,05) niZa koncentracija MDA kod kontrolnih pili¢a u
poredenju sa svim tretiranim grupama. Kod drugog merenja (21. dan) uoceno je
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Slika 3. Aktivnost GST u krvi pili¢ca 12., 21.. i 40. dana starosti u kontrolnim i tretiranim grupama.
Podaci su prikazani kao srednja vrednost+standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova iznad stubica
ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa u svakom pojedinacnom terminu uzorkovanja (p<0,05).

znacajno (p<0,05) povecanje koncentracije MDA kod inficiranih kontrolnih pili¢a
u odnosu na neinficirane. Koncentracija MDA je bila zna¢ajno (p<0,05) niZa kod
inficiranih pilic¢a tretiranih antikokcidijskim supstancama u odnosu na inficirane
netretirane pilice. Poredenjem vrednosti koncentracija MDA kod tretiranih grupa
u drugom mereniju, utvrdene su znacajne (p<0,05) razlike izmedu sve tri grupe.
Cetrdesetog dana ogleda koncentracije MDA bile su zna&ajno (p<0,05) niZe u
grupama Herb i Ro+Herb u odnosu na Ro grupu.
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Slika 4. Koncentracija MDA u krvi pili¢a 12., 21.. i 40. dana starosti u kontrolnim i tretiranim grupama.
Podaci su prikazani kao srednja vrednost+standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova iznad stubica
ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa u svakom pojedinacnom terminu uzorkovanja (p<0,05).

Proizvodni parametri

U Tabeli 1 prikazane su prosecne telesne mase pili¢a u eksperimentalnim gru-
pama i pokazatelji konverzije hrane (FCR) tokom ogleda. Na pocetku ekspe-
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rimenta telesna masa svih grupa pili¢a bila je ujednac¢ena. Medutim, na kraju
ogleda znacajno (p<0,05) je bila niZa kod inficiranih pili¢a bez tretmana antikok-
cidijskim aditivima u odnosu na sve ostale grupe. FCR kod pili¢a u pozitivnoj
kontroli (2,76) bio je znacajno (p<0,05) veci nego u negativnoj kontroli (1,61)
i kod pili¢a tretiranih antikokcidijskim preparatima. Stepen konverzije hrane
nije se znacajno razlikovao (p>0,05) izmedu grupa brojlera tretiranih biljnim i
sintetskim kokcidiostaticima ili njihovom kombinacijom.

TABELA 1

Telesne mase pili¢a na poéetku i na kraju ogleda i stepen konverzije hrane (FCR) kod
kontrolnih i tretiranih grupa (Ro, Ro+Herb, Herb)

Negativna kontrola 39,84+ 1,18a 2821,22+531,82a 1,61 (1,45-1,85)a
Pozitivna kontrola 39,87 +0,99a 1858,68+533,93b 2,76 (2,10-3,62)b
Ro 39,67 + 1,06a 2618,70+494,79ac 1,69 (1,57-2,08)ac
Ro + Herb 39,62+091a 2440,35+391,35¢ 1,91 (1,76-2,07)c
Herb 39,72 +0,96a 2523,00+521,94cd 1,82 (1,60-2,28)ac

Vrednosti unutar iste kolone obeleZene su razli¢itim slovima u superskriptu, koje ukazuju na znacajne razlike
medu grupama (p<0,05).

Broj oocista kokcidija

Analizom fecesa neinficiranih pili¢a, uzorkovanog 14., 21., 28., 35.. i 42. dana,
nisu pronadene oociste kokcidija (Slika 5). Kod inficiranih netretiranih pili¢a
(pozitivna kontrola) oociste su prvi put ustanovljene 21. dana (7. dan posle in-
fekcije). Njihov broj se povecavao prilikom svakog sledeceg uzorkovanja. U
grupama Ro i Ro+Herb broj izluenih oocista u gramu fecesa bio je znacajno
(p<0,05) nizi u odnosu na pozitivnu kontrolu. Izmedu ovih dveju grupa znacaj-
na (p<0,05) razlika u broju oocista bila je zabelezena samo na kraju ogleda.
Brojleri Herb grupe izlucivali su znacajno veci (p<0,05) broj oocista u odnosu
na druge dve tretirane grupe, ali joS uvek znac¢ajno (p<0,05) maniji u odnosu na
pozitivhu kontrolu (Tabela 2).

