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SAZETAK

Prva reakcija Zivotinja na stres je izluCivanje adrenalina, hormona srZi nadbubrezne
Zlijezde, koji ima jak metaboli¢ki u¢inak. Uzorci krvi divljih svinja uzeti su od 42 zdrave
Zivotinje, nakon lova prigonom i odmah nakon odstrjela. Zivotinje, cije su tjelesne mase
bile izmedu 20 i 95 kilograma, podijeljene su u dvije skupine, do 55 kg (A) i od 60 do
95 kg (B). Koncentracija adrenalina odredena je u serumu tjiedan dana nakon uzimanja
uzoraka i 30 dana nakon ponovnoga smrzavanja na -80°C, metodom ELISA. Mjerenja
su izvrSena na 450 nm valne duljine na ELISA ¢itacu. Utvrdena je povisena vrijednost
adrenalina u odnosu na referentne vrijednosti u domacih svinja i ljudi (109,45 pg/ml u
skupini A i 119,54 pg/ml u skupini B). Nakon ponovijenoga smrzavanja utvrdene su 12%
niZe koncentracije adrenalina u A skupini, a 11,17% niZe u B skupini, ali bez statisticke
znacajnosti (P>0,05). Biokemijskom pretragom utvrdena je povisena koncentracija
glukoze i triglicerida u odnosu na referentne vrijednosti, dok su ostali promatrani
pokazatelji bili unutar referentnih vrijednosti. Nije utvrdena povezanost koncentracije

adrenalina i glukoze.

Kljucne rijeci: akutni stres, adrenalin, ELISA, divija svinja, metaboliti

uvobD

Stres je stanje u kojemu organizam reagira na
vanjske ili unutarnje podrazaje (stresore), usmjeravajuci
pritom energiju na suocavanje s opasnim ili ekstremnim
situacijama. To je bioloski odgovor organizma usmije-
ren odrZavanju homeostaze. Odgovarajuéi odgovor na
stresore od kljuéne je vaznosti za dobrobit Zivotinja
(Charmandari i sur., 2005.). Prva reakcija tijela na stres
je otpuStanje adrenalina, hormona srZi nadbubrezne
mobilizaciju slobodnih masnih kiselina i pove¢ava kon-
centraciju laktata u plazmi. Uzrokuje ubrzano disanje,
Sirenje zjenica i di$nih putova, povecava opskrbu misi¢a
kisikom i hranjivim tvarima, sluzi za odrzavanje drugih
tjelesnih sustava (Ganong, 2010.).

Adrenalin je antagonist svih adrenergi¢nih recep-
tora, ukljucuju¢i glavne podtipove al, a2, B1, p2 i B3
(Shen, 2008.). Vezu¢i se za o-adrenergicne receptore,
inhibira lu€enje inzulina, stimulira glikogenolizu u jetri

..........

[B-adrenergicne receptore, aktivira izlucivanje glukagona
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u gusteraci, povecava izlucivanje adrenokortikotropnoga
hormona (ACTH) i povecava lipolizu u masnom tkivu.
Zajedno, ti ucinci dovode do poveéane razine glukoze
u krvi i masnih kiselina (Sabyasachi, 2007.). Adrenalin
djeluje preko B-adrenergi¢nih receptora, povecava koli-
C¢inu ciklickog adenozin monofosfata (cAMP), aktivira
fosforilazu i putem a-adrenergicnih receptora povecava
intracelularnu koncentraciju kalcija. Jedna od stresnih
situacija je lov, pri kojemu se aktivira niz kemijskih reak-
cija koje dovode do aktivacije simpatickoga sustava,
zhog cega dolazi do otpustanja hormona adrenalina.

Dobra metoda za odredivanje koncentracije adre-
nalina u serumu je ELISA metoda (eng. enzyme-linked
immunosorbent assay) ili imunoenzimski test.

Ciljevi rada bili su (1) utvrditi postojanost rezultata
odredivanja koncentracije adrenalina nakon zamrzavanja
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i Cuvanja uzoraka mjesec dana na -80° C; (2) odrediti
neke biokemijske pokazatelje u serumu divljih svinja.