Prosecan broj oocista kokcidija u gramu fecesa (e.p.g.) kod svih grupa u svim
terminima uzorkovanja (14., 21., 28., 35. i 42. dan) prikazan je u Tabeli 2 kao
transformisana vrednost (logegnost+1))- TOkom eksperimenta neinficirani pili¢i nisu
izluCivali oociste kokcidija. Kod inficiranih netretiranih pili¢a (pozitivna kontrola),
kao i kod onih koji su dobijali biljni antikokcidijski aditiv (Herb grupa), broj oocista
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Slika 5. Broj izlu€enih oocista u gramu fecesa (0.p.g.) kod kontrolnih i tretiranih grupa pili¢a. Ro -
grupa tretirana robenidinom, Herb - grupa tretirana biljnim kokcidiostatikom, Ro+Herb — grupa
tretirana Robenidinom i biljnim kokcidiostatikom.

u gramu fecesa bio je znacajno (p<0,05) veci 28., 35.. 1 42. dana u odnosu na 21.
dan. Kod inficiranih pili¢a tretiranih Robenidinom (Ro grupa) broj oocista se nije
znacajno (p>0,05) menjao tokom ogleda. Broj oocista kod pilica u Ro+Herb grupi
bio je znacajno veci (p<0,05) 42. dana u odnosu na 21. dan; poredenjem broja
oocista detektovanih 28., 35. i 42. dana nije uocena znacajna (p>0,05) razlika.

TABELA 2.

Broj oocista u gramu fecesa (e.p.g.) prikazan kao transformisana vrednost (logrednost+n)) kod
kontrolnih i tretiranih grupa pili¢a (Ro, Ro+Herb, Herb) tokom ogleda

Negativna

0,00+0,00 * 0,00+0,00 * 0,00+0,00 * 0,00+0,00 *
kontrola
Pozitivna kontrola  4,12+0,15* 4,940,158 £4,97+0,15 8 4,99+0,13 8
ke 2,54+0,04 2,59+0,07 <A 2,61+0,07 2,60+0,08
Ro+Herb 2,59+0,06 2,64:+0,08 48 2,660,068 2,77+0,08
Herh 3,27+0,09 % 4,14+0,09 4,07+0,10 ¢ 4,110,08 ¢

Ro - grupa tretirana Robenidinom, Ro+Herb — grupa tretirana Robenidinom + biljni kokcidiostatik, Herb —
grupa tretirana biljnim kokcidiostatikom.

Razli¢ita mala slova u superskiptu oznacavaju znacajne razlike izmedu grupa pili¢ca u istom vremenu
uzorkovanja (p<0,05); razli¢ita slova pisana verzalom oznacavaju znacajne razlike unutar grupe tokom
eksperimenta (p<0,05).
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| DISKUSIJA

Uprkos obilju literaturnih podataka koji ukazuju na to da postoje zna&ajne ra-
zlike u parametrima oksidativnog stresa kod pili¢a inficiranih kokcidijama, oni
dobijeni na brojlerima tretiranim antikokcidijalima su oskudni. Praéenje para-
metara oksidativnog stresa nakon njihove primene moZe pruZiti korisne infor-
macije o mogucim antioksidativnim efektima antikokcidijskih lekova. U nadem
istraZivanju sintetski kokcidiostatik Robenidin, biljni kokcidiostatik i njihova
kombinacija davani su brojlerima zaraZzenim ejmerijama. Rezultati su pokazali
da su primenjeni kokcidiostatici znacajno uticali na promene parametara oksi-
dativnog stresa (SOD, CAT, GST i MDA) kod zaraZenih pili¢a.

Rezultati ovog istraZivanja otkrili su manju aktivnost SOD u krvi zaraZenih,
ali netretiranih brojlera (pozitivna kontrola). SOD je ukljuéen u antioksidativni
odbrambeni sistem, prvu liniju odbrane od ROS (Surai, 2016). Manja aktiv-
nost SOD u krvi inficiranih pilica u odnosu na neinficirane verovatno je rezul-
tat povecane proizvodnje H,0,. Smanjenu aktivnost SOD kod brojlera zaraZenih
kokcidijom otkrili su i neki drugi istraZivaci (Georgieva i sar., 2006; Liu i sar.,
2016). Primena kokcidiostatika kod zaraZenih pili¢a rezultirala je pove¢anom
aktivnos¢u SOD, najistaknutijom u grupi Ro+Herb, 5to znadi da je smanjen efekat
oksidativnog stresa. Pretpostavlja se da su antikokokcidijali spreili inaktivaci-
ju SOD sa H,0,, Sto je rezultat dismutacije superoksid anjona (Nikolié-Kokié i
sar., 2010). Bozkurt i saradnici (2016) su takode ustanovili zna¢ajno povecanje
aktivnosti SOD kod inficiranih pili¢a hranjenih hranom sa dodatim biljnim kokci-
diostatikom na bazi ulja origana.

Osim SOD, pracena je aktivnost CAT nakon tretmana inficiranih pili¢a sa kokci-
diostaticima. Nema objavljenih podataka o uticaju kombinacije biljnih i sinteti¢kih
kokcidiostatika na aktivnost CAT. U nasem eksperimentu najvedi porast aktivnosti
ovog enzima detektovan je u pozitivnoj kontroli, $to je u skladu sa nalazima koje
su objavili Georgieva i saradnici (2006 ). Slicne rezultate su dobili i drugi autori,
koji su ukazali na povecanje aktivnosti CAT kod brojlera zaraZenih E. acervulinom
i E. tenellom (Liu i sar., 2016; Georgieva i sar., 2010). Aktivnost CAT je poviSe-
na kod oksidativnog stresa, koji se smatra kompenzacijskim mehanizmom pili¢a
inficiranih kokcidijama. Kod grupa inficiranih pili¢a koje su dobijale antikokcidij-
ske lekove u hrani zabeleZeno je smanjenje aktivnosti CAT u odnosu na inficirane
netretirane pilice. U tretiranim grupama najveéi pad aktivnosti CAT je primecen
u grupi Ro+Herb, Sto znaci da je kombinacija dva kokcidiostatika najvise uticala
na smanjenje oksido-redukcionog disbalansa nastalog kao odgovor na prisustvo
parazita. CAT igra veoma bitnu ulogu u ocuvanju integriteta Celije tako 3to razlaZe
reaktivni vodonikperoksid, koji moze da dovede do nastanka veoma reakativnog
hidroksi radikala. Hidroksi radikal je izuzetno nestabilan, moZe izazvati éelijsko
ostecenje putem lipidne peroksidacije, oksidacije DNK i proteina (Aprioku, 2013).
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Analiza aktivnosti GST u ovom istraZivanju pokazala je pove¢anu aktivnost
kod inficiranih pili¢a. Istu pojavu kod pili¢a, nastalu delovanjem faktora iz spoljne
sredine, opisali su Ismail i saradnici (2013). GST je ukljucen u zastitu ¢elije od
negativnih efekata ROS, za koji se vezuje direktno kovalentno i &ini ih manje
reaktivnim (Chikezie, 2015). U ovom istraZivanju aktivnost GST je bila niZa kod
tretiranih grupa u poredenju sa pozitivnom kontrolom, sto dovodi do hipoteze
da su antikokcidijali uticali na smanjenje produkcije supstrata (ROS) dovodedi
do smanjene aktivnosti enzima za detoksikaciju. Najve¢e smanjenje aktivnosti
GST uoceno je u grupi Ro+Herb. U istraZivanju koje su sproveli Giannenas i sa-
radnici (2010) otkriveno je da preparati na bazi gljiva mogu poveéati aktivnost
GST i pozitivno uticati na rast, iskoriS¢avanje hrane i stimulisati lu¢enje dige-
stivnih enzima. Sli¢no tome, dokazano je da biljni preparat na bazi ruzmarina
ima antioksidativno dejstvo povecavajuci aktivnost GST (Ghozlan i sar., 2017).

Malondialdehid nastaje u procesu lipidne peroksidacije usled delovanja ROS
na polinezasicene lipide. Njegova koncentracija u krvi i tkivima je direktno pro-
porcionalna celijskom ostecenju izazvanom ROS i iz tog razloga je koristan
marker u analizi oksidativnog stresa (Georgieva i sar., 2006). Rezultati naseg
istraZivanja pokazuju povecanu koncentraciju MDA kod inficiranih pili¢a, kao re-
zultat povecane lipidne peroksidacije. Slicne podatke o promeni koncentracije
MDA objavili su i drugi istraZivali (Georgieva i sar., 2006; Pourali i sar.,
2014; Liu i sar., 2016). Znacajno smanjenje nivoa MDA je uoceno kod pili¢a
u svim tretiranim grupama, Sto dovodi do zakljucka da su antikokcidijali uticali
na smanjenje produkcije ROS i tako doveli do smanjene lipidne peroksidacije. U
istraZivanju koje su sproveli Bozkurt i saradnici (2016) utvrdeno je da biljni an-
tikokcidijski lekovi ublaZavaju oksidativni stres smanjenjem koncentracija MDA.
Giannenas i saradnici (2010) su ustanovili da preparati na bazi gljiva imaju
antioksidativna svojstva i smanjuju koncentraciju MDA.