MATERIJAL | METODE

Uzorci krvi divljih svinja (Sus scrofa L.) prikuplje-
ni su tijekom sezone lova prigonom. IstraZivanje je
provedeno u drzavnom otvorenom loviStu br. XIV/23
“"KRNDIJA 1I", povrSine 6850 ha. Uzorci krvi 42 div-
lie svinje obaju spolova, tjelesne mase od 20 do 95
kilograma, uzeti su iz srca, odmah nakon odstrela u
vakuum epruvete za serum. Zivotinje su vagane nakon
odstrjela i podijeljene u dvije skupine: do 55 kg (A) i od
60 do 95 kg (B). Krv je centrifugirana 10 minuta na 3000
okretaja, odvojeni su serumi i pohranjeni u hladnjak na
-80°C do analize. Prve analize odradene su tjedan dana
nakon uzorkovanja, a ponovljeno mjerenje istih uzoraka
30 dana nakon ponovnoga zamrzavanja i €uvanja na
-80°C. Koncentracija adrenalina u uzorcima seruma
odredena je pomocu komercijalno dostupnoga Porcine
Epinephrine/Adrenaline (EPI) ELISA Kit-a (Shanghai
Sunred Biological Technology Co., Shanghai, Kina),
prema uputama proizvodaca. Uzorci su kvantificirani u
dva testa, s prosjecnim koeficijentom varijacije za intra-
test <10 % i koeficijentom varijacije za inter-test <12%.
Mijerenja su izvrSena na 450 nm valne duljine na ELISA
Citacu (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Biorad,
Engleska). U krvnome serumu odredena je koncentra-
cija metabolita (glukoza, urea, kreatinin, ukupni prote-
ini, albumini, trigliceridi) automatskim multikanalnim
biokemijskim analizatorom Beckman Coulter AU 400
(Beckman Coulter, Germany), koriste¢i komercijalne
reagense Beckman Coulter. Podaci su obradeni pomocu
statistickoga programa SAS (verzija 8.02 za Windows).
Razlike medu dobnim kategorijama odredene su GLM
testom za ponovljena mjerenja, a znac¢ajnost je utvrdena
Fisherovim (LSD) post hoc testom.

REZULTATI | RASPRAVA

Rezultate koncentracija adrenalina u serumu div-
ljih svinja, podijeljenih prema tjelesnoj masi, prikazuje
Tablica 1. Starije Zivotinje imale su numericki vecu
prosjecnu koncentraciju adrenalina nakon izlozenosti
stresu u odnosu na mlade, a dobivene vrijednosti su
u uzim granicama. Koncentracija adrenalina u covjeka
krece se u rasponu izmedu 47 i 71 pg/ml (Buhler i sur.,
1978.), a u domace svinje 20—-132 pg/ml u normalnim
uvjetima bez stresa (Hannon i sur., 1989.). U naSem
slu¢aju, prema dostupnim podatcima, starije svinje
(procijenjeno prema tjelesnoj masi; skupina B) imala
je veéu koncentraciju adrenalina. lako su srednje vri-
jednosti obaju skupina bile podjednake i bez znacajnih
razlika, vidljiva je ve¢a minimalna vrijednost u skupini B
u odnosu na skupinu A, dok su maksimalne vrijednosti
ponovno podjednake. Iskustvo, oCito, nije utjecalo na
smanjenje stresa u odraslih Zivotinja, upravo suprotno.
Buhler i sur. (1978.) navode povecanja adrenalina 28
puta, noradrenalina 5,5 puta, dopamina 3 puta nakon
petominutne izloZzenosti stresu, koje su se odrzale tije-