Analizom rezultata proizvodnih parametara pili¢a u eksperimentu uocava se da
je najniZa prosecna telesna masa bila kod inficiranih netretiranih pili¢a, kod kojih
je bio i najveci FCR. Ovaj smanjeni prirast moZe da se pripise infekciji kokcidija-
ma. Razvijajudi se u crevima oociste kokcidija izazivaju oStec¢enja sluznice creva,
oteZavaju apsorpciju hranljivih materija, otvaraju vrata infekcije drugim patoge-
nima i utiCu direktno na prirast (Yegani i Korver, 2008). Poredenjem tretiranih
grupa pili¢a jasno se uocava da je najveca prosecna telesna masa bila kod onih
koji su dobijali Robenidin, i imali najmanji FCR. NajniZa prosec¢na telesna masa
zabeleZena je kod pili¢a tretiranih sa oba antikokcidijska leka (Ro+Herb). Upore-
divanjem nasih rezultata sa rezultatima drugih autora uo¢ava se da su povecan
dnevni prirast i telesna masa kod tretiranih pilica nastali kao posledica korisnog
antikokcidijskog efekta sintetskog i biljnog kokcidiostatika (Assis i sar., 2012;
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Pourali i sar., 2014). Pozitivan efekat na proizvodne parametre dobijen upotre-
bom hemijskih i biljnih antikokcidijala su opisali i drugi autori (Abdelrahman i
sar., 2014; Adulugba i sar., 2017). Biljni antikokcidijski lekovi, za razliku od
sintetskih, ne ostavljaju rezidue u mesu pili¢a, zbog Cega se njihovi efekti sve vise
istrazuju (Abou-Elkhair i sar., 2014; Muthamilselvan i sar., 2016; Papadopo-
ulou i sar., 2017). Oni doprinose povecanju telesne mase i smanjenju FCR, Sto se
mozZe objasniti pove¢anom absorpcionom povrSinom creva i boljom enzimskom
aktivno$¢u, nastalom usled ozdravljenja. Podaci su pokazali da biljni antikokcidij-
ski lekovi koji sadrZe origano, timijan, korijander, karvakrol, timol i druge aktivne
materije imaju antikokcidijski i antioksidativni efekat (Peek i Landman, 2011;
Mohiti-Asli i Ghanaatparast-Rashti, 2015; Bozkurt i sar., 2016).

Rezultati dobijeni u ovom istraZivanju pokazuju da je kod inficiranih pili¢a na-
kon primene antikokcidijskih lekova doslo do znacajne redukcije broja oocista
u fecesu, u odnosu na inficirane pili¢e koji nisu bili tretirani. Najmanji prosecan
broj oocista otkriven je kod pili¢a tretiranih Robenidinom, Sto pokazuje njegov
zadovoljavajuéi antikokcidijski efekat. Mehanizam delovanja Robenidina zasno-
van je na inhibiciji oksidativne fosforilacije u mitohondrijama parazita, ¢ime se
spre€ava njihov razvoj. Pili¢i tretirani Robenidinom i biljnim kokcidiostatikom
izlu€ili su takode maniji broj oocista u poredenju sa inficiranom netretiranom
grupom, 5to ukazuje da je ova kombinacija antikokcidijskih lekova postigla do-
bar antikokcidijski efekat. Ovi podaci odgovaraju podacima dobijenim upotre-
bom kombinacije diklazurila i eteri¢nog ulja origana (Mohiti-Asli i Ghanaatpa-
rast-Rashti, 2015), i amprolijuma i belog luka (Adulugba i sar., 2017). Ana-
liza nasih rezultata dobijenih spektrofotometrijom pokazala je da je kombinacija
dva antikokcidijska leka znacajno uticala na smanjenje oksidativnog stresa, s
obzirom da su vrednosti biohemijskih parametara bile najbliZe onima kod nein-
ficiranih pili¢a. Gore opisanim mehanizmom Robenidin je uticao na smanjenje
broja oocista kod pili¢a, dok je upotreba biljnog antikokcidijskog leka uticala
na povedan nivo antioksidativne odbrane, $to se odrazilo na dobijene vredno-
sti parametara oksidativnog stresa. U ovom istraZivanju dokazano je da biljni
ekstrakti (origano, timijan i korijander) u testiranom biljnom kokcidiostatiku
imaju antioksidativna svojstva. Biljni antikokcidijali uglavnom sadrZe bioaktivna
jedinjenja kao 3to su polifenoli, kinini, flavonoidi, alkaloidi i polipeptidi. Fenolna
jedinjenja aromatiénih biljaka i njihova eteri¢na ulja odli¢ni su izvori prirodnih
antioksidanata. Flavonoidi mogu delovati kao snazni antioksidansi uklanja-
njem slobodnih radikala i zaustavljanjem oksidativnih reakcija (Masood i sar.,
2013). Kod pili¢a koji su dobijali biljni kokcidiostatik oociste su bile prisutne u
fecesu u ve¢em broju u odnosu na ostale dve tretirane grupe (Ro, Ro+Herb), ali
je primenjeni biljni preparat ispoljio efikasan antikokcidijalni efekat.
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| ZAKLJUCAK

Sintetski i biljni antikokcidijski lekovi su znacajno uticali na parametre oksida-
tivnog stresa: aktivnost CAT, GST i koncentracija MDA bili su nizi, dok je ak-
tivnost SOD bila vida u tretiranim grupama u odnosu na netretirane inficirane
pilice, Sto ukazuje na smanjenje oksidativhog stresa. Osim toga, primenjeni
antikokcidijski lekovi su doveli do smanjenja broja izlu€enih oocista. Broj ooci-
sta je bio manji u grupama Ro i Ro+Herb u poredenju sa grupom Herb, Sto znadi
da su sintetski antikokcidijski lek i kombinacija sintetskog i biljnog dali bolji
efekat u suzbijanju kokcidioze od biljnog. Medutim, dokazano je da se i testirani
biljni preparat moze koristiti u suzbijanju kokcidioze i prevenciji oksidativnog
stresa. Ovi rezultati mogu pomoci u izboru antikokcidnih lekova i direktno uti-
cati na smanjenje ekonomskih gubitaka prouzrokovanih kokcidiozom.
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THE USE OF SYNTHETICS AND HERBAL COCCIDIOSTATS IN
THE PREVENTION OF COCCIDIOSIS AND OXIDATIVE STRESS
IN BROILERS

Coccidiosis is one of the one of the most common and important diseases in
poultry production which renders the preventive use of anticoccidial drugs
obligatory. The aim of this research was to examine the effect of synthetic
and herbal anticoccidials on prevention of coccidiosis and oxidative stress in
broilers infected with Eimeria spp. The chickens were allotted to five groups:
two untreated (uninfected and infected) and three groups treated with anticoc-
cidials (all infected with Eimeria spp.). The first treated group (Ro) was given
robenidine, the 2nd a herbal anticoccidial (Herb) and the 3rd the combination
of robenidine and the herbal anticoccidial (Ro+Herb). All infected groups (un-
treated and treated) were on day 14 challenged with oral inoculation of oo-
cysts (mixed infection). The activities of catalase (CAT), superoxide dismutase
(S0D) and glutathione S-transferase (GST), and the concentration of malondi-
aldehyde (MDA) were estimated in blood samples taken on days 12, 21 and 40.

Zivinarstvo * 5/6 + 2021 | 31




In addition, the oocyst numbers were calculated per gram, and chicken body
weight and feed conversion ratio (FCR) measured. The activities of CAT, GST
and the level of MDA were significantly lower, whilst the activity of SOD was
higher in infected chickens treated with anticoccidials in comparison to those
infected but untreated, indicating a reduction in oxidative stress. The most
prominent change in the parameters of oxidative stress was recorded in the
Ro+Herb group. In chickens treated with anticoccidials body weight was sig-
nificantly higher, and the FCR and the number of oocysts per gram significantly
lower in comparison to infected untreated chickens. Oocyst counts were lower
in the Ro and Ro+Herb groups than in the Herb group, indicating that synthet-
ic, and a combination of synthetic and herbal anticoccidial drugs have given a
better effect in fight against coccidiosis. However, it was proven that the herbal
anticoccidial may also be used in the control of coccidiosis and the prevention
of oxidative stress.

Key words: broilers, oxidative stress, Eimeria, synthetic and herbal anticoccidial.
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