kom 60 minuta. Oslobadanje katekolamina javlja se
vrlo brzo nakon izloZzenosti kratkorocnome stresu (Dalin
i sur., 1993.), kao i stresu zbog transporta (Roozen i
sur., 1995.). Vrlo je teSko procijeniti utjecaj vrste stresa
na dobrobit Zivotinje u cjelini, posebno u dugotrajnim
stresnim situacijama. Otkucaji srca, krvni tlak i pona-
Sanje takoder mogu koristiti za procjenu odgovora na
stres, medutim procjena tih odgovora zahtijeva detaljno
poznavanje normalnih fiziolo$kih funkcija i ponaSanja, jer
je odgovor na stres pod utjecajem nekoliko ¢imbenika,
kao §to su metabolicko stanje, zdravstveni status, dob,
spol i zrelost Zivotinje (Einarsson i sur., 2008.). Ponovno
izlaganje istom stresoru moZe uzrokovati ¢ak i navika-
vanje sustava hipotalamus-hipofiza-nuzbubrezna Zlijezda
na stres (Pitman i sur., 1988.). Prema dobivenim kon-
centracijama adrenalina u serumu divljih svinja, vidljivo
je da su Zivotinje tijekom lova prigonom bile izloZzene
stresu, Sto je dovelo do povecéanja razine adrenalina u
krvi, jae u starijih Zivotinja. Prema Ganongu (2010.),
stimulacija nekih dijelova hipotalamusa moze prouzrociti
sr¢ane aritmije, koje se javljaju zbog istovremenog akti-
viranja vagusnih i simpatickih Zivéanih vlakana, koji iner-
viraju srce. lzlu¢ivanja jednoga ili drugoga katekolamina
javljaju se u odredenim situacijama. Djelovanja hormona
Stitaste Zlijezde i katekolamina (adrenalina i noradrena-
lina), usko su povezani. Adrenalin ubrzava metabolizam,
stimulira Ziv€ani sustav i djeluje na kardiovaskularni
sustav, poput hormona Stitaste Zlijezde, iako je trajanje
tih reakcija vrlo kratko.

Tablica 1. Koncentracija adrenalina u serumu divljih
svinja (pg/ml)

Table 1. Statistical data epinephrine concentrations in
blood serum of wild boar (pg/mi)

Skupina SV SD KV (%) Min — max
A (n=24) 109,45 30,51 21,87 37,21 - 158,48
B (n=18) 119,542 28,52 23,86 71,66 — 167,05

SV- srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; KV — koeficijent
varijabilnosti; A- Ziv. tj. mase 20-55 kg; B- Ziv. tj. mase 60-95 kg; "* nije
znacajno

Ponovljenim odredivanjem adrenalina u serumu
nakon zamrzavanja i ¢uvanja u hladnjaku, utvrdene su
nize vrijednosti adrenalina (Tablica 2.) u odnosu na prvo
mjerenje. Smanjenje je bilo vece u skupini A (12%), u
odnosu na skupinu B (11,17%), ali bez statisticki zna-
Cajnih razlika.

Tablica 2. Koncentracija adrenalina u serumu krvi div-
ljih svinja nakon ponovljenoga smrzavanja (pg/ml)

Table 2. Statistical data epinephrine concentrations in
blood serum of boars after repeated freezing (pg/mi)

Skupina SV SD KV(%) Min — max
A (n=24) 96,71 24,18 25,01 26,73 — 137,63
B (n=18) 96,63 = 24,26 24,10 62,71 — 139,00

SV- srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; KV — koeficijent
varijabilnosti; A- Ziv. tj. mase 20-55 kg; B- Ziv. tj. mase 60-95 kg; "* nije
znacajno
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Koncentracije kortizola, adrenalina, noradrenalina i
dopamina u svinja mogu se iskoristiti za pracenje funkci-
je nadbubrezne Zlijezde i korisne su u istrazivanju efekta
stresa nakon izlaganju stresoru od samo pet minuta
(Rosochacki i sur., 1999.).

Istrazivanim smo Zivotinjama odredili vrijednosti
nekih biokemijskih pokazatelja, kao kontrolu izlu€ivanja
adrenalina (Tablice 3. i 4.). Utvrdena prosjecna kon-
centracija glukoze od 10,44 mmol/L u mladih Zivotinja
i 11,00 mmol/L u starijih Zivotinja znatno je viSa od
vrijednosti za domade svinje, koje su utvrdili Radostis
i sur. (2000.), ali je u skladu s dobivenim vrijednostima
veprova za rasplod (Harapin i sur., 2003.). Barasona i
sur. (2013.) utvrdili su niZe vrijednosti glukoze u serumu
divlie svinje od naSih. Koncentracija je u njihovome

slucaju ovisila o vrsti zamke za hvatanje. Hvatanje
pomoc¢u kaveza manje je povisilo koncentraciju glukoze
u krvi (8,64 mmol/L), dok je hvatanje u koralu rezultiralo
veéom koncentracijom glukoze (9,92 mmol/L). Isti autori
utvrdili su statisticki znaCajnu negativhu povezanost
nacina hvatanja svinja i koncentracije glukoze, $to se
moZe dovesti u vezu sa stresnim trenutkom hvatanja
i sputavanja. Utvrdena je blago poviSena koncentra-
cija triglicerida i ureje u mladih Zivotinja, Sto je pod
utjecajem mnoStvenih ¢imbenika (dob, spol, sezona,
hranidba, stres). Koncentracija ukupnih proteina, krea-
tinina i albumina u granicama su fizioloSkih vrijednosti
(Swenson i sur., 1984.; Kaneko i sur., 1997.; Harapin i
sur., 2003.).

Tablica 3. Neki biokemijski pokazatelji u serumu divljih svinja tjelesne mase do 55 kg
Table 3. Some biochemical parameters in the serum of wild boar (up to 55 kg)

(Pn°'fzzit)e"' - Indicators sV SD KV (%) Min - max
Glukoza (mmol/L) 10,44 7,48 71,64 2,37 — 34,64
Urea (mmol/L) 8,16 3,25 39,77 2,55 - 14,22
Kreatinin (umol/L) 147,56 31,01 21,02 102,80 - 226,20
Ukupni proteini (g/L) 76,51 6,74 8,81 62,20 — 87,80
Albumini (g/L) 35,04 4,23 12,07 24,90 - 42,30
Trigliceridi (mmol/L) 2,08 0,79 37,38 0,90 - 3,48

SV — srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; KV — koeficijent varijabilnosti

Koncentracije ureje, kreatinina, ukupnih proteina i
albumina starijih Zivotinja (Tablica 4.) u granicama su
fizioloSkih vrijednosti (Swenson i sur., 1984.; Kaneko i

sur., 1997.; Harapin i sur., 2003.), dok je glukoza s pro-
sje€nom vrijednosti 11,00 mmol/L znaCajno poviSena.
Utvrdeno je i blago povecanje koncentracije triglicerida.

Tablica 4. Neki biokemijski pokazatelji u serumu divljih svinja tjelesne mase do 95 kg
Table 4. Some biochemical parameters in the serum of wild boar (up to 95 kg)

:’nolfz?gljl - Indicators sV sD KV (%) Min - max
Glukoza (mmol/L) 11,00 10,53 95,72 5,20 — 47,68
Urea (mmol/L) 6,92 2,60 37,59 3,01 -13,56
Kreatinin (umol/L) 168,97 26,54 15,71 107,60 — 217,20
Ukupni proteini (g/L) 79,50 6,93 8,72 66,50 — 93,40
Albumini (g/L) 41,40 4,50 10,86 33,70 - 48,20
Trigliceridi (mmol/L) 2,08 0,74 35,74 1,04 — 3,58

SV — srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; KV — koeficijent varijabilnosti

ZAKLJUCAK

UvaZavajué¢i minimalne i maksimalne vrijednosti
koncentracija adrenalina, utvrdene su vece vrijednosti
u serumu divljih svinja vece tjelesne mase (60-95 kg)
u odnosu na Zzivotinje do 50 kg tjelesne mase, Sto znaci
da iskustvo nije smanijilo reakciju na stres. Ponovljenim
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smrzavanjem seruma i analizom nakon mjesec dana,
utvrdene su nize koncentracije adrenalina u serumu, ali
bez statistiCke znacCajnosti. Utvrdena je poviSena kon-
centracija glukoze i triglicerida u obje skupine Zivotinja.
Nije utvrdena povezanost koncentracija adrenalina i
glukoze (podatci nisu prikazani).
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EPINEPHRINE CONCENTRATION IN WILD BOAR (Sus scrofa L.) SERUM AFTER
REPEATED ELISA TESTED FREEZE-THAWING CYCLES

SUMMARY

Blood samples for determining of epinephrine concentration and biochemical parameters in the blood serum of wild
boars were taken from 42 healthy wild hoars, both sexes, during the hunting season. All animals in good condition,
body weight 20 to 95 kg, were divided into two groups up to 50 kg (group A) and up to 95 kg (Group B). Epinephrine
concentration was determined by ELISA twice: one week after taking samples and a month after repeated freezing
at -80°C. It was higher in relation to the reference value of domestic pigs and human (109.45 pg/ml in A and 119.54
pg/ml in B group). Repeated freezing and re-analysis after a month were resulted in lower concentrations of
epinephrine (12% in young and 11.17% in adult animal), but without statistical significance (P>0.05). Biochemical
analysis results’ show increased glucose and triglycerides concentrations compared to the reference values, while
other indicators were observed within or slightly increased referring to the normal range. The correlation between
glucose and epinephrine was not determined.

Key-words: acute stress, epinephrine, ELISA, wild pigs, metabolites
